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Si no puedes convencerlos, confiindelos.

Truman
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L. INTRODUCCION



1.1. INTRODUCCION GENERAL

En las células eucariotas coexisten de manera ubicua dos sistemas citoesqueléticos:
microtiibulos y microfilamentos. Ademds, en la mayorfa de las células de los vertebrados
y en algunos invertebrados se puede encontrar un tercer sistema, llamado de filamentos
intermedios. Este tercer sistema de filamentos intermedios (IF) difiere sustancialmente de
los otros dos en varios sentidos, el principal de los cuales tal vez sea su diversidad: tanto
los microfilamentos de actina como las proteinas que forman los microtibulos estdn
codificados por familias multigénicas, pero presentan unas pocas formas muy homdlogas
entre si. Sin embargo los IF muestran una sorprendente diversidad de protefnas, especificas
de cada tipo celular. Ademds, mientras que las funciones de los citoesqueletos de actina y
microttibulos son conocidas desde hace bastante tiempo,, no ocurre asi en el caso del
citoesqueleto de IF, donde sélo muy recientemente (1991) han empezado a conocerse los
primeros datos sobre su utilidad.

1.1.1. Microtiibulos

Los microtiibulos estdn formados por el ensamblaje de dos protefnas, o y 8 tubulina,
de unos 55 kD cada una, formando dfmeros aff que se agrupan de forma helicoidal,
generando tdbulos huecos de unos 25 nm de didmetro, con 13 subunidades por vuelta. Su
ensamblaje estd asociado a la hidrélisis de GTP a GDP, y al parecer existe un equilibrio
dindmico entre la protefna polimerizada y disociada (Kirschner, 1978; Timasheff, 1979). El
ensamblaje de los microtiibulos estd polarizado, y en la mayorfa de los casos se realiza en
los llamados "centros organizadores": centrosomas, centriolos del huso mitético, cuerpos
basales y, en neuronas, la membrana nuclear. Presentan un gran mimero de protefnas
asociadas a ellos (Olmsted, 1986) y su funcién est4 asociada con la motilidad: movimiento
de cromosomas y croinitidas durante mitosis y meiosis (Mitchinson, 1988), progresién de
grdnulos de secrecidn desde el aparato de Golgi a Ja membrana celular, flujo axoplasmético
de neuronas (Vale, 1987) y, en asociacién con la dinefna, formacién de cilios y flagelos
(Porter y Johnson, 1989).

En mamiferos, las tubulinas estdn codificadas por familias multigénicas (Cowan,
1984; Sullivan, 1988), en las que la mayor parte de los elementos son pseudogenes no
funcionales. Existe una expresién diferencial de los genes de las tubulinas, lo que podria
implicar una diversidad funcional de los diferentes isotipos. No obstante, recientemente se
ha demostrado el libre intercambio de isotipos entre diferentes clases funcionales de
microtiibulos en células en cultivo (Lewis y cols., 1987).

1.1.2. Microfilamentos

Los microfilamentos, con un didmetro de 5-7 nm, estdn compuestos principalmente
de actina. La actina representa la protefna méds abundante en la mayorfa de las células
eucariotas, suponiendo entre el 5-10% y en ocasiones hasta el 25% del total del contenido
proteico celular. Existe en dos formas: globular (G-actina) y fibrilar (F-actina). E!
ensamblaje de la actina, también polarizado como en el caso de los microtiibulos, precisa
de una molécula de ATP por molécula de G-actina. En mamiferos, la actina presenta al
menos seis isoformas diferentes: una en misculo esquelético, otra en misculo cardfaco, dos
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en musculo liso y dos citopldsmicas (Vandekerckhove y Weber, 1987). Las diferentes
formas de actina parecen estar codificadas por familias multigénicas, y en el caso de
humanos se han identificado 30 genes (Soriano y cols., 1982). No obstante todo esto, las
diversas isoformas presentan una homologia del 90%, y las divergencias afectan a cambios
en aminodcidos sin variar la estructura de su grupo radical. Pese a la diversidad de
isoformas, su expresién especifica de tejido y regulacién de la expresiéon durante la
diferenciacién muscular, in vitro las diferentes protefnas son intercambiables (Gunning y
cols., 1984).

Aunque sus funciones son diversas, su papel principal estd relacionado con la
contraccién, tanto en misculo liso como estriado. En células no musculares tambien
intervienen en procesos de contraccion celular relacionados con el mantenimiento de la
morfologia celular y el movimiento ameboide (Warrick y Spudich, 1988).

1.2. FILAMENTOS INTERMEDIOS

El sistema citoesquelético de IF recibe este nombre por presentar un didmetro entre
8 y 11 nm, intermedio entre microtibulos y microfilamentos. La principal caracterfstica
diferencial de este grupo es que comprende una amplia familia de protefnas que se expresan
diferencialmente en los diferentes tipos celulares del organismo, variando incluso el patrén
de IF en un mismo tipo celular durante la diferenciacién del mismo (Franke y cols., 1981
y 1982; Steinert y Roop, 1988). Debido a esta definida forma de expresién, los IF son
ampliamente utilizados como marcadores moleculares de diferenciacién celular, siendo
ademds herramientas habituales en anatomia patoldgica, empledndose habituaimente en la

Tabla 1. Tipos de filamentos intermedios

Tipo de Nombre Origen Niimero de | Peso molecular
secuencia polipéptidos| (kD)
I Queratinas Epitelios =15 40-60
acidas
I Queratinas Epitelios =15 50-70
bdsicas
[H ~ !
811 Vimentina Mesénquima 1 53 H
Desmina Muisculo 1 52
GFAP Glia 1 51
Periferina Neuronas 1 57
periféricas
v Neurofilamentos| Neuronas 3 57-150
o-Internexina Neuronas i 66
A% Laminas Limina nuclear 3 60-70
Vi Nestina Neuroectodermo | | 240
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tipificacién tumoral, pues cada tumor, segiin su origen y desarrollo, expresa una diferente
combinacién de IF (Moll y cols., 1982; Osborn y Weber, 1989).

A partir de datos inmunolégicos de reactividad con anticuerpos y seglin las secuencias
de DNA y protefnas de los IF, se dividi6 a estos en un principio en cinco grupos (Lazarides,
1980 y 1982; Steinert y cols., 1985). Con posterioridad, el descubrimiento de nuevos tipos
de IF, as{ como el conocimiento de nuevos datos sobre ellos han hecho variar la
clasificacién de los IF hasta quedar actualmente en la que se muestra en la tabla I, basada
en Steinert y Roop (1988): El tipo I consta de queratinas 4cidas. El tipo II, de queratinas
neutro-basicas. El tipo III incluye la vimentina, desmina, protefna 4cida fibrilar de la glia
(GFAP) y periferina. El tipo IV esta formado por los neurofilamentos y la a-internexina y
el tipo V por las laminas. Por dltimo se encuentra el grupo VI, que incluye la nestina
(Lendahl y cols., 1990) que ain no ha sido asignada a ningtin tipo de los anteriores.

1.2.1. Estructura de los Filamentos Intermedios

Del estudio de las secuencias de los IF se deduce que todos los miembros de esta
familia estdn construfdos de una forma similar (Fig. 1): todos ellos tienen un dominio central
de estructura a-helicoidal formado por 311-315 aa (356 en el caso de las laminas). Esta

regién estd altamente conservada, ademds del tamafio, en lo que a su estructura secundaria
se refiere, y se encuentra flanqueada por dos regiones terminales de tamafio y composicién

variable, de tal forma que las diferencias en tamafio y propiedades de las distintas
subunidades de los IF se deben principalmente a los dominios terminales variables, mientras
que el dominio central conservado es responsable de la uniformidad estructural de los IF
(Weber y Geisler, 1984 y 1985; Steinert y cols., 1985).

En todos los IF, el dominio central es de estructura o-helicoidal. Esto significa que
la estructura de estos dominios consta de sucesiones de 7 aa, o héptadas, en las cuales los
residuos 1 y 4 son generalmente de naturaleza apolar (Henderson y cols., 1982; Weber y
Geisler, 1984). Esta estructura a base de repeticiones permite que los residuos apolares
aparezcan hacia el exterior de la molécula en una zona definida, y favorece el que dos de
estas hélices se asocien enfrentando sus respectivas zonas apolares, formdndose una
estructura cuaternaria de forma nuevamente helicoidal que recibe el nombre de coiled-coil
(Crick, 1953; McLachlan, 1978; McLachlan y cols., 1982),

El dominio central a-helicoidal no es continuo, sino que se trata mds bien de cuatro
subdominios denominados 1A (35 aa de iongitud), 1B (101 aa), 2A (19 aa) y 2B (121 aa),
entre los cuales se encuentran tres cortas secuencias, denominadas espaciadores o linkers,
incapaces de formar una coiled-coil. En general, la longitud y localizacién de estos
espaciadores estd conservada (Steinert y Roop, 1988). El! espaciador L1 conecta los
segmentos 1A y 1B, y es de estructura no helicoidal y relativamente variable en su longitud
(8-14 aa). El espaciador L2 (8 aa) conecta 2A y 2B y es «-helicoidal, si bien su estructura
no es en héptadas. El espaciador L12 (16-17 aa), que une los segmentos IB y 2A, tiene una
secuencia de la forma (hidrofilico-apolar),, que le permite adoptar una conformacién en
ldmina 8. Sin embargo, en las laminas todos los espaciadores tienen estructura «-helicoidal,

aunque mantienen 1a longitud comin. La longitud total del dominio central conservado es
de 45-48 nm.
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Dominio central . .
N-Terminal 1A _ 1B A 2B C-Terminal
P e
| -
Lt Li2 L2
[__,u_uf_—i Tipo | S
— Tipo I —
F;—] Tipo N .
VTJ Tipo IV [
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L 1 1 | 1 c:] A
Tipo V

Fig. I: Estructura de los filamentos intermedios. El dominio central en los tipos I-V1 es
semejante. Los bloques L1, L12 y L2 representan ruptura de la estructura en alfa-hélice.

Ademis de estos espaciadores, todos os IF contienen una discontinuidad en el centro
del segmento 2B que rompe la regularidad de las héptadas. También se encuentran muy
conservados los residuos 8-20 en el segmento 1A y los ultimos 30 residuos del segmento 2B
(Crewther y cols., 1983).

Los segmentos terminales de los IF son hipervariables, aunque también se puede
encontrar en ellos algunos subdominios sin estructura definida basados en secuencias
homélogas (H), variables (V) y de caricter fuertemente bésico (E), halldndose estas tltimas
en los extremos C- o N- terminales. (Jorcano y cols., 1984b; Weber y Geisler, 1984;
Steinert y cols., 1985; Steinert y Roop, 1988). Estos subdominios de los extremos son
caracterfsticos para cada subgrupo dentro de los IF.

La homologfa de secuencia en los IF es de un 30-50% entre dos tipos, pero de hasta
un 50-90% dentro de un tipo determinado. Una zona especialmente bien conservada es el
final de la a-hélice, donde se encuentra una secuencia TYRKLLEGE que aparece en
précticamente todos los filamentos intermedios (Hanukoglu y Fuchs, 1983; Jorcano y cols.,
1984a y b; Albers y Fuchs, 1987).

1.2.2, Proteinas de la familia de los Filamentos Intermedios: Proteinas de tipo 111

Esta familia estd formada por la vimentina, la desmina, la protefna 4cida fibrilar de
la glfa (GFAP) y la periferina.
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La vimentina, con un peso molecular de 53 kD, presenta un complejo patrén de
expresiéon. Se encuentra principalmente en células de origen mesenquimal (endotelio
vascular, fibroblastos, etc.). También se encuentra de forma transitoria en gran variedad de
tipos celulares antes de que sean irreversiblemente determinados hacia un fenotipo totalmente
diferenciado, y en algunos de estos casos se coexpresa con los IF caracterfsticos del tipo
celutar maduro. Igualmente aparece en gran nimero de lineas celulares en cultivo,
independientemente de su origen embrionario (Lazarides, 1982; Traub, 1983). Cuando se
coexpresa con otros IF, la vimentina puede copolimerizar con ellos en el mismo filamento,
como con la desmina (Quinlan y Franke, 1982), el GFAP (Quinlan y Franke, 1983) y los
neurofilamentos (Monteiro y Cleveland, 1989), o bien formar filamentos separados en una
misma célula, como sucede cuando se coexpresa con queratinas (McCormick y cols., 1991).

Al igual que para los demds IF, la funcién de la vimentina es desconocida, aunque
se supone que debe tener alglin papel en la resistencia mecdnica de los tejidos que la
expresan, pues los filamentos de vimentina son capaces de resistir tensiones capaces incluso
de romper la actina (Janmey y cols., 1991).

En los tltimos afios se han realizado descubrimientos que permiten sospechar que la
carencia de esta protefna conduce a la formacién de tumores. Asf, se ha visto que la
transfeccién con un ¢cDNA de vimentina es capaz de revertir un fenotipo transformado
(Biden y cols., 1991). Igualmente, la adicién de cAMP a células CHO transformadas
provoca la fosforilacion y polimerizacién de la vimentina como paso previo a la reversién
del fenotipo transformado (Chan y cols., 1989), todo lo cual sugiere que la integridad del
citoesqueleto de vimentina es necesaria para el no desarrollo de transformacién celular. Sin
embargo, estos datos deben ser tomados con precaucién, puesto que existen otros muchos
tumores que expresan vimentina.

El gen de 1a vimentina es de copia nica (Quax y cols., 1983; 1984a; 1984b).

La desmina (53 kD) estd también codificada por un gen de copia tnica (Quax y cols.,
1984a y 1984b; Capetanaki y cols., 1984). Su expresién estd practicamente restringida a
células musculares (Debus y cols., 1983) y se inicia en el momento en que las células
miogénicas abandonan el ciclo celular, en un estadfo temprano de la miofibrillogénesis
(Fischman, 1986). Conforme se desarrollan las células musculares la expresién de la
desmina se intensifica, pero su localizacién se restringe a ia parte exterior de los discos Z,
tanto en musculo esquelético como cardiaco. También se puede encontrar en las regiones
de contacto celular y en la zona interfibrilar de las células musculares adultas (Ip, 1988).

La funcién de la desmina no estd clara: Schultheiss y cols. (1991) han observado que
la transfeccién de una versién truncada de la desmina desorganiza por completo la red de
filamentos de vimentina de los mioblastos y las redes de desmina y vimentina de los
miotubos, aunque no parece afectar para nada la formacién y contraccién de las miofibrillas.

La protefna 4cida fibrilar de la gifa (GFAP), de 51 kD, se encuentra presente de
forma abundante en los astrocitos del sistema nervioso central. Los precursores de estos
astrocitos sintetizan vimentina, cambiando a GFAP cerca del nacimiento (Bovolenta y cols.,
1984). La GFAP parece estar implicada en la emisién por los astrocitos de prolongaciones
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citopldsmicas inducidas por contacto con las neuronas (Weinstein y cols.,1991).

La periferina es el vltimo IF del tipo Iil. Se expresa de manera especffica en ciertas
poblaciones de neuronas, principalmente periféricas. Su caracteristica mds peculiar es que,
al menos en ratén, un vnico gen sufre splicing alternativo para resultar en al menos 3
protefnas de 56, 58 y 61 kD (Landon y cols., 1989).

1.2.3. Protefnas de tipo 1V

Este grupo, de expresi6n restringida a neuronas, engloba los tres neurofilamentos:
NF-L (60 kD), NF-M (160 kD) y NF-H (200 kD). Las diferencias de tamaiio son debidas
principalmente a los extremos carboxiterminales. Existe una diferencia temporal en su
expresién durante el desarrollo: NF-L y NF-M comienzan a ser expresados en el feto,
mientras que el NF-H no se expresa de forma apreciable hasta el periodo postnatal (Julien
y cols., 1986). Las tres protefnas participan en la formacién del filamento, aunque el NF-L
es capaz por sf solo de formar un IF. Al parecer, NF-L forma la estructura central, mientras
que los otros dos se encuentran insertados en ella, sobresaliendo los largos extremos
carboxiterminales. Estos extremos, ademds, se encuentran altamente fosforilados (Julien y
Mushynski, 1983), y permiten la interaccién con otras estructuras celulares (Hisanaga y
Hirokawa, 1988). Al parecer, el NE-H estd implicado en la formacién de puentes inter-
filamentosos (Hirokawa y cols., 1984). La sobreexpresién de NF-L en ratones transgénicos
tiene como resultado la acumulacién de esta protefna en diversos tipos celulares (misculo,
rifién), sin aparente efecto. Fn neuronas periféricas, Ja sobreexpresi6n ni siquiera produce
un aumento del calibre del axén (Monteiro y cols., 1990).

En este grupo se suele incluir también la a-internexina (66 kD), llamada asf por su
facilidad para asociarse in vitro con otros filamentos intermedios, concretamente vimentina,
GFAP y NF-L, mientras que no lo hace con NF-H. Esta protefna se expresa en neuronas,
aumentando cuando NF-L disminuye, y viceversa, lo que sugiere que a-internexina y NF-L
tienen funciones diferentes durante el desarrollo (Fliegner y cols., 1990). La estructura de
su gen es similar a la de los neurofilamentos (Ching y Liem, 1991).

1.2.4. Proteinas de tipo V

En este grupo se incluyen las prote{nas del nucleoesqueleto o laminas (Franke, 1987).
Forman parte de la 14mina nuclear, una densa capa proteica inmediatamente subyacente a
la membrana nuclear interna en el nicleo interfdsico. Las laminas parecen estar presentes
en todos los organismos eucariotas (Doring y Stick, 1990). Se pueden clasificar en laminas
de tipo A, dcidas y B, neutras. Las de tipo B aparentan ser de expresion constitutiva,
mientras que las de tipo A tienen una expresion altamente regulada durante el desarrollo y
la diferenciacidon (Nigg, 1989; Rober y cols, 1989). En mitosis, durante ]la metafase, las
laminas son fosforiladas en residuos concretos y se despolimerizan, quedando las laminas
de tipo B asociadas a vesiculas nucleares, mientras que las laminas de tipo A permanecen
en forma soluble (Gerace y Blobel, 1980; Burke y Gerace, 1986). Esta fosforilacién se
realiza en zonas cercanas a la a-hélice y estd mediada, al igual que en la vimentina (Chou
y cols., 1990), por la proteina inductora de mitosis p34*<, que en conjuncién con la ciclina
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B es responsable de la induccién de mitosis (Ward y Kirschner, 1990; Heald y McKeon,
1990; Peter y cols., 1990; Heitlinger y cols., 1991). En mamiferos y aves se han
identificado tres protefnas mayoritarias, llamadas laminas A, B y C (también llamada B, por
pertenecer al tipo B), aunque se sospecha que deben existir mds. En anfibios, se han descrito
al menos cinco, y una o dos en algunos invertebrados (Krohne y Benavente, 1986; Verheijen
y cols., 1988). Sus pesos moleculares son similares (entre 60 y 80 kD), pero pueden diferir
mucho en sus pl. Son proiefnas bastante conservadas en todas las especies animales
estudiadas, y ciertos tipos celulares parecen expresar un patrén especifico de laminas.

Caracteristica diferencial de las laminas con respecto al resto de los IFs es que debido
a una insercion, la o-hélice central tiene una longitud de 360 aa, en vez de los 310
habituales. Por lo demds, la estructura de las protefnas es similar. La diferencia de tamaiio
entre las distintas laminas se debe a los largos extremos C-terminales (McKeon y cols.,
1986; Fisher y cols., 1986). En estos extremos existe una sefial de transporte al niicleo
(Loewinger y McKeon, 1988), que es reconocida por un receptor especffico de la envoltura
nuclear (Worman y cols., 1988 y 1990). También en estos extremos existen cistefnas que
les permiten unirse covalentemente. Una de estas cistefnas se encuentra en una secuencia
CSIM implicada en la unién a membrana, de forma similar a las secuencias CaaX de las
protefnas p21™ (Holtz y cols., 1989) y, al igual que en p21™, esta cistefna es necesaria para
la modificaeidn de ia protafna y unidn a ln membrana (Vorburger y cols,, 1989), Bn loa
extremos N-terminales se encuentra una secuencia consenso de fosforilacién para p34*
(Peter y cols., 1990).

Las laminas B parecen ser responsables de la unién de la ldmina nuclear a la
membrana nuclear interna. Son las primeras en expresarse, y forman la estructura a la que
despues se unen las otras laminas, También constituyen un sitio de unién para el
citoesqueleto citopldsmico de IF (Georgatos y Blobel, 1987; Capco y cols., 1982; Carmo-

Fonseca y cols., 1987), unién que se efectiia probablemente por mediacién de la plectina
(Foisner y cols., 1991).

Al contrario que la B, ia lamina A se une a la cromatina interfasica (Yuan y cols.,
1991) y a los cromosomas metafdsicos (Burke, 1990; Glass y Gerace, 1990), lo que sugiere
una funcién en la organizacién de la cromatina. Diffley y Stillman (1989) han propuesto,
baséndose en una fuerte homologfa de secuencia entre ciertas zonas de las laminas y
determinados factores de transcripcion, que estos dos tipos de protefnas pueden interaccionar
entre sf para actuar sobre el DNA.

1.2.5. Proteinas de tipo VI

En esta familia se encuentra exclusivamente la nestina (Lendahl y cols., 1990),
protefna expresada de forma especifica en células madre (stem) del sistema nervioso central
(neuroectodermo) durante la embriogénesis, donde coexiste con la vimentina. Tras la
diferenciacién terminal, la expresién de la nestina cesa. También se expresa, en bajos
niveles, en el misculo esquelético durante el desarrollo.
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1.2.6. Origen de los Filamentos Intermedios.

Se han identificado en invertebrados algunas protefnas del tipo de los filamentos
intermedios. Los datos de que se dispone en anélidos, nemdtodos y moluscos indican que
en ellos la complejidad es mucho menor, existiendo sélo dos prototipos de IF: uno neuronal
y uno no neuronal. En general, dentro del tipo no neuronal se encuentran dos protefnas (A
y B), capaces de formar homo- o heteropolimeros. En el caracol Helix pomatia estas dos
protefnas se originan a partir de dos mRNAs procedentes de un tnico gen y procesados de
forma diferencial, teniendo el filamento A el extremo carboxiterminal m4s largo que el
filamento B (Weber y cols., 1988).

Los IF de invertebrados tienen dos rasgos en comin con las laminas nucleares y que
no se encuentran en los IF citopldsmicos de vertebrados: El dominio central con 42 aa (6
héptadas) adicionales en la hélice 1B y una zona de alta homologfa de secuencia en el
extremo carboxi-terminal (Weber y cols., 1988, 1989). Igualmente, la estructura de los
intrones del gen de IF no neuronal de Helix pomatia es similar a la de los IF de tipo III
(Dodemont y cols., 1990). A partir de estos datos y otros, se ha propuesto que los IF
derivan de un precursor similar a las laminas, que posteriormente perdié la sefial de
localizacién nuclear (que fue sustituida por un intrén) y el motivo CaaX de unién a
membrana, con lo cual los filamentos resultantes quedaban liberados de la obligacién de
ensamblarse en el nicleo (Dodemont y cols., 1990; Ddring y Stick, 1990). A partir de ahf,
las diferentes protefnas que componen los IF evolucionaron probablemente por combinacién
del dominio central conservado con diferentes dominios carboxiterminales (Doring y Stick,
1990).

En plantas se han encontrado también protefnas similares a IF, pero al parecer no se
distribuyen en filamentos, sino o bien de forma fibrosa, o de forma asociada a los
microtibulos (Goodbody y cols., 1989). Se ha identificado también una protefna similar a
la queratina 8 (Ross y cols., 1991).

1.3. PROTEINAS DEL TIPO I Y II: QUERATINAS.

Las familias I y II comprenden las queratinas, responsables de la formacién de los
IF de células epiteliales. En ocasiones se da este nombre también a los filamentos de
queratinas de escamas y plumas, cuyo nombre correcto es 8-queratinas. Con un tamafio de
3 nm, estas B-queratinas estin compuestas por protefnas de 10-20 kD y representan una
familia de genes eliminada en la evolucién de los mamiferos (Frazer y cols., 1972). Sin
embargo, si se incluyen en este grupo de queratinas epiteliales las diez a-queratinas (cinco
de tipo 1 y cinco de tipo II) caracterfsticas del pelo, expresadas dnicamente en los tricocitos
de los foliculos pilosos, ufias y algunas papilas linguales, y cuyas propiedades son
ligeramente diferentes a las del resto de la familia, particularmente en la existencia de
numerosos residuos de cistefna (Heid y cols., 1986 y 1988a y b).

1.3.1. Expresién y estructura,

~ Lasqueratinas se han encontrado en los citoplasmas de la casi totalidad de las células
epiteliales. En humanos, se han caracterizado por ahora 20 protefnas epiteliales (Moll y
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cols., 1982; Steinert y cols., 1985 y 1988; Moll y cols., 1990).
MW
Las queratinas son Tipo 1 Tipo 1
muy similares en todos los LA
vertebrados, y se pueden , P
dividir en dos grupos segin su Oy e 3 ®}
homologfa de secuencia: las 80 _
de tipo I son en general mds
pequefias  (40-62 kD) y o © ) 1&g e
relativamente dcidas (pI=4.5- e 130
5.5), mientras que las de tipo 50_ © Mo O
11 son mayores (53-67 kD) y : O 14
mas Dbidsicas (pl=5.5-7.5) LT S A ©oea
(Fig. 2). En contraste con
otros tipos de IF, las 40 9
queratinas Son I . ' .
heteropolimeros  obligados 7.4 6:4 5.4 4.9
(Eichner y cols., 1984 y
1986; Hatzfeld y Franke,
1985; Giudice y Fuchs,
1987), es decir, que para la elaboracién de un filamento de queratinas hacen falta cantidades
equimolares de los tipos 1 y 11. La formacién del filamento es un proceso que no requiere
fuentes de energfa ni otros factores. In vitro, bajo determinadas condiciones idnicas, el
filamento se forma espontdneamente (Hatzfeld y Franke, 1985). La figura 3 esquematiza el
ensamblaje del filamento. El primer paso implica la formacién de un dimero de dos
moléculas por interaccién de los dominios centrales o-helicoidales de éstas. En el caso de
las queratinas, los filamentos se forman a partir de heterodimeros compuestos de una
molécula de cada tipo, alineadas en paralelo (Crewther y cols., 1983; Coulombe y Fuchs,
1990; Hatzfeld y Weber, 1990; Steinert, 1990). El tetrAmero se forma a partir de dos
dimeros situados de forma antiparalela (Geisler y cols., 1985), y a partir de aquf los
tetrimeros se asocian para formar los filamentos de 8 nm, que constan de 32 moléculas por
seccidn (Weber y Geisler, 1984; Steinert y cols., 1985; Eichner y cols., 1986). Se ha
propuesto que el filamento comienza a formarse junto a la membrana nuclear, extendiéndose
hacia la periferia celular, aunque los tetrdmeros se pueden unir al filamento en cualquier
parte de éste (Albers y Fuchs, 1989; Miller y cols, 1991; para una revisién sobre el tema
ver Coulombe y Fuchs, 1990 6 Steinert y Liem, 1990).

Fig. 2. Clasificacién de las queratinas segiin su
comportamiento en electroforesis bidimensional.

El IF de 8-11 nm estd compuesto por los dominios centrales entrelazados, mientras
que los extremos amino- y carboxi-terminales sobresalen de él, siendo demasiado pequeifios
para resultar en general visibles en microscopia electrénica (Steinert y Roop, 1988). El
extremo carboxi-terminal no parece estar implicado en la formacidn del filamento, pues la
queratina 19, que carece de €1, es capaz de formar filamentos con normalidad, aunque tal
vez este dominio C-terminal esté implicado en la interaccién con otros componentes
celulares (Bader y cols., 1986, Bader y cols., 1991). Sin embargo, el dominio central,
particularmente la secuencia consenso TYRKLLEGE, y el extremo amino-terminal sf
parecen importantes: su carencia impide la formacion de filamentos, tanto en queratinas
(Albers y Fuchs, 1987 y 1989; Hatzfeld y cols., 1987; Magin y cols., 1987; Coulombe y



11

cols., 1990; McCormick vy YL 7 B
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La utilidad de estas
modificaciones es, en general,
desconocida. Los complejos
formados por las queratinas
son extraordinariamente
resistentes, mucho mds que
los formados por los demds tipos de IF (Franke y cols., 1983; Coulombe y Fuchs, 1990).
Las queratinas son proteinas muy estables, como demuestra el hecho de que, pese a ser
proteinas mayoritarias en las células (hasta un 40% de la protefna total en queratinocitos en
cultivo), la cantidad de mRNA que se puede encontrar ¢s relativamente pequefia (Stellmach
y Fuchs, 1989).

Protofiorillas 4.6nm

Fig. 3. Formacidn del filamento de queratinas de 10 nm a
partir de subunidades de tipo 1y 11, mostrando los niveles
de dimero y tetramero (A) y superiores (B).

La expresion de las queratinas es un proceso altamente regulado. Asf, cada tipo
celular epitelial expresa una combinacién especifica de queratinas, de tal forma que es
posible identificar el origen de una célula epitelial segin el patron de queratinas que presente
(Moll y cols., 1982; Eichner y cols., 1984; Quinlan y cols., 1985). Igualmente, a lo largo
del desarrollo una misma célula puede expresar diversas combinaciones de queratinas
(Franke y cols., 1982). A partir de datos de expresion diferencial, Sun y cols. (1984)
construyeron un modelo en el cual determinados pares de queratinas son especificos de
diferentes rutas o tipos de diferenciacién epitelial. Segiin este modelo cuanto méds complejo
sea un epitelio mayores son los tamanos de los pares de queratinas que expresa
predominantemente, existiendo siempre una diferencia de =8 kD entre la queratina de tipo
1l y la de tipo I (para una relacién del tamafo de cada queratina, véase la fig. 3). Asi, de
menor a mayor tamafo, las queratinas 8 y 18 son caracteristicas de los epitelios simples. Las
queratinas 7 y 17 se encuentran también en epitelios simples, ademas de en ciertas glandulas
derivadas de epidermis. Las siguientes en tamafio, K6 y K16, son tipicas de algunos epitelios
estratificados y de epidermis sometida a hiperproliferacidn. Las K5 y K14 se expresan en
la capa basal de la epidermis, y el par constituido por las queratinas K4 y K13 es
mayoritario en los epitelios estratificados no queratinizados de los érganos internos (como
por ejemplo, lengua y eséfago), mientras que las queratinas K3 y K12 son especificas de
cornea. Finalmente, las queratinas de mayor tamaiio (1, 2, 9 y 10) son tipicas de las capas
suprabasales de epidermis queratinizada (todos estos datos se encuentran detalladamente
expuestos en Moll y cols., 1982, Sun y cols., 1984 y 1985). Se conocen, ademds, algunas
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raras excepciones en las que queratinas tipicas de epitelio simple se expresan en célula.s no
epiteliales, como por ejemplo en células de endotelio microvascular y otras células de origen
mesodérmico (Wu y cols., 1982; Kim y cols, 1987; Patton y cols., 1990).

1.3.2. Funcion.

En cuanto a la funcién de las queratinas, es por ahora en su mayor parte
desconocida. El citoesqueleto de queratinas se extiende desde la membrana nuclear hasta la
plasmitica, donde interacciona con los desmosomas (Denk y cols., 1985; Franke y cols.,
1987), al parecer con la desmoplaquina (Stappenbeck y Green, 1992). Se ha propuesto que
tal distribucién puede tener importancia en la transmisién de informacién entre la membrana
celular y el micleo, con posibles implicaciones en el control de la expresién génica. En este
contexto, recientemente ha sido descubierto que la integrina a8, forma parte del complejo
hemidesmosémico asociado a 1a membrana basal (Stepp y cols., 1990; Jones y cols., 1991)
y es posible por tanto que esté asociada con los IF de queratinas de las células epiteliales.
Las integrinas son receptores trans-membrana que intercambian sefiales entre la matriz
extracelular y el interior celular. Normalmente estdn asociadas al citoesqueleto de actina y
actian recibiendo sefiales externas y traduciéndolas en otras que afectan la organizacién
citoesquelética, forma y motilidad celular. En el sentido contrario, cambios intracelulares
pueden modificar In afinidad de las integrinas por cisrtos ligandos, Quaranta y Joneas (1991)
han revisado la relacion entre integrinas y citoesqueleto de 1F.

La existencia de queratinas en todos los vertebrados estudiados hasta ahora y la
conservacién de sus secuencias entre especies sugiere una importante funcién para estas
protefnas. Del mismo modo, la delicadamente regulada expresion de las queratinas en pares
caracteristicos en cada célula epitelial hace pensar que las diferentes proteinas son
responsables de procesos especificos de cada tipo celular. Sin embargo, los datos de que se
dispone se contradicen con estas suposiciones. In vitro, la combinacién equimolar de
cualesquiera proteinas de tipo 1 y I en las adecuadas condiciones conduce a la formaci6n
de filamentos, incluso entre queratinas de distintas especies, aunque la fuerza de interaccién
varia segtin el par. Este fenémeno ha recibido el nombre de promiscuidad (Hatzfeld y
Franke, 1985). In vivo, la microinyeccién o transfeccion de mRNAs de epidermis en lineas
celulares epiteliales de la misma o distinta especie {(que expresan las queratinas tipicas de
epitelio simple K8 y K18) no parece producir ningtin efecto. Las queratinas epidérmicas se
integran en el citoesqueleto enddgeno y las células crecen con normalidad (Franke y cols.,
1984b; Giudice y Fuchs, 1987). Lo mismo sucede cuando se inyectan estos mRNA en
células no epiteliales (Kreis y cols., 1983). Estos datos sugieren que tal vez Ia funcién de

las queratinas deba ejercerse al nivel del organismo completo, 0 al menos en un nivel
superior al celular,

Para determinar la funcién de las queratinas, se han realizado algunos experimentos
en los que se han eliminado o sustituido los genes de ciertas queratinas en un organismo.
La sobreexpresion de formas mutadas de la K18 de ratén en células de carcinoma embrional
(EC) impide la aparicion del endodermo visceral, comprometiendo el desarrollo del cuerpo
embrionario (Trevor, 1990). Sin embargo, la eliminacién de ambos alelos de la K8 en
células stern (ES) de ratén no tiene ninguna consecuencia y permite la normal formacién de
la capa del endodermo visceral y la formacién del cuerpo embrionario (Baribault y Oshima,
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1991), aunque la eliminacién de ambos alelos de la K8 en ratones transgénicos es letal en
un momento cercano a la implatacién (Baribault y Oshima, no publicado), lo que podrfa
indicar que la funcién de las queratinas se lleva a cabo a partir de un cierto estado de
desarrollo, siendo tal vez prescindibles en estadfos embrionarios més tempranos.

Sin embargo, la utilidad del citoesqueleto de filamentos intermedios estd fuera de
toda duda: muy recientemente se han establecido las primeras relaciones entre queratinas
mutantes y enfermedad: ratones transgénicos que expresan diversas formas truncadas de la
queratina K14 tienen el citoesqueleto de IF de la capa basal de la epidermis perturbado en
diversos grados y poseen fenotipos similares a los de varias formas del conjunto de
patologfas denominadas epidermolisis ampollosa simple, EBS (Vassar y cols., 1991;
Coulombe y cols., 1991b). Estudios genéticos han demostrado que mutaciones en diversos
residuos de la K5 y K14 son la causa de casos hereditarios de EBS (Bonifas y cols., 1991;
Lane y cols., 1992). Una de estas mutaciones se da en la secuencia TYRKLLEGE del final
de la a-hélice, conservada en todas las queratinas (Lane y cols., 1992). Igualmente, se ha
detectado que una cierta forma de la EBS se debe a mutaciones puntuales que afectan a un
determinado aminodcido de la primera parte de la alfa-hélice de la K14 (Coulombe y cols.,
1991a). Este residuo (Arg-125) estd altamente conservado no sélo en las queratinas, sino en
todos los IF. Mutaciones en este aminoédcido en Ja lamina A afectan seriamente a la
formacidn de la 1dmina nuclear (Heald y McKeon, 1990).

Estos datos sugieren que las queratinas estdn directamente implicadas en la resistencia
mecdnica de la epidermis. Los individuos afectados por distintas formas de EBS tienen una
piel macroscépicamente normal, aunque su citoesqueleto de queratinas esté desorganizado
en la capa basal y la forma de estas células sea distinta. El fenotipo de la EBS, causado por
la lisis de las células afectadas, sélo se manifiesta de forma post-traumética (Coulombe y
cols., 1991b}, lo que indicarfa que las células que poseen queratinas defectuosas son capaces
de subsistir de forma satisfactoria en condiciones de ausencia de estrés, sin descartar que
otras mutaciones mds fuertes sean letales.

1.3.3. Expresién de queratinas en epidermis. La queratina K6.

La epidermis es un epitelio estratificado escamoso que consta de varias capas
celulares, de las cuales sélo la capa basal tiene capacidad para proliferar. Se desconocen las
causas que hacen que las c€lulas de esta capa cesen de dividirse y comiencen a diferenciarse
terminalmente, sufriendo una serie de cambios morfoldgicos y bioqufmicos que culminan
en su transformacion ei escamas planas sin nicleo, que se desprenden de la superficie y son
continuamente reemplazadas por nuevas células basales en proceso de diferenciacién.

Las células basales de 1a epidermis se encuentran en un equilibrio entre crecimiento
y diferenciacién. Se conocen una serie de factores que estén implicados en uno u otro. Entre
los que estimulan el crecimiento (y por tanto impiden la diferenciacién) se encuentran el
EGF, el TGF-a, el 4cido retinoico a concentraciones bajas, las interleukinas IL-6 yIL-la
y el factor de crecimiento de queratinocitos (revisado en Fuchs, 1990). Entre las sustancias
Que permiten la diferenciacién (es decir, las que inhiben el crecimiento o proliferacién) se
encuentran los TGF-8 (Bascom y cols., 1989). Estos TGF-8 son inducidos en piel tratada
con TPA (Akhurst y cols., 1988) o calcio (Glick y cols., 1990), conocidos inductores de
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queratinizaci6n epidérmica. Curiosamente el TPA también induce la expresién de TGF-a
(Pittelkow y cols., 1989), lo que explica €l hecho de que el TPA sea capaz de promover el
crecimiento e inducir diferenciacién simult4neamente en epidermis.

Las células basales presentan un citoesqueleto de IF formado por s6lo dos queratinas:
K5 y K14, en relacién 1:1 (Nelson y Sun, 1983; Moll y cols., 1982). Conforme l?s
queratinocitos van pasando a las capas superiores (estrato espinoso), estas células, sin
capacidad de sufrir mitosis pero metabélicamente activas, cesan en la expresion de K5 yK14
y comienzan a producir grandes cantidades de K1 y K10, a lo cual dedican la mayor parte
de la maquinaria traduccional (Fuchs y Green, 1980; Tyner y Fuchs, 1986). Ademds,
producen otras protefnas, como la involucrina (Eckert y Green, 1986). La capa granular es
la inmediatamente superior. En esta capa ya no se sintetizan queratinas, sino otras
moléculas, como la transglutaminasa epidérmica, responsable de la comificacién, sus
sustratos involucrina y loricrina (Mehrel y cols., 1990), y la filagrina, que interacciona con
los IF para producir macrofibrillas (Dale y cols., 1978; Rice y Green, 1979). Las estructuras
fibrilares resultantes son altamente resistentes y capaces de soportar la degradacién
enzimdtica que tiene lugar al pasar al estrato corneo, donde las queratinas son fuertemente
modificadas (sobre todo 1a K1) y el resto del contenido celular destruido, resultando una

armadura cérnea que protege al cuerpo del medio externo (Bowden y cols., 1984; Roop y
cols., 1984; Steinert, 1988).

En epidermis sometida a cicatrizacién o afectada por diversas enfermedades asociadas
con hiperproliferacién (incluyendo neoplasias), aparece un nuevo par de queratinas: K6 y
K16 (Moll y cols., 1982; Weiss y cols. 1984; Mansbridge y Knapp, 1987). En rat6n no
parece haber K16, ocupando la K17 su lugar (Schweizer, 1992). Estas queratinas aparecen
también de forma natural en 4reas hiperproliferativas de la epidermis, como la planta del
pie, donde se coexpresan con la K9 (Knapp y cols., 1986), y en la vaina radicular externa
de los foliculos pilosos (Moll y cols., 1982; Rentrop y cols., 1986; Stark y cols., 1987). En
vaca, se expresan en la almohadilla de la pata y en el hocico (Schiller y cols., 1982;
Blessing y cols., 1987). Al igual que la K1 y K10, se expresan en las capas suprabasales de
la piel (Fisher y cols., 1987; Knapp y cols., 1987). Ademds de esta expresién inducible en
epidermis, estas queratinas se expresan de forma constitutiva en otros epitelios estratificados,
como son eséfago, lengua y epitelio anal (Moll y cols., 1982).

La K6 y K16 son inducibles in vive: miltiples estimulos, como el tratamiento con
TPA, 4cido retinoico o la simple cicatrizacion provocan la expresién de estas queratinas
(Tyner y Fuchs, 1986; Roop y cols., 1991).

Las queratinas K6 y KI16/17 son caracteristicas, ademis de epidermis
hiperproliferativas, de células epidérmicas cultivadas (Weiss y cols., 1984). En general, una
célula epidérmica en cultivo in vitro presenta las queratinas K5, K14 (caracterfsticas de la
capa basal proliferativa), K6 y K16/17. Estas queratinas K6 y K16/17 se expresan en todas
las lineas epidérmicas en cultivo, y en algunas epiteliales no epidérmicas (como la linea
derivada de epitelio de gldndula mamaria bovina BMGE+H, Schmid y cols., 1983). Estas
queratinas parecen sintetizarse en células epidérmicas in vitro también en las capas
suprabasales (Kopan y Fuchs, 1989). Estos datos se ven apoyados por el hecho de que
cultivos mantenidos en baja concentracién de calcio (condiciones que favorecen la
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proliferacién, mejor que la diferenciacién) incrementan espectacularmente la expresién de
K6 y K16/17 al ser pasados a alto calcio, en donde se favorece la diferenciacién (Hennings
y cols., 1980; Yuspa y cols,, 1989), La K6 se encuentra casi exclusivamente en las células
diferenciadas, equivalentes a las suprabasales (Sutter y cols., 1991). La induccién de estas
queratinas es muy rdpida, del orden de unas horas tras el estfmulo (Tyner y Fuchs, 1986).

1.3.4. Genes

La estructura de los genes de los IF, representada en la figura 4, es bastante similar
en todos los IF. Salvo en el caso de los neurofilamentos y o-internexina, cuyos intrones
poseen una localizacién tnica (Monteiro y Cleveland, 1989; Ching y Liem, 1991), en los
demds genes el niimero y la posicién de los intrones estdn mds o menos conservados (sobre
todo en la zona de la hélice-a), variando Unicamente su tamafio (Lehnert y cols., 1984). Los
intrones se suelen localizar en los puntos en que se interrumpe la secuencia de hélice-a:
fronteras de los dominios estructurales y espaciadores (Lehnert y cols., 1984; Rieger y cols.,
1985). En las queratinas de tipo II (bdsicas) hay 8 intrones, y siete en las 4cidas de tipo I,
mds pequenas. Es de destacar que el primero de estos intrones es especifico de las dos
subfamilias de queratinas, no ddndose en ningtin otro tipo de IF (Bader y cols.,1986;
Dodemont y cols., 1990; Krauss y Franke, 1990).

cabeza 1a ih 2
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Fig. 4. Estructura de los genes de los IF, indicando la posicién de los intrones. La
caja rayada en el segmento 1b indica las seis hépradas extras tipicas de laminas e

invertebrados. Los tridngulos rellenos indican los intrones derivados de los IF de
invertebrados.

Las secuencias de los genes de queratinas, al igual que los demds IF, estdn
extraordinariamente conservadas entre diferentes especies, habiendo aproximadamente un
90% de homologfa entre genes equivalentes en el dominio centra! (Stasiak y cols., 1989;
Sémat y cols., 1988). Sin embargo, debido a que cada especie posee tejidos de distintas
caracteristicas, hay excepciones a esta norma. Asf, aunque las queratinas humanas y bovinas
estdn altamente conservadas (Schiller y cols., 1982), existen algunas diferencias, siendo una
de ellas la existencia de queratinas especfficas bovinas, sin contrapartida en humanos, como
por ejemplo la Kla, expresada en el hocico de la vaca, que es diferente a 1a K1 humana.
Estas diferencias han sido revisadas por Cooper y Sun (1986).
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Los genes de las queratinas parecen hallarse ligados en grupos. En todos los casos
conocidos hasta ahora los genes ligados pertenecen al mismo tipo y por ahora no hay
pruebas fehacientes de que este agrupamiento esté relacionado de algiin modo con la
expresién especifica de las queratinas, por lo que probablemente sea solamente el resultado
de numerosas duplicaciones ocurridas en la historia evolutiva de las queratinas. En general,
en humanos los genes de las queratinas de tipo II (K1 y K4) se encuentran en el cromosoma
12 y los de tipo I (K10, K14, K15, K16 y K19) en ambos brazos del cromosoma 17, (para
un resumen ver Waseem y cols., 1990a y b). En este cromosoma 17 se han identificado dos
ctimulos de genes. Uno de ellos contiene 3 genes para Ja K14, de los cuales s6lo uno es
activo, y el otro dos genes para la K16, que pese a ser altamente homélogos (94 %) sélo uno
de ellos es funcional (RayChaudhury y cols., 1986; Rosenberg y cols., 1988).
Interesantemente, K16 es 1a queratina que se coexpresa con K6 en estados hiperproliferativos
(Weiss y cols., 1984).

Los genes de queratinas también parecen encontrarse agrupados en otros mamiferos:
en oveja se han encontrado dos ciimulos separados, uno de queratinas del tipo I y otro del
tipo I1. Dentro de cada ciimulo, la orientacién de los genes varia (Powell y cols., 1986). En
ratén y en vaca también se han identificado dos grupos. En bovinos, una de estas
agrupaciones incluye los genes de la K6* y K5 (Blessing y cols., 1987).

Al parecer, la mayoria de las queratinas estdn codificadas por un tinico gen, con
algunas excepciones. Para la K6 se han descrito dos genes diferentes, tanto en humanos
(Tyner y cols., 1985) como en vaca (Jorcano y cols., 1984a; Blessing y cols., 1987). Estos
dos genes son, dentro de cada especie, pricticamente idénticos en las zonas secuenciadas.
En el caso de la K5 dos grupos independientes han aislado genes para esta queratina que
difieren ligeramente entre ellos (Eckert y Rorke, 1988; Lersch y cols., 1989}, lo cual junto
con otras pruebas de comportamiento electroforético sugiere que se trata de dos alelos
codominantes (Wild y Mischke, 1986). Algo similar parece suceder en el caso de la K10
(Rieger y Franke, 1988; Zhou y cols., 1988).

No es rara la presencia de genes inactivos o pseudogenes: Savtchenko y cols. (1990)
afirman que se pueden encontrar varias duplicaciones inactivas de cimulos de genes de
queratinas. Se conoce también pseudogenes para la queratina K8, tanto humana como su
equivalente murino (Vasseur y cols., 1985; Waseem y cols., 1990a). La K18, expresada en
epitelios simples y determinados estadfos embrionarios, también tiene varias copias: 5 en
ratén y 20 en humanos (Trevor y Oshima, 1985). Al igual que en humanos, todos los
primates estudiados hasta ahora tienen un alto nimero de copias para este gen, mientras que
los demds animales sélo tienen unas pocas (Oshima y cols., 1988), lo cual sugiere que la
duplicacion de este gen en un paso temprano de la evolucion de los primates. Sin embargo,
sélo uno de estos genes se expresa, tanto en raton (Oshima y cols., 1988) como en humanos
(Kulesh y Oshima, 1988), siendo los demds pseudogenes.

El hecho de que la queratina K18 se encuentre situada junto con la K8 en el
cromosoma 12 humano, al contrario de las demds queratinas de tipo I (Waseem y cols.,
1990a y b) y el que estas queratinas tipicas de epitelio simple sean las primeras que se
expresen en la embriogénesis (Jackson y cols., 1980) sugiere que de ellas se derivaron las
demés queratinas. Esta hipdtesis es corroborada por el andlisis de su secuencia
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(Blumemberg, 1988) y la diferente regulacién de su expresién (ver mds adelante).
1.3.5. Expresidn de los genes de queratinas.

Las aproximadamente 20 queratinas existentes en los mamfferos se expresan de forma
diferencial en los epitelios corporales. Esta expresi6n especifica, al igual que la necesidad
de coexpresién de queratinas de ambos tipos, sugiere unos delicados mecanismos de
regulacién y convierte a este sistema en un atractivo modelo para estudiar la regulacién de
la transcripcidn.

La mayoria de los datos referentes a la expresion de los genes de los IF sugiere que
ésta se regula a nivel transcripcional, aunque algunos autores han informado de que la
regulacién puede ocurrir al nivel de la traduccién (Winter y Schweizer, 1983; Tyner y
Fuchs, 1986). Sin embargo, los datos de estos autores no parecen concordar con los
publicados por otros grupos. Particularmente, en uno de ellos (Tyner y Fuchs, 1986), se
sugiere que el gen de la K6 humana se expresa de forma constitutiva en epidermis normal,
pero sélo se traduce en respuesta a un estimulo hiperproliferativo, como por ejemplo una
hertda. En ratén, al menos, no se ha encontrado nada parecido (Steinert y Roop, 1988).

Se conocen las secuencias de DNA de las zonas en 5’ de algunos genes de IF,
bastantes de ellos queratinas. Sin embargo, no se conoce aiin de forma general cuales son
los diversos factores de transcripcion implicados en la expresion de estos genes, ni si existen
factores especificos para cada queratina o por el contrario cada gueratina precisa de una
diferente combinacién de factores de transcripcién para ser expresada, Se sabe que varios
de estos genes son afectados por diversos estfmulos ambientales (una herida induce la
expresion de las queratinas K6 y K16 en la zona afectada). Igualmente se conoce que 4cido
retinoico, calcio y sustancias promotoras tumorales pueden regular la expresion de algunos
genes. Sin embargo, alin se desconoce como actiian estas sustancias sobre los promotores
de los genes. En los dltimos afios se ha comenzado a estudiar con mayor o menor
profundidad un cierto nimero de promotores de genes de queratinas y otros IF.

Zopf y cols. (1990) secuenciaron 1 kb del promotor del gen del NF-L de pollo y
encontraron cuatro secuencias de unién al factor SP1, aunque esta unién no ha sido
demostrada. Jgualmente acotaron por ensayos de CAT un fragmento de 140 pb responsable
de la induccién tardfa por NGF. Nakahira y cols. (1990) han acotado un fragmento de 300
pb con actividad promotora en el gen del Ni-L murino y han encontrado homologfa con la
secuencia de reconocimiento para el factor de transcripcion AP-2, si bien sospechan que el
grado de metilacion del promotor determina su funcionalidad.

Besnard y cols. (1991) han identificado por en el promotor del GFAP tres regiones
capaces de dirigir la expresién especifica de un gen heter6logo. En esas tres regiones se

pueden encontrar por footprinting secuencias de reconocimiento para AP-1, AP-2, NF-1 y
una secuencia consenso GCCGCNNCCCAG.

En el gen de la vimentina humana se ha identificado por CAT un enhancer en -700
que posee dos sitios AP-1 en tdndem, responsables de la induccién por suero y TPA
(Rittling y cols., 1989). Al parecer estos sitios no son necesariamente activados por la unién
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del complejo jun/fos, sino que también pueden ser estimulados por la unién de qtras
protefnas por ahora desconocidas. Tgualmente identificaron otra regi6n activadora proximal
en -30 y dos regiones inhibidoras en -800 y -300. Sax y cols. {1988) encontraron que en la
regi6n proximal del promotor existen cinco secuencias GC, que se unen al factor SP1 y son
responsables de la expresién basal del gen. Farrell y cols. (1950) han caracterizado.una
regiéon inhibidora entre los dos enhancers. Este elemento, de 40 pb, funciona
independientemente de su posicién y orientacién, y su capacidad represora se incrementa
seglin el nimero de copias. Esta regi6n presenta homologia de secuencia con otros
silenciadores, como el del gen de la lisozima de pollo (Baniahmad y cols., 1987), y une una
proteina de 95 kD.

Se han identificado en los genes de las queratinas algunas zonas reguladoras capaces
de dirigir correctamente la expresién en ratones transgénicos: es el caso de los promotores
de las queratinas K1 (Rosenthal y cols., 1991), K10 (Bailleul y cols., 1990), K14 (Vassar
y cols., 1991; Coulombe y cols, 1991), K18 (Abe y Oshima, 1990) y K19 (Bader y Franke,
1990). En el caso de 1a queratina murina K18 parece ser que un fragmento de promotor de
10 kb Ileva toda la informacién necesaria para la correcta expresién del gen, siendo
independiente del lugar del genoma donde se incorpore, lo que sugiere la existencia de
elementos controladores del locus (Oshima, 1992). Sin embargo, cuando este mismo gen es

tranefeetadi, ae sxpiteen e farme ne segeeifive (Rilesh y Oxliimi 19RRY: Putn AHPTATIAN
K18 (o endo B) parece ser regulada de dos formas diferentes: 1) En las células somdticas

en las que no se expresa esta protefna, el promotor se encuentra permanentemente inactivado
por metilacién. En ambos genes murino y humano se ha encontrado cerca del inicio de Ja
transcripcién una secuencia HTF, implicada en la regulacién por metilacién de genes
constitutivos (Bird, 1986). 2) En células de carcinoma embrionario (que expresan K8 y K18
en respuesta a la induccién con RA) el promotor no estd metilado, pero aln asi no se
expresa el gen, lo que sugiere que debe existir algiin factor de transcripcién especifico que
o bien active o bien inhiba la expresién del gen, como sucede en la K8 murina, o endo A
(Crémisi y Duprey, 1987). En la versién humana de la K18 se ha encontrado en el primer
intrén una secuencia de 47 pb (que también se encuentra en el gen murino) que contiene un
sitio AP-1 que se ha definido como enhancer, aunque su actividad parece variar segin
promotor, posicién y orientacién. Aunque esta secuencia es imprescindible, no es suficiente
para conferir actividad enhancer, haciendo falta otros elementos del intrén. Este enhancer
es débilmente activado por c-jun o c-jun+c-fos, y mds fuertemente activado por c-fos
{Oshima y cols., 1990). La K8, coexpresada con la K18, no parece tener ningtin enhancer
en el primer intrén, pero ha sido demostrado un enhancer en 3’ del gen. Este enhancer
posee seis repeticiones homdlogas al motivo PEA3 del enhancer o del virus del polioma,
(equivalente al motivo AP-1) y no es funcional en células de carcinoma embrional (tratadas
o no con RA), aunque si en células diferenciadas que expresan K8 de forma constitutiva
(Takemoto y cols., 1991). Este gen, al igual que el de 1a K18, tiene una zona en 5° que se
encuentra fuertemente metilada en aquellas lineas celulares en que no se expresa (Tamai y
cols., 1991). La regulacién de estos dos genes parece ser, pues, diferente a la del resto de
las queratinas (aunque la K13 también se regula por metilacién, Winter y cols., 1990), y
parece estar fuertemente regulada por el grado de metilacién de los genes, como se puede
inferir del hecho de que varias lineas celulares de diversos origenes expresan este par de
queratinas tras tratamiento con 5-azacitidina, e igualmente son muy frecuentes en multitud
de lineas transformadas, epiteliales o no (Franke y cols., 1989; Knapp y Franke, 1989).
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Parece ser, pues, que la regulaci6n de las queratinas K8 y K18 se efectiia de una forma mds
relajada, en contraste con la estricta regulacién encontrada en otras queratinas.

En el caso de la K14, Jiang y cols. (1990) encontraron que las primeras 300 bases
del promotor tenfan actividad promotora sobre un gen heterdlogo en varios tipos celulares
de origen epitelial, pero no en fibroblastos. Estos resultados son discutibles, puesto que
utilizaron el promotor de un pseudogen, y chocan con los resuitados de Vassar y cols.
(1989), que encontraron que fragmentos del promotor de la K14 que abarcaban desde los
94 hasta los 2300 primeros nucledtidos dirigfan expresién inespecifica al ser transfectados
en células epidérmicas, epiteliales y fibroblastos. Sin embargo, en ratones transgénicos la
expresién era correcta.

Recientemente dos grupos han identificado de forma independiente el primer factor
de transcripciéon que afecta a la expresion de las queratinas. Jonas y cols. (1989)
identificaron en el gen de la queratina XK81Al de Xenopus, una queratina epidérmica
expresada en las etapas tempranas del desarrollo de Xenopus, concretamente en el ectodermo
en las dltimas etapas de bl4stula (Jonas y cols., 1985; Winkles y cols., 1985) una secuencia
de 460 pb suficiente para su regulacién. Esta secuencia contenfa una zona con supuestos
elementos negativos y otra con elementos positivos. Snape y cols. (1990) han demostrado

que en este fragmento contiene un sitio capaz de unir una protefna que elios llamaron KTF-
1. Este sitlo es un palindromo imperfecto ACCCTGAGGCT y su eliminacién disminuye 8

veces la expresion del gen de la queratina XK81A1, quedando sin embargo una actividad
residual. Sin embargo, aunque s6lo existe un sitio KTF-1 en el promotor de esta queratina,
son necesarios dos para conferir actividad a un promotor heterélogo. Igualmente, no confiere
especificidad epitelial, aunque la protefna KTF-1 era especialmente abundante en epidermis,
sugiriendo que no se trata de un enhancer especifico, sino sélo de un activador
transcripcional general. Finalmente, Snape y cols. (1991) han demostrado que KTF-1 tiene
las mismas propiedades que el factor de transcripcién XAP-2, correspondiente al AP-2 de
mamiferos. Sin embargo, la identidad no es total: la movilidad del complejo DNA-protefna
es menor para XAP-2 que para KTF-1, y anticuerpos contra XAP-2 no reconocen a KTF-1
con la misma eficacia. Estas diferencias pueden ser debidas a modificaciones post-
transcripcionales o a splicing alternativo.

igualmente, leask y cols. (1990) han encontrado en la queratina humana K14
(expresada en las células basales de la epidermis) un dominio regulador proximal necesario
para la activacion del gen, pero que necesita la presencia de otro dominio distal. El dominio
proximal contiene una secuencia GCCTGCAGGC necesaria para la actividad enhancer que
es capaz de unir un factor de transcripcién, que ellos llamaron KER-1. Aunque esta
secuencia es ligeramente diferente de la que ha sido descrita como consenso para el factor
de transcripcién AP-2 (CCCCAGGC, Williams y cols., 1988), ha sido demostrado que
KER-1 es en realidad AP-2 (Leask y cols., 1991).
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1.4. OBJETIVOS

La expresion de las queratinas es un fendmeno extraordinariamente bien regulado.
Como se ha visto, estd limitada a epitelios dnicamente, y dentro de éstos, cada tipo celular
expresa una distinta combinacién de queratinas, de tal forma que en epitelios estratificados
las queratinas son diferentes en las diferentes capas. Ademds, las queratinas se coexpresan
en parejas formadas por una molécula dcida y otra bdsica. Los pares de queratinas son
determinados, de tal forma que, por ejemplo, la queratina 8 siempre se coexpresa con la
K18 (6 K19), la K14 siempre se coexpresa con la K8§, etc. Por si fuera poco, el patron de
expresién de las queratinas también varia con el desarrollo del animal. Estas peculiares
caracteristicas convierten a las queratinas en un modelo extraordinariamente interesante para
el estudio de los mecanismos que regulan la expresion génica. Sin embargo, pese al gran
niimero de datos publicados sobre la estructura y expresion de las queratinas, se desconoce
practicamente todo sobre de qué manera se lleva a cabo la regulacion de su expresién. A
primera vista, se podria esperar que estuviesen implicados en la regulacién de la expresion
de estos genes factores de transcripcién que se encontrasen especificamente en epitelios,
junto con otros caracteristicos de cada tipo celular epitelial, que serfan los responsables de
la expresién diferencial de estos genes.

El objetivo final de esta tesis fue profundizar en el conocimiento de los mecanismos
moleculares implicados en la regulacién de la expresion de los genes de las queratinas.

El modelo que elegimos fue el estudio de la regulacidn de la expresion de la BK6.
Esta queratina presenta un patrén de expresion peculiar: se expresa de forma natural en
algunos epitelios estratificados, como eséfago, lengua y exocérvix. En vaca, también se
expresa en hocico. Ademas, se puede encontrar en las dreas de la piel que estdn sometidas
a hiperproliferacidn, como la planta del pie. Igualmente, se expresa intensamente en las
zonas de la epidermis en proceso de cicatrizacidn y es inducible por gran cantidad de
estimulos quimicos y mecdnicos. La facil inducibilidad de esta queratina y su doble vertiente
de expresion constitutiva e inducible la convierten en un atractivo candidato para el estudio
de la regulacién de su expresidn génica.

La K6 se expresa, ademds en células de origen epidérmico cuando son cultivadas in
vitro. Sin embargo, en otras células epiteliales no se expresa, salvo en el caso de las células
BMGE+H, linea celular epitelial procedente de un cultivo primario de glindula mamaria
bovina que, seleccionada y mantenida en medio con hormonas, produce elevadas cantidades
de esta queratina, mientras que su equivalente seleccionada y mantenida en medio normal,
BMGE-H, no lo hace. Se escogié pues la linea BMGE+H para realizar este trabajo, pues
es, hasta donde nuestro conocimiento llega, la vinica linea cultivada de origen bovino capaz
de expresar esta queratina.

Es conocido que tanto para humanos como para bovinos existen dos genes distintos
que codifican dos proteinas semejantes que corresponden a la denominada queratina 6. Estas
dos proteinas reciben, en el caso de la vaca, los nombres de BK6 y BK6*. Como primer
objetivo, nos propusimos el aislamiento e identificacién de los elementos reguladores del gen
de la BK6, con objeto de compararlos con los del gen de la BK6*. El hallazgo temprano de
un gen para otra forma de la queratina 6 (llamado BK6c) trasladé estos mismos objetivos
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a la nueva proteina.

Asf pues, este primer objetivo quedd redefinido como caracterizacién del gen de la
queratina BK6c, y determinacién de las zonas de secuencia en 5’ responsables de su
expresion,

Como segundo objetivo, y puesto que disponfamos de un clon conteniendo el gen de
la queratina BK6*, en el que se ha identificado un enhancer capaz de conferir expresién
especifica (Blessing y cols., 1989), nos propusimos dilucidar cudles eran los elementos de
este enhancer responsables de la expresidn del gen.

Para ello, se establecieron tres etapas, u objetivos parciales:

1. Determinacién mediante experimentos de retardo en gel de las regiones del
enhancer capaces de unir protefnas nucleares.

2. Utilizacién de técnicas de footprinting para determinar las secuencias de DNA
responsables de la unién a estas protefnas.

3. Caracterizacién de la importancia relativa de estas dreas reguladoras, mediante
ensayos de CAT.

Cuando se comenzé este estudio existfa un absoluto desconocimiento sobre qué
factores de transcripcidn podrian estar implicados en la regulacion de la expresién de las
queratinas. Desde entonces ha aparecido en la literatura una pequefia cantidad de datos al

respecto referidos a otras queratinas. Estos datos no se contradicen con los obtenidos en este
trabajo.



2. MIETOIDOS
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2.1. MATERIAL BIOLOGICO

2.1.1. Células.

Las lineas celulares eucaridticas empleadas han sido:

-BMGE+H, células de epitelio de gldndula mamaria bovina crecidas en presencia
de insulina, hidrocortisona y prolactina (Schmid y cols., 1983).

-AT-5, queratinocitos de ratén procedentes de la linea MCI3D transformada con Ha-
ras. Facilitadas por A. Balmain (Beatson Institute, Glasgow).

-MDBK, células de epitelio renal bovino (ATCC CCL22).

-3T3, fibroblastos embrionarios de ratén (ATCC CCL92).

-Hela, células epiteliales humanas derivadas de un carcinoma cervical (ATCC
CCL2).

-PB, células epidérmicas de rat6n, derivadas de papilomas. Facilitadas por S. Yuspa
(NIH, Bethesda, Maryland).

Se utilizaron las siguientes cepas de E. coli:
-HB10Q1, IM109, Q358, L.LE392, DH5«, XL-Blue (Stratagene).

Los siguientes bacteriéfagos fueron usados:
-M13mpl8 y 19 (Yanish-Perron y cols., 1985).
-AEMBLS3 y 4 (Frischauf y cols., 1983).

2.1.2 Vectores.

En los diversos clonajes se utilizaron los siguientes vectores:
-pUCS, puUCY, pUCI18 y pUCI19 (Yanish-Perron y cols., 1985).
-pGEMI (Promega).

-pTZ18R y pTZI19R (Pharmacia).

-pBluescript (Stratagene).

-pPolylIl (facilitado por M. A. Vidal, CIB, Madrid).
-M13mp18, M13mp19 (Yanish-Perron y cois., 1985).
-pBLCAT2, pBLCAT3 (Luckow y Schiitz, 1987).

2.2, MEDIOS DE CULTIVO Y MANTENIMIENTO.

2.2.1. Células eucariotas.

Los medios utilizados fueron: medio de Eagle suplementado por Dulbecco (DMEM),
obtenido de Flow y suplementado con 10 ml giutamina y 3 g NaHCO, por litro de medio;
medio esencial minimo (MEM, Flow), suplementado con 10 ml de aminoédcidos no
esenciales y 0.85 g NaHCO, por litro de medio; medio HAM’s (Flow), suplementado con
aminoécidos no esenciales.

- Las células BMGE+H se crecieron en DMEM suplementado con un 20% de suero
fetal bovino (FBS), con adicién de insulina, hidrocortisona y prolactina (1 xg/ml de cada).

- Las células AT5 se mantuvieron en medio HAM’s con un 10% de FBS.

- Las células MDBK se mantuvieron en medio MEM + 10% FBS.

- Las células Hel.a se mantuvieron en DMEM + 10% FRBS.

- Las células 3T3 se mantuvieron en DMEM + 10% FBS,

- Las células PB se mantuvieron en medio MEM con un 8% de FBS.
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Todas las células se crecieron en placas Nunc a 37°C en atmosfera de CO, al 5% y
98% de humedad, segiin se describe en Hershey (1987). Para subcultivarlas, se despegaron
con tripsina. '

Se almacenaron congeladas en N, en criotubos Nunc, en suero fetal bovino con 10%
glicerol.

2.2.1.1 Soluciones y reactivos.
-PBS: 137 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 2.5 mM Na,HPO,, 1 mM K,HPO, pH 7.2.
-Tripsina: 0.125% Tripsina, 0.02% EDTA, 0.05% glucosa y 0.001% rojo fenol en
PBS.

2.2.2 Bacterias.

Todas las cepas bacterianas se crecieron en medio lfquido LB (triptona 10 g/l,
extracto de levadura S g/l, NaCl 10 g/l), con fuerte agitacién, a 37°C. Se mantuvieron en
placas de Petri con LB + 2% de agar, salvo la cepa JM109 que se mantuvo en placas de
medio minimo (Sambrook y cols., 1989). El medio selectivo para la presencia de pldsmido
se prepar6 afiadiendo ampicilina a una concentracién de 100 pg/ml.

Las bacterias se conservaron congeladas a -80°C en medio de cultivo con 15% de
glicerol.

Las células competentes se prepararon segiin Sambrook y cols. (1989).

2.2.3 Bacteridfagos.

Las infecciones con el fago M13 se realizaron a alta multiplicidad, afiadiendo 10* ufp
a 100 pl de cultivo exponencial de E. coli IM109 y 3 ml de agar blando y vertiendo sobre
placas de LB.

En el caso del bacteriofago A, las infecciones a alta o baja multiplicidad se hicieron
a 37°C en LB suplementado con 10 mM de Mg, en bacterias E. coli Q358 6 LE392.

2.3. SOLUCIONES BASICAS PARA METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

-TE: 10 mM Tris-HCI pH 7.5 6 8, 1 mM EDTA.

-TAE: 40 mM Tris-acetato, i mM EDTA.

-TBE: 45 mM Tris-borato, ]| mM EDTA.

-SS8C: 15 mM citrato sédico, 150 mM NaCl.

-100 X Denhardt’s: 2% Ficoll, 2% polivinilpirrolidona, 2% BSA.

-SM: 50 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCli, 10 mM SO,Mg, 0.1% gelatina.

2.4. AMPLIFICACION DE LA GENOTECA.

Se utilizé una genoteca de DNA total de timo de ternera digerido con Sau3A y
clonado en el sitio BamHI del vector AEMBL-3, realizada por Ruppert y cols. (1984). Esta
genoteca, de un tamafio medio de clon de 15 kb, tenfa un titulo de 4-10° ufp/ml. Su
amplificacién se realizé en dos pasos. En cada uno de ellos se mezclaron unas 2-10° ufp con
bacterias de la cepa LE392 y se vertieron con agar blando en varias placas de 22 X 22, Se
incubd a 37°C durante 8 h. y se mantuvo durante toda la noche a 4°C cubierto con SM., Se
recogid el liquido y afiadié 1% de cloroformo. Se eliminaron los restos celulares por
centrifugacidn y se determiné el titulo de la genoteca amplificada.
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2.5. ANALISIS DE LA GENOTECA.

La biisqueda en la genoteca se realizé esencialmente por el método de Benton y
Davies (1977}, con membranas Biodyne.

2.6. EXTRACCION Y PREPARACION DE DNA PLASMIDICO.

Las purificaciones de DNA plasmidico o de M13 a partir de cultivos bacterianos se
hicieron por el método de la lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979). Segiin el volumen de
cultivo se utilizaron diversas modificaciones de este método (Sambrook y cols., 1989). Las
preparaciones a gran escala fueron purificadas por ultracentrifugacién en gradiente de CsCl.

Las soluciones de DNA se limpiaron, cuando fue necesario, mediante una extraccién
con fenol equilibrado en TE, seguida por otra extraccién con cloroformo:alcohol isoamflico
(24:1) y precipitacién en fro por adicién de 3 volumenes de etanol en presencia de altas
concentraciones iénicas (0.3 M acetato sédico, 0.1 M NaCl 6 2 M acetato amodnico). Se
recogieron por centrifugacién a 12000 g durante 15° a 4°C y posterior lavado de sales con
etanol al 75%.

Para obtener DNA de A, los cultivos infectados se lisaron con cloroformo y los restos
celulares se eliminaron por centrifugacion a 12000 rpm durante 10°. Se ajustd la
concentracidn de NaCl a 1 M y se afiadié PEG 12000 hasta un 10% del volumen final. Se
incubé en hielo por 1h y las particulas virales se sedimentaron por centrifugacién a 12000
rpm 10°. Se resuspendié el sedimento en SM y se ultracentrifugé en un gradiente
discontinuo de CsCl, segin se indica en Sambrook y cols. (1989). Se extrajo la banda de
bacteriéfagos, que sirvié tanto para reserva como para obtencion de DNA. Para este iltimo
caso, se actué como se indica en Sambrook y cols. (1989).

2.7. MANIPULACIONES ENZIMATICAS BASICAS CON DNA.

Las distintas modificaciones de las moléculas de DNA tales como cortes con enzimas
de restriccién, desfosforilacién, relleno de extremos 5° protuberantes con el fragmento de
Klenow de la DNA polimerasa I, ligacién con DNA ligasa de T4, transformacién, adicién
de linkers sintéticos, etc., se llevaron a cabo en las condiciones recomendadas por el
suministrador o en las descritas en Maniatis y cols. (1982) o Sambrook y cols. (1989).

Para la seleccion por color de los clones positivos se aiiadié a las placas de LB +
ampicilina IPTG y X-Gal a una concentracién final del 0.002%.

2.8. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS. RECUPERACION DE
FRAGMENTOS DE DNA.

2.8.1. Electroforesis en geles de agarosa.

Se utilizaron geles de agarosa del 0.7 al 1.8% en TBE con 0.5 pg/ml de bromuro
de etidio. Los geles se observaron con luz UV de 300 nm y se fotografiaron en pelicula
Polaroid 665 6 667.

2.8.1.1. Recuperacién de DNA de geles de agarosa.

Siempre se uiilizd agarosa de bajo punto de fusién. Las bandas se cortaron a la luz
de 300 nm. Se utilizaron tres métodos de extraccién, segiin conveniencia y disponibilidad:
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1) CTAB (Langridge y cols., 1980)

2) GeneClean (Bio 101), segin recomendaciones del suministrador.

3) La banda se fundié a 70°C. Se ajusté la concentracién de NaCl a 100 mM y se
hizo una extraccién con fenol, otra con fenol-cloroformo y otra con cloroformo, y se
precipité con etanol.

2.8.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes.

La concentracién de poliacrilamida vari6 det 4 al 8%, con una relacién
acrilamida:bisacrilamida de 29.2:0.8. Los geles se corrieron en TAE X 0.5 a 150 V, se
transfirieron a papel Whatman, se secaron al vacfo y se expusieron para autorradiograffa.

2.8.2.1. Recuperaciéon de DNA.

Una vez corridos los geles, se tifieron en TAE X 0.5 con 1 pg/ml de bromuro de
etidio 0, si el DNA estaba marcado radiactivamente, se expusieron brevemente. Se cortaron
las bandas de DNA, se introdujeron en bolsas de didlisis en TAE X 0.5 y electroeluyeron
por 1 h. Se recuperd el tampén con €l DNA eluido, se fenoliz6 y se precipito.

2.8.3. Electroforesis de secuencia en geles desnaturalizantes de poliacrilamida.

La concentracién de poliacrilamida varié del 6 al 10%, con una relacién
acrilamida:bisacrilamida de 19:1 y en presencia de urea 7M. Los geles se corrieron en TBE
a 1500-2000 V a 50°C, se transfirieron a papel Whatman, se secaron al vacfo y se
expusieron para autorradiograffa.

2.9. OBTENCION DE RNA

El RNA se preparé a partir de placas de células en cultivo creciendo activamente,
por una modificacién del método de Chomczynski y Sacchi (1987):

Se rascaron las células en 1.8 ml de tampén de lisis por placa P100, y se fragment6
el DNA paséndolo por una aguja de 0.6 mm. Se afiadié 1/10 vol. de acetato sédico 3M
pH4, 1 vol. de fenol y 0.5 vol. de cloroformo. Tras 15’ en hielo se centrifugé a 10000 rpm
durante 20°, se recogi6 la fase acuosa y se afiadié 1 vol. de isopropanol. Se precipité por
una hora a -20°C y se centrifugé como antes. Se disolvid el precipitado en 1/3 vol. de
tampdn de lisis y se precipité de nuevo con isopropanol. Se lavé con etanol 73% y tras secar
el precipitado, se incub6 a 37°C durante una hora con proteinasa K (100 pg/mi) en 0.1%
SDS, 1| mM EDTA, 0.3M acetato sédico pH6. Se extrajo dos veces con fenol y una con
cloroformo y se precipité con 1/10 vol. de 3M acetato sGdico pH6 y 2.5 vol. de etanol. Tras
lavar, se resuspendié en H,O con 2 mg/ml de dietilpirocarbonato.

Tampén de lisis: 4M tiocianato de guanidina, 25 mM citrato sédico pH 7, 0.5%
sarcosil, 0.1% B-mercaptoetanol.

2.10. MARCADO RADIOACTIVO.

2.10.1. DNA.

Los fragmentos de DNA utilizados como sonda se marcaron en las dos bandas por
nick translation (Rigby y cols., 1977), con "P-adCTP. Se obtuvo una actividad especffica
superior a 10* cpm/ug. Se purificaron por centrifugacidn en columnas de Sephadex G-50.

Los DNA utilizados para ensayos de retardo en gel y footprinting se abrieron con una
enzima de restriccién y se marcaron en tampon de nick translation con 30 pCi de "P-adCTP



27

y 1 unidad de Klenow a RT durante 20°, en un volumen final de 30 ul. En el caso de que
el dCTP no se incorporase en la tiltima posicién de 1a cadena de DNA se afiadfa a la mezcla
de reaccién 2 pul de solucién de caza (2 mM de cada dNTP) durante 2°. La enzima de
Klenow se inactivé por calentamiento a 70°C durante 10’ y se procedié a digerir con la
segunda enzima de restricci6n, para separar el fragmento. El fragmento marcado se purificd
en gel de poliacrilamida.

2.10.2, RNA.

10 pg de mRNA se trataron con 1/10 vol. de NaOH 1 N durante 10’ en hielo,
seguido de 1/10 vol. de HCI, 1/10 vol. de I M Tris pH 8 y precipitacién con NaCl y 2.5
vol. de etanol. Se desfosforils, traté dos veces con fenol-cloroformo y una con cloroformo
y se precipité de nuevo. El marcado se realizd por incubacién con "Py-ATP y T4
polinucleStidoquinasa y posterior separacién por centrifugacién en columnas de Sephadex
G-50.

2.11. PREPARACION DE EXTRACTOS NUCLEARES.

Se crecieron las células en placas Nunc de 150 mm, y se recogieron antes de estar
confluentes. Se partié de un m{nimo de 50 placas. Los extractos nucleares se prepararon por
dos métodos principalmente: Dignam y cols. (1983) para ensayos de retardo en gel y por
una variacién del método de Shapiro y cols. (1988) para retardo en gel y footprinting. Para
la preparacién de extractos por este dltimo método se procedid asf:

Las células se precipitaron por centrifugacién a 170 g 10’ a 4°C, se resuspendieron
en PBS y se reprecipitaron a 300 g. Se midi6 el volumen (PCV) y se resuspendié en 5 PCV
de tamp6n hipoténico. Tras 10 en hielo se volvi6 a centrifugar como antes y se resuspendid
en 2 PCV de tampon hipotdnico. Las células se rompieron por 5 pases por un
homogeneizador Dounce e inmediatamente se afiadié 0.1 vol. de tampdn de restauracion,
se mezcld y se centrifugé a 13000 rpm por 30’ en un rotor Beckman JA20 a 4°C. Se
desechd el sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 2/3 PCV de tampdn de
resuspension nuclear. Este fue transferido a un tubo de policarbonato para ultracentrifuga
y agitado durante 30" en hielo. Se precipitaron los restos nucleares por ultracentrifugacion
a 47000 rpm durante 90’ a 4°C en un rotor Beckman Ti50 y al sobrenadante se afiadié
lentamente y con agitacién sulfato aménico sélido (0.33 g/ml). Tras 20’ de agitacién se
centrifugé a 36000 rpm en el mismo rotor. Se recogid el precipitado y redisolvié en 1/10
vol. de centrifugacion de tampdn de didlisis. Se dializ¢ frente a 200 vol. de este mismo

tampén, durante 2 X | h. Se determind la concentracién de protefnas y se guardé en
alfcuotas a -70°C.

Tampén hipoténico: 10 mM Hepes pH 7.9, 10 mM KCi, 1 mM DTT, 0.1 mM
EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.75 mM espermidina, 0.15 mM espermina, 0.01 % aprotinina, 0.2
pg/ml leupeptina, 0.2 ug/ml pepstatina, 0.5 mM PMSF.

10X Sales: 500 mM Hepes pH 7.9, 100 mM KCI, 10 mM DTT, 2 mM EDTA, 7.5
mM espermidina, 1.5 mM espermina.

Tampén de restauracién: 9 vol. de sacarosa 75%, 1 vol. de 10X sales. Afiadir 5 mM
NaF, 0.2 mM molibdato aménico, 0.5 mM PMSF.

Tampon de resuspension nuclear: 25% glicerol, 20 mM Hepes pH 7.9, 2 mM DTT,
0.2 mM EDTA, 0.2 mM EGTA, 0.75 mM espermidina, 0.15 mM espermina. Afadir 1/10
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vol. de solucién de sulfato aménico saturado. Adiadir 0.2 pg/ml leupeptina, 0.2 pg/ml
pepstatina, SmM NaF, 0.2 mM molibdato aménico, 0.5 mM PMSF, 10 uM benzamidina.

Tampén de didlisis: 20% glicerol, 20 mM Hepes pH 7.9, 2 mM DTT, 0.2 mM
EDTA, 0.2 mM EGTA, 100 mM Kcl, 5 mM NaF, 0.2 mM molibdato aménico, 0.5 mM
PMSEFE.

2.12. ENSAYOS DE RETARDO EN GEL.

Las reacciones se hicieron en 5% glicerol, 25 mM NaCl, 1 mM EDTA, | mM DTT,
20 mM Hepes pH 7.9. En un volumen final de 25 pl se aiiadieron 4 ug del competidor
inespecffico sintético poly(dIdC)-(dIdC) y 1 a 10 pl de extracto nuclear crudo (4 a 15 pg).
Tras una preincubacién de 10° en hielo se aiiadieron 0.1 a 0.5 ng de fragmento de DNA
marcado terminalmente (= 10000 cpm), y la reaccién se prolongé por 30’ en hielo. Las
reacciones se pararon por adicién de 1/10 de volumen de tampén de carga (50% glicerol,
50 mM EDTA, 50 mM Tris pH 7.5 y 0.1% de azul de bromofenol), y se corrieron en geles
de poliacrilamida del 5%.

2.13, FOOTPRINTING

2.13.1. Ortofenantrolina.

Se hicieron ensayos de retardo en gel como se describe arriba y los geles se
incubaron por 10’ con Cu**-Ortofenantrolina, segin el método de Kubawara y Sigman
(1987). Los geles tratados y himedos se sometieron a autorradiografia y las bandas de
interés se escindieron, electroeluyeron, extrajeron con fenol-cloroformo y analizaron por
electroforesis en geles de secuencia al 8%.

2.13.2. DNAsal.

Los ensayos se realizaron en un volumen de 45 pl, conteniendo 5% glicerol, 40 mM
KCI, 1 mM EDTA, 20 mM Hepes pH 7.9, hasta 100 ug de extracto nuclear crudo y 1 ug
de poly(dIdC)-(d1dC). Se preincubé la mezcla en hielo por unos minutos y se afiadié el DNA
marcado terminalmente (30000 cpm, =0.5 ng). Tras 30’ de uni6én a 4°C, se afiadieron 5
] de mezcla de activacién (25 mM CaCl,, 50 mM MgCl,) y la reaccién se pas6 a 20°C. Un
minuto més tarde, se anadié la DNAsal (5-15 ng para los controles, 100-600 ng para las
muestras) y se dejo actvar durante 1°, transcurrido el cual se pararon las reacciones por
adicion de 100 ul de tampdn de parada (100 mM Tris pH 7.6, 0.5% SDS, 20 mM EDTA,
100 mM NaCl, 100 pug/ml proteinasa K y 40 ug/ml de glicégeno) e incubacién a 45°C por
15°, seguida de 2° a 90°C. Se hizo una extracién con fenol y otra con cloroformo y se
precipité por adicién de 1/4 de volumen de acetato amdnico 10 M. Las muestras se
resuspendieron en tampon de carga de secuencia y se corrieron en geles de secuencia del 6
al 10%, segiin tamafo.

Se evitd especificamente la utilizacién de tRNA como carrier, pues se encontré que
causaba falta de definicién en las bandas mayores de 90 nucledtidos (Zorbas y cols., 1990).

2.14. SECUENCIACION DE DNA.

2.14.1. Métodos quimicos.
Para la elaboracion de marcadores de DNA para los experimentos de footprinting,
el fragmento a ensayar fue secuenciado en parte por el método quimico de Maxam y Gilbert
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(1980), con las modificaciones introducidas por Chupilo y Kravchenko (1984). En general,
s6lo se hicieron dos reacciones: purinas (A+G) y pirimidinas (C+T).

2.14.2. Métodos enzimdticos.

Se emples el método de los terminadores especificos de cadena (Sanger y cols.,
1977), utilizando o-“SAATP y primers directo (-40) e inverso. Se utilizé la enzima de
Klenow, o bien sequenasa (DNA polimerasa de! fago T7 modificada, USB), en las
condiciones recomendadas por el suministrador.

2.15. HIBRIDACIONES.

2.15.1. DNA-DNA.

La transferencia de DNA de geles de agarosa a membranas de nitrocelulosa o nylon
se llevé a cabo durante toda la noche segiin el método de la transferencia alcalina. Las
membranas se secaron a 80°C durante 2 h. Se prehibridaron en 50% formamida, 5 X
Denhardt’s, 5 X SSC, 0.5 % SDS durante 1 h. a 42°C en una estufa de hibridacién
Bachofer. Se afiadi6 la sonda marcada (10* cpm) junto con DNA carrier y se hibrid6 durante
toda la noche. Se lavé en condiciones variables segin la homologfa de secuencia de los
DNAs hibridados y se secaron los filtros y autorradiografiaron con pantalla intensificadora.

2.15.2. RNA-DNA.

Las transferencias de RNA a nitrocelulosa BA85 se hicieron por Slot blot en un
aparato Minifold IT de Schleicher & Schilll, segin las recomendaciones del fabricante. El

RNA se prepard por adicién de 3 vol. de formaldehido 6.15 M, 10 X SSC. Los filtros se
secaron, prehibridaron e hibridaron como en el caso de DNA.

2.16. DELECIONES.

2.16.1. Bal3l.

El DNA a digerir se linearizé con una enzima de restriccién apropiada y se incubd
en Tris 20 mM pH 7.5, NaCl 0.6 M, CaCl, 12.5 mM, MgCl, 12.5 mM, EDTA 5mM con
2 u de la exonucleasa Bal31. Se recogieron alicuotas a distintos tiempos, parando la reaccién
por adicién de EGTA y congelacién. Una parte de cada alfcuota se corrié en gel de agarosa
para ver su tamano y el restdé fue fenolizado, precipitado, rellenado con la enzima de
Klenow y redigerido con una segunda enzima de restriccion. El fragmento de DNA
delecionado fue purificado y religado en un vector adecuado.

2.16.2. Exolll/S].

Se realizaron con un kit de Pharmacia, segiin el protocolo facilitado por el
suministrador.

2.17. TRANSFECCIONES.

Las transfecciones se efectuaron por el método del fosfato célcico (Graham y van der
Eb, 1973). En general, las céiulas fueron pasadas el dfa antes de la transfeccién a una
densidad de =10.000 /cm®. El dfa de la transfeccién, se cambié el medio a las células y
cuatro horas mds tarde se anadié 1/10 de volumen de una mezcla realizada por combinacién
de dos soluciones A y B. Para una placa de 10 cm de didmetro, conteniendo un volumen de
7.2 ml de medio, la solucién A consistfa en 400 ul de CaCl, 250 mM con 25 pg de DNA
total, y la B en 400 ul de HeBS 2X (280 mM NaCl, 1.5 mM Na,HPO,, 50 mM Hepes/KOH
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pH 7.1. La solucién A se vierte poco a poco en la B mientras ésta es burbujeada, y tras
agitar fuertemente y esperar unos minutos, se afiade a la placa a transfectar). Se incub6 en
condiciones normales de cultivo durante cinco horas, pasadas las cuales se retird el medio
y se sometid a las células a un choque con una solucién conteniendo 15% de glicerol en
HeBS. Después de dos minutos se lavaron las placas tres veces con PBS y se afiadié medio
fresco. A las 40-72 h., las placas se lavaron dos veces con PBS y se recogieron con un
rascador. Se centrifugaron 1’ en fr{o y resuspendieron en 100 ul de Tris 0.25 M pH 7.5.
Seguidamente se lisaron mediante tres ciclos de congelacién en N, liquido y descongelacién
a 37°C, y tras centrifugar se guardé el sobrenadante conteniendo la actividad CAT y se
determind la concentracién de protefnas por el método de Bradford. La eficiencia de
transfeccién se determiné mediante ensayo de actividad §-galactosidasa (Maniatis y cols.,
1989). Para este fin se cotransfect6é con 5 pg del pldsmido Z-neo, que contiene el gen LacZ
bajo el control del promotor de la B-actina. Este pldsmido fue proporcionado por LI
Casanova (CIEMAT).

El suero deslipidizado para el estudio del efecto de las hormonas esteroides se
prepard afiadiendo 1.6 g de carbén activo y 4 g de resina AG501-8X (Bio-Rad) por cada 100
ml de suero e incubando con agitacién a temperatura ambiente toda la noche. Se decantd el
suero tras centrifugar 10" a 2000 rpm y se clarificé por nueva centrifugacién a 12000 rpm
durante 30’ a 4°C. El sobrenadante se esterilizé por filtracién a través de 0.22 pum.

En las transfecciones con suero deslipidizado las células se crecieron por dos pases
y transfectaron en medio suplementado con este suero, y tras la transfeccién se incubaron
en este medio suplementado con 1 uM de 4cido retinoico disuelto en etanol.

2.18. ENSAYOS CA'T.

Los ensayos de CAT se realizaron por un procedimiento adaptado de Gorman y cols.
(1982). Se normalizé la cantidad de protefna de cada placa segin la eficiencia de

transfeccién (determinada por actividad $-galactosidasa) y se preparé la siguiente mezcla de
reaccion:

4 ul 100 pCi/mi “C cloramfenicol (50 mCi/mmol)
20 ul AcetilCoA 4 mM

32.5 pl Tris 1M, pH 7.5

H,O hasta 150 pl.

Se incubd durante 1 h a 37°C. Pasado este tiempo, se afiadieron 20 ul mds de 4 mM
AcetilCoA y se incub6 durante otra hora. Se afiadié 1 ml de acetato de etilo y tras agitar y
centrifugar 1 minuto se extrajo la fase superior y se secé en el Speed-Vac. Se resuspendié
cada muestra en 30 ul de acetato de etilo y se aplic6 a una placa de cromatograffa en capa
fina, equilibrada previamente en cloroformo/metanol 19:1. Las placas se desarroliaron en

esta misma mezcla, y el resultado se analiz6 mediante autorradiografia y se cuantificé en un
contador de centelleo liquido.



2.19. MATERIALES.

Los productos quimicos usados fueron suministrados fundamentalmente por Merck
y Sigma. Otros suministradores fueron Fluka, Baker, BDH, Probus, Panreac, BioRad, C.
Erba y Serva. Las endonucleasas de restriccién y demds enzimas de modificacién de DNA
y RNA se obtuvieron de Boehringer, New England BioLabs, USB 6 BRL. Los medios de
cultivo para bacterias fueron de Difco. Los radioisétopos procedfan de Amersham, NEN 6
ICN. Se utilizaron peliculas autorradiogrificas Kodak X-Omat R y AS. Las pantallas
intensificadoras fueron de Dupont 6 Kodak.

2.20. MEDIOS INFORMATICOS.

Los andlisis de secuencias de DNA, bilsquedas y comparaciones se realizaron
utilizando el paquete de programas de andlisis de secuencia del Genetics Computer Group
(v 6.2) de 1a Universidad de Wisconsin (Devereux y cols., 1984), utilizando un cluster de
VAX. Se utilizaron los bancos de datos EMBL y GenBank. La bisqueda de secuencias
reguladoras en los promotores se realizé utilizando el programa SEQNCE (IntelliGenetics)
con una base de datos de factores de transcripcién compilada por Miguel Beato (Universidad
de Marburg, Alemania). Este texto fue procesado en ordenadores tipo PC-AT 386,
utilizando el programa WordPerfect 5.1, € impreso en una Hewlett-Packard IaserJet III. Las

grdficas se crearon con Harvard Graphics v2.3 6 3.0 y se exportaron a WordPerfect como
metaficheros.



3. RIESUTTAIDOS



NOTA PRELIMINAR

La nomenclatura de las queratinas ha sido tradicionalmente un asunto relativamente
confuso. En los primeros estudios que se realizaron, se denominaron éstas por su peso
molecular. Con posterioridad, Moll y cols. (1982) establecieron un sistema de numeracién
para las queratinas humanas que rige en la actualidad. Sin embargo, en el caso de las
queratinas de otros animales, frecuentemente este sistema no llegd a implantarse. Asf, se
habla de una queratina "endoA" de ratén (equivalente a la K8 humana) o de una "KIII"
bovina (que equivaldria a la K5 humana). Aunque no en todos los casos se puede encontrar
correspondencia entre las queratinas humanas y las de otros animales, en los tiltimos tiempos
ha comenzado a implantarse la tendencia de nombrar las queratinas por el nimero de la
queratina humana correspondiente precedido por dos letras, que indican la especie a que
pertenece. Asf, se utilizarfa HK para las queratinas humanas, BK para las de vacas, MK
para las de raton y XK para Xenopus. Nosotros hemos decidido utilizar en lo posible este
nuevo sistema, en el cual las queratinas objeto del presente estudio, anteriormente
denominadas queratinas bovinas IV y IV* (y, en referencias mds antiguas, 56K) pasan a
llamarse BK6 y BK6*. Igualmente, la queratina que aqui llamamos BKS corresponde a la
que en la literatura anterior aparece como 111 6 S8K.
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3.1 ESTUDIO DEL GEN DE LA QUERATINA BKéc

Al igual que en humanos, la queratina K6 presenta en vacas al menos dos isoformas,
llamadas BK6 y BK6*, que son codificadas por dos genes distintos (Blessing y cols., 1987).
Datos previos de estos autores, no publicados, indicaban que existe coexpresién de los dos
genes en aquellos tejidos que han sido descritos como positivos para K6, salvo en esdfago,
donde se detecta expresion de BK6 pero no de BK6*. Por este motivo se decidié
inicialmente abordar la identificacién y estudio del promotor del gen de la BK6, con objeto
de compararlo con el de la BK6* y comprobar si la regulacién de ambos genes se lleva a
cabo mediante Ia utilizaci6n de las mismas secuencias reguladoras y factores de transcripcion
y, en ltimo término, cual es la causa de que ambos genes se coexpresen en una serie de
tejidos y no en esofago.

3.1.1 CARACTERIZACION DEL CLON XKGé.

Jorcano y cols. (1984) aislaron un cDNA de queratinocitos de hocico de vaca que
codificaba la queratina BK6. Con posterioridad, la bisqueda en una genoteca bovina
utilizando como sonda el cDNA de la queratina bovina BKS5 llevé al hallazgo de un gen
ligado al de la BKS, e identificado finalmente como perteneciente a la queratina BK6*,
eatrophamante rolaslonady ool 8l de la ARG (Deaklng ¥y cols., 1987). Pinalimeits, Dieising
y Jorcano (no publicado) escrutaron la misma genoteca utilizando esta vez como sonda la
parte 3° del ¢cDNA de la BK6, parcialmente divergente en los dos genes BK6 y BK6*, y
obtuvieron otro clon, supuestamente perteneciente a la BK6, que sirvié como base para el
inicio del presente trabajo.

Este clon gendmico bovino, llamado AK6 y de 12 kb de tamafio, estaba clonado en
el fago A-EMBL3 (fig. 5). Un fragmento Sall-HindIiI de €1, de 6.5 kb de tamaiio (fragmento
A), hibridaba con el ¢cDNA de la BK6 (J.L. Jorcano, comunicacion personal). Datos
procedentes de microscopfa electronica de heterodiiplex RNA-DNA indicaban que el
fragmento contiguo HindlIl-Hindlll (fragmento B) contenfa probablemente el promotor del
gen. Por consiguiente, este fragmento fue extraido del clon gendmico (fig. 5), subclonado
en pUC8 y mapeado con diversas enzimas de restriccién. Para comprobar si este fragmento
contenia el extremo 5’ del gen de la BK6 o si, por el contrario, comprendfa el extremo 3°,
se realizaron diversas digestiones de este clon y se transfirieron a una membrana de nylon
por Southern blot, e hibridaron utilizando como sonda la zona §' codificante del gen BK6*.
Esta sonda debe ser presumiblemente homéloga a la correspondiente del gen de la BK6,
puesto que en el resto de las zonas codificantes secuenciadas de ambos clones la homologia
de secuencia es de pricticamente el 100% (Jorcano y cols., 1984; Blessing y cols., 1987).
La hibridacion se realizé en condiciones estdndar, con 3 lavados de una hora cada uno en
2X SSC, 0.5% SDS a 68°C. El resultado de esta hibridacién fue negativo (no se muestra).

Este resultado negativo se puede interpretar de diversas formas: era posible que el
extremo 5’ del gen de la BK6 no se encontrase en el fragmento B objeto de andlisis, pero
también era posible que ambos genes, en contra de lo previsto, divergieran en la parte 5°
y no se hubiese permitido la hibridacién debido a las rigurosas condiciones de lavado. Para
dilucidar este dilema, se hicieron nuevos Southern blots de este fragmento B y del
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inmediatamente adyacente en el clon genémico (fragmento A), digeridos C(.)n‘diversas
endonucleasas de restriccién. Esta vez fueron hibridados frente a tres sondas distintas:

1.- cDNA IV83, correspondiente a la BK6 (Jorcano y cols., 1984).
2.- fragmento 5° codificante del gen de la BK6*.
3.- poliA*-RNA total de hocico de vaca. Este tejido expresa ambas queratinas.

Se hicieron dos lavados de una hora a 56°C en 0.1X SSC, 0.5% SDS. En los
resultados (fig. 5) se observé que ninguno de los dos fragmentos hibridaba con el extremo
5" de BK6*, lo que indica que probablemente este clon genémico de la BK6 no contiene el
extremo 5’ del gen. El caso contrario, que lo contenga pero la divergencia de los genes sea
tan grande que no se detecte, no se puede descartar aunque no resulta probable, pues los
genes de las queratinas estin en general bastante conservados (Steinert y Roop, 1988),
particularmente cuando una misma queratina es expresada por dos o mds genes (Tyner y
cols., 1985), y la conservacién de secuencia entre K6 y K6* bovinas en la zona secuenciada
(Jorcano y cols., 1984; Blessing y cols., 1987) no hace suponer que los extremos 5’ vayan
a ser divergentes.
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Fig. 5. Mapa del clon genémico AK6 en el vecror NEMBL3 conteniendo
presumiblemente el gen de la BK6 (Jorcano, comunicacién personal). Debajo se
muestran los fragmentos minimos de las digestiones con Bglll, Pvull 6 Xbal que
hibridizan con el cDNA de la BK6 o con el mRNA total de hocico de vaca.

El minimo fragmento capaz de hibridar con el cDNA de BK6 era uno Pvull-Pyull
de un tamafio de 1.9 kb. La hibridacion con el RNA fue débilmente positiva y su patron fue
muy semejante al observado para el cDNA. Puesto que tanto el RNA como el cDNA
hibridan solamente con el extremo izquierdo deil clon AK6 (fragmento A), y el extremo
derecho (fragmentos B y C) ofrece un resultado negativo, estos resultados sugieren
fuertemente que este clon genémico no contiene el extremo ' de la BK6, sino que estd
truncado en algin punto intermedio, conteniendo sélo la parte 3°.

Para comprobar hasta que punto del gen abarcaba el clon AK6, se secuencié parte
de éste. El fragmento Safl-Pwull (0.9 kb), que se encuentra en el extremo izquierdo del clon
gendmico, en la zona que hibrida con el RNA (ver fig. 5) se subclond en MI13 y se
secuencié parcialmente por el método de Sanger y cols. (1977). La secuencia demostré que
este fragmento a la izquierda del clon genédmico inclufa el primer intrén y parte del segundo



ctttttccotqea GTe CGa TTC CTA GAG CAG CAG AAC ABG GTc CTG
val Arg Phe Leu Glu Gln Gln Asn Lys Val Leu

GAC AaC AAG TGG ACC tTG CTG CAG GAG CAG GGC ACC AgG ACT
Asp Thr Lys Trp Thr Leu Leu Gln Glu Gln Gly Thr Lys Thr

GTG AGG CAG AAC CTG GAG CCt TTG TIC GAG CAG TAC ATC AAC
val Arg Glu Asn Leu Glu Pro Leu Phe Glu Gln Tyr Ile Asen

ARRAC CTC AGG AGG CAG
Asn Leu Arg Arg Gln

Fig. 6. Secuencia parcial de la zona codificante del fragmento Pvull-Sall del clon
gendmico NK6. El intrén, asf como aquellos nucledtidos de la zona codificante que
difieren de la secuencia de la queratina humana HK6 (todas las divergencias son
conservativas) se representan en minisculas. En cursiva se representa el drea
correspondiente al espaciador 1A. Un sitio de restriccion Pstl estd subrayado.

ex6n del gen de la BK6, concretamente parte de 1a a-hélice y el espaciador 1A, La figura
6 muestra esta secuencia en su parte codificante y su relacién con la zona correspondiente
de Ja queratina humana HK6. La figura 7 muestra un esquema general de la posicién del gen
de 1a BK6 en el clon genémico AK6. Segiin estos resultados, en este clon genémico no se
hallaba el promotor del gen de la BK6, ni el extremo aminoterminal del mismo, sino que
este clon gendmico abarcaria desde el primer intrén de este gen en adelante, siendo por tanto
inadecuado para nuestros propdsitos.

3.1.2 BUSQUEDA DEL GEN BK&.
3.1.2.1. Preparacién de la sonda

Decidimos entonces buscar en la genoteca otro clon gue incluyese el promotor de este
gen. Para ello era necesario disponer de una sonda especifica que no hibridase con los demds
genes de queratinas, particularmente con el de la BK6*. Habida cuenta de que la homologfa
de secuencia es elevada, especialmente en la zona que codifica los dominios centrales
(incluyendo la a-hélice), quedaba descartado realizar cualquier tipo de sonda a partir de esta
zona. Tgualmente, la biisqueda con el cDNA habfa dado lugar previamente al hallazgo de
un clon incompleto, sugiriendo que no hay ningtin clon genémico que contenga el gen
completo, sino que este se halla partido. Se decidié entonces utilizar un intrén, con la
esperanza de que una hibridacién en condiciones de lavado rigurosas fuera capaz de
seleccionar tinicamente clones que incluyeran solamente el gen de la BK6. Decidimos utilizar
el primer intr6n del gen, por un doble motivo: primero porque conocfamos su localizacién
y parte de la secuencia, y segundo porque al ser el més cercano al extremo aminoterminal

existfan mds posibilidades de encontrar un clon que contuviese una adecuada longitud del
promotor.

La secuencia del fragmento Sall-Pvull del clon 6.5 kb de la BK6 (fragmento A de
la figura 3), que incluye el primer intrén del gen, muestra dos sitios de restricctén Pstl, uno
de los cuales se encuentra justamente en ¢l borde entre intrén 1 y exén B, haciéndolo un
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Fig. 7. Esquema de la caracterizacién del clon gendmico NK6. A, mapa del clon.
B, mapa del subclon de 6.5 kb (fragmento A) que hibrida con el cDNA y RNA de
BK6. C, el fragmento Pvull-Sall de este subclon fue a su vez de nuevo subclonado
y parcialmente secuenciado, en la zona indicada por la caja (exén Bj y la flecha
(intrén 1). D, localizacién de esta secuencia dentro de la estructura general de los
genes de las queratinas de tipo H. Los recuadros indican los exones, las lineas, los
intrones. Escala: A, 1 kb. B, 0.5 kb. C, 0.1 kb. D, 0.4 kb.

candidato idéneo para obtener una sonda libre de exén (figs. 6 y 7). Asf pues, se cortd este

pldsmido y se purificé un fragmento Pstl que fue subclonado en el sitio de restriccidn Psrl
del vector pUCI19.

3.1.2.2. Amplificacién de la genoteca

Una genoteca de DNA total de vaca en el fago \-EMBLA4 fue amplificada en dos
pasos segin se describe en Métodos. Se obtuvo un titulo de 4-10° ufp/ml.

3.1.2.3.Busqueda en la genoteca.

Se prepararon 5 placas Nunc de 22x22 cm con =2.5-10" ufp cada una (la mdxima
densidad de placas en la que éstas no se mezclan entre ellas), con un total de = 1.25- 1 ufp.
Estas placas se transfirieron a nitrocelulosa utilizando bdsicamente el método de Benton y
Davies (1977), modificado segiin se describe en Métodos, y se hibridaron durante toda la
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noche con 1a sonda marcada con ¥P por nick translation. Se efectuaron tres lavados de una
hora cada uno en 0.1x SSC, 0.5% SDS a 59°C con agitacién. Como resultado de esta
hibridacién aparecieron 33 clones positivos. Debido a 1a casi confluencia de las placas y al
pequefio tamafio de éstas, era prdcticamente imposible aislarlas individualmente sin
contaminarlas con las adyacentes, por lo que se opté por picar las placas positivas, diluirlas
en tampén SM y volver a plaquearlas, esta vez en placas de Petri de tamaiio normal. Se
transfirieron a membrana igual que 1a vez anterior y se volvieron a hibridar con la misma
sonda y en las mismas condiciones. En este caso, de los 33 clones iniciales, sélo 22
resultaron positivos, aunque algunos eran débiles y poco abundantes. Estos fagos positivos
se volvieron a picar y a diluir en tampdn SM. Se titularon entre 10’ y 10* ufp/ml. Los
resultados de esta segunda hibridacién fueron:

Clones claros, presumiblemente bien aislados: 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 17, 22,
23, 24, 28, 30, 31.

Clones débiles, para repetir: 4, 12, 21, 26, 32, 33.

Clones negativos: 1, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 25, 27, 29.

Se prepard una nueva sonda recién marcada para volver a hibridar los clones. Se hizo
de nuevo en las mismas condiciones que en el caso anterior, utilizando placas con =100
colonias. Ninguno de los clones que en la hibridacién anterior resultaron negativos dié
ninguna sefial. En los otros, los resultados fueron:

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

El sorprendente resultado obtenido con los clones n°® 11 y 22 (fuertemente positivos
en la primera hibridacion, negativos en la segunda) nos llevé a hacer una tercera
hibridacién. Estos clones 11 y 22 fueron replaqueados a partir de los tubos iniciales,
recogidos de la primera placa positiva. El resto de los clones positivos también fueron
plaqueados, salvo el clon n® 9, que no volvié a crecer nunca més, pese a intentar
recuperarlo en diferentes ocasiones y por miiltiples medios.

Las placas fueron de nuevo transferidas a nitrocelulosa e hibridadas en las mismas
condiciones que las anteriores. Los resultados fueron:

Positivos fuertes: 5, 7, 8, 10, 17, 23, 24, 30, 32, 33.
Positivos débiles: 2, 3, 4, 6, 28.

Negativos: 11, 22, 26.

No crecen: 9.

3.1.2.4 Analisis de los clones

Aunque todos los clones arriba obtenidos presentaban hibridacién positiva con el
primer intr6n del gen de fa BK6, era posible que no todos abarcasen la zona de interés, es
decir, el promotor del gen. Puesto que no se disponfa de sondas para esta parte del gen, y
de nuevo asumiendo la suposicién de que existe una fuerte homologfa entre las queratinas
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BK6 y BK6*, se realizé una hibridacién de los clones positivos con la parte 5’ del gen de
la BK6*, en condiciones no muy restrictivas. También se realizé otra hibridacién con una
sonda especffica del gen BK6, correspondiente a Ja zona 3’ no traducida del RNA, para
determinar que clones se extienden hacia el extremo 3°. Para ello, se picaron en placas de
agar blando (0.8%) con bacterias E. coli Q358 todos los clones positivos del ensayo
anterior, y se incubaron durante toda la noche a 37°C. El ensayo se hizo por triplicado, cada
placa se paso a un fiitro de nylon y se hibridé con una de las sondas marcadas por nick
translation: BK6*-5’, BK6-3’ y la sonda que contiene el primer intr6n de la BKS6,
anteriormente utilizada. Los lavados se hicieron en 0.1X SSC, 0.5% SDS a 60°C, y los
resultados fueron los siguientes:

Intrén:  todos positivos.

BK6-3’: positivos fuertes: 23, 24.
positivos débiles: 3, 4, 8, 28, 30, 32.
negativos: 2, 5, 6, 7, 10, 17, 33,

BK6*-5": positivos fuertes: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 17, 28, 30, 32, 33.
positivos débiles: 10, 23, 24.

clon sonda
1234567891011 12 13 14 15 16 17 18 intrén (1)
-+ + T4+ 4+ ++ 4+ + + £ - - -~ - 4+ - intrén (2)
sl A A R R S % intrén (3)
t 4+ 4+ 4+ o+ + + - + intrén (4)
-t - - - - - BK6-3 '
+ 4+ + + + o+ + + BK6*-57
2K6*4 5 6 4 5 2 5 Tipo de clon
clon sonda
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 intrédén (1)
- -t 4+ 4+ + - 4+ - + - 4+ + t & intrén (2)
- - + + * + + - + + intrén (3)
- + + - + + + + intrén (4)
+ 4 + + + - BK6-3’
2 + + + + BK6*-5’
K6 K6 5 4 4 6 Tipo de clon

Tabla Il. Resultado de la hibridacion de los 33 clones positivos encontrados en el
primer sondeo de la genoteca, con tres sondas: Intrén 1 de la BK6 (cuatro
experimentos); BK6-3', fragmento 3’ no codificante de la K6; BK6*-5’, Jragmento
3’ codificante de la BK6*. Los clones se pueden agrupar, segin su pairén de
restriccion, en los distintos tipos que se indican abajo en cursiva.

m
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En estas apreciaciones no se ha tenido en cuenta el efecto de intensidad causado por
el diferente crecimiento de las placas.

La tabla II resume todos los resultados obtenidos hasta este punto en el andlisis de
los clones.

3.1.2.5 Caracterizacién de los clones.

Seguidamente se abordé la caracterizacién molecular de todos los clones positivos
obtenidos. Se prepar6 primeramente DNA de todos ellos. La digestién de estos DNAs con
dos enzimas de restriccién (Sall para separar el DNA gendémico del vector, y EcoRI para
cortar aquél) permitié6 comprobar que los 15 clones encontrados se ajustaban a 6 modelos
(Fig. 8 y tabla II). Dos de estos modelos correspondfan a los clones genémicos AK6 y
AK6*, ya aislados con anterioridad, mientras que los otros cuatro eran formas nuevas. Para
no trabajar con todos los clones, elegimos uno de cada modelo: los clones A3 (equivalente
a AK6*), N4, N6, A8, A10 y N23 (equivalente a AK6). Para saber cual de estas formas
nuevas correspondia a la K6 y cual a la K6*, se utilizaron dos sondas:

Sonda K6: Intrén 1 del gen BK6.
Sonda K6*: Fragmento EcoRI-Xmnl del promotor del gen BK6*.

AKE*2 2' 3 4 5 6 7 810172324 28303233K6* )\

a“ﬂum' I“H.ﬁﬁ' o ﬁ

— Fal

[y L)

Fig. 8. Digestion con las enzimas EcoRI Yy Sall de los 16 clones genémicos obtenidos
en la biisqueda de la genoteca, mds dos controles para NK6 y AK6*. Obsérvese que
todos los clones se pueden agrupar en seis tipos: tipo NK6, clones 23 y 24; tipo
AK6*, clon 3; tipo 2, clones 2 y 10; tipo 4, clones 4, 7, 30y 32, tipo 5, clones 5,
8, 17y 28; tipo 6, clones 6 y 33. ,
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Fig. 9. Hibridacién de los cuatro clones patrén (A4, N6, N8 y N10) obtenidos en la
biisqueda de la genoteca bovina y los dos controles (\K6 y AK6*). Digestiones
EcoRI-Sall de estos clones (A) se transfirieron a nylon y se hibridaron con el primer
intron del gen de la BK6 (B) o con el fragmento EcoRI-Xmnl del promotor de la
BK6* (C).

Digestiones de los clones positivos se transfirieron a membranas y se realizé la
hibridacién en las condiciones habituales, con las sondas marcadas por nick translation. Los
lavados se hicieron en 0.1x SSC, 0.5% SDS y 60°C. El resultado fue sorprendente:
mientras que con la sonda para BK6* solamente hibridaban aquellos clones de los cuales
previamente se sabfa que contenfan parte del gen de esta queratina (aquellos clasificados
como tipo 6* en la tabla II), absolutamente todos los clones, incluso los que contenfan la
BK6*, hibridaban con el primer intrén de la BK6 (Fig. 9). Estos resultados indican que o
bien existfa homologfa entre los intrones de BK6 y BK6* o bien ninguno de los nuevos
clones inclufa el promotor de la BK6*

Ante la sospecha de que esta hibridacién generalizada se debiese a que la sonda del
intrén 1 de la BK6 pudiese llevar algiin pequefio trozo del 5° codificante de la BK6* (pues
esta sonda no habfa sido secuenciada por completo), se prepar6 un nuevo clon, retirando un
fragmento Sall-Avall de 235 pb de la parte 5’ (ver fig. 7). Esta nueva sonda fue
parcialmente secuenciada en las inmediaciones del sitio Avall y se comprobé que no contenfa
ninguna zona codificante. La sonda se marcé por nick translation y se hibridé con
digestiones de todos los clones a estudiar, en las mismas condiciones que la anterior. El
resultado fue idéntico, demostrdndose que, puesto que esta sonda no contiene ninguna zona

codificante, hay una elevada homologfa entre los primeros intrones de las queratinas BK6
y BK6*. ' '
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Fig. 10. A). Mapas de los cuatro clones genémicos €4, N6, A8 y MO, mostrando sus
extensiones relativas sobre la zona que cubren. B). Mapas mds detallados de los
clones N4 y A6. Las zonas que aparecen en recuadros fueron subclonadas
posteriormente. B, Bglll. E, EcoRI. P, Pvull. 8, Sall. X, Xbal. Todos los sitios Sall
proceden de los vectores.

La hibridacion de diversas digestiones de los cuatro clones nuevos con las sondas
anteriormente citadas permitié efectuar mapas de restriccién y determinar cuales son los
fragmentos que hibridan con cada una de las sondas, descubriéndose entonces que los cuatro
clones se solapan entre ellos, abarcando en total una extensién de unas 20 kb. La figura 10
muestra el mapa y posicién relativa de estos cuatro clones.

Nos centramos en dos clones para hacer €l estudio en profundidad de este gen. Estos
dos clones, A4 y A6, abarcan toda la extension del locus. Como primera aproximacién, se
subclonaron en pUCI19 dos fragmentos de estos clones que hibridaban con la zona 5’
codificante del gen de la BK6*: el fragmento Sall-EcoRI (de =7 kb) del clon M\, y el
fragmento Sall-FcoR1 (de =4.2 kb) del clon A6 (ver fig. 10B). Estos clones recibieron los
nombres de phd y pAG, respectivamente.

Los clones pA4 y pA6 fueron mapeados en profundidad con diversas endonucleasas
de restriccién (fig. 10B) y estas digestiones fueron hibridadas de nuevo con sondas para el
primer intrén y zona 3’ no codificante de la BK6 y la zona §5° codificante de la BK6*, en



las mismas condiciones que en ocasiones
anteriores. Como resultado de estas
hibridaciones y mapas, se determiné la
orientacién del gen en los clones y las
posiciones aproximadas del primer intrén y
las zonas 3’ y 5’ (fig. 11).

Los genes de las queratinas suelen
encontrarse agrupados (Waseem y cols.,
1990a y b). Para ver si en las =20 kb que
contenfan a este gen habfa algiin otro gen
de queratinas, se realizaron hibridaciones
con una sonda de cDNA de la BK6
(Jorcano y cols., 1984) que inclufa unos
200 pb de la zona de o-hélice, y
concretamente el extremo final del dominio
central, que es la zona més conservada en
estas protefnas, incluyendo la secuencia
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Fig. 11. Zonas del clon p\6 que hibridan con
5’ de BK6*, intrén 1 de BK6 y 3’ de BKG.
Idénticos resultados se obtuvieron para ph4.
Stmbolos como en la figura 10.

46810 S MW

Fig. 12. Hibridacién de digestiones EcoRI-Sall de los clones N4, N6, \8, N\10 y el
control NK6 (A) con una sonda conteniendo unas 200 pb de secuencia de la zona
Jfinal de la o-hélice de la K6. S6lo los clones que llevan esta zona de la a-hélice
resultan positivos (B).
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TYRKLLEGE (Hanukoglu y Fuchs, 1983; Albers y Fuchs, 1987), ademds de todo el
extremo carboxiterminal y la zona 3 “no traducida hasta la sefial de poliadenilacién. Esta
sonda se hibridé frente a los cuatro clones genémicos A4, A6, A8 y A10, realizdndose los
lavados a 60°C en 0.5% SDS y 1x SSC. Se comprobé que no hibridaba ningtin fragmento
adicional (fig. 12), 1o que indica que este gen no se haya en las cercanfas de ninguno otro
gen de queratinas.

GGA CAA GTC ARC ATCTGTAAGTACTTCCACCTGCCCCCATCCCGTGCCCTTGTGTCCCTTGAC
Gly Gln Val Asn
TGGATTGTETGCCAGAGTGAGCTCACCATCCTCCATACTGACTTGTCCCTTTGACTCARGCGTGTCA
GTCATGATCTTGTAGCATTGTGATCTGTGCATTGTGTCAGCGTCTGACGTGCTACG. . . . . . TGCAT
GCCOTGCAGGTCGACTCTAGAGG ATC coCC GTG GTC CAG TCC ACT GTC TCT GGT GGC
Ile Pro val Val Gln Ser Thr Val Ser Gly Gly
TAT GGT GGT GCT GGT GGC TAT GGT GGT GCC AGC GGT CTC GGC AGT GGC TTA
Tyr Gly Gly Ala Gly Gly Tyr Gly Gly Ala Ser Gly Leu Gly Ser Gly Leu
GGC GTG AGT GGA GGA AGT GGC TAC TCC TAC AGC AGC GGT CAC AGC CTT GGA
Gly Vval Ser Gly Gly Ser Gly Tyr Ser Tyr Ser S=r CGly His Ser Leu Gly
GGT GGC TTC AGT TCT GGC AGT GGC AGA GCC ATA GGa TGT GGC TTt GGC TCC
Gly Gly Phe Ser Ser Gly Ser Gly Arg Ala Ile Gly Cys Gly Phe Gly Ser
TCT GGG GGC AGC AGT TCC ACC ATC AAA TAC ACC ACC ACC ACC TCC TCC TCC
Ser Gly Gly Ser Ser Ser Thr Ile Lys Tyr Thr Thr Thr Thr Ser Ser Ser
AGC AGG AAG GGC TAC AAG CAC TGA AGTCCTGTCATGGGCCAAGCTCCCACRATGTCTCAG
Ser Arg Lys Gly Tyr Lys Hig *#**
GCTCCCTCTG TTGCTTTGCACTCTCCTCCATTGCTTTATCTTTCCTGCTTCCTTTTCTTACTCCATTGA
ATTARAACTGGAAGCTCTCCGTGAGTGTCCTCGAGTCTCCTCTCTCCCAARAACCTCTTGCARCTGAGCT
TCCATTGTTCACCATTGGAAGGTTGTTACTTGGGTCCTAGTCCAGACAGGGTAATCCCACTTACTTICT
ACTGGCCCAGGAGATCCCACTTACTTTCTACTGGCCCAGGAGATCCCATCTCAGATGTTGTGTTCCTCC
CTTGCAGTGTATTGTGAAACCACAAGTGACTAGTTCTATGATGTACAGGATTGTACCCTGTGAGTGCAT
GTGCCTCATGCATGCATTTGCTCACTGTATTGCTGAAATGAARGCAGAGGTATCATATAGATGTGTGGT
TTCACATAGCCATTTCTTTGTCAAAAATGGTTCCTGAGGTTTTCACGTGACAGATGAAGCATACTTCTC
AGGCATGAAGCACACTCCCCACCCCCATATGCCTCACTCGGTTCCTGTAGAGAACTTCAACAAACAGCA
GCTTGGGATACTGATAATCAGCTTTCTCTCACAGATACAATTTAATCCARATGTTTGGCAAGTGTAATG
GGAGGACTCTGGTCCAGCATCACGTATACTCTGCTTTTTATTGTTGGGGCCAAGTGTARCTCAATTAGT
CTCTCCTCCTAAGACCACCACTCAACCACACTCAAGGTCAAGTCTTAATGTTCATTTCATTTGAGAATT
ATGTTTGTGGCCCATCAGAGCAGAACAACATTTAGCAATTAAATAGGATATTTGATTTTTATTTAGAGT
TAACTTCCTAACAACAAACTTGCCTGAGAAAGTATGATCAAGGATAATTARAAGCGTATGTACTTTTGA
ATCCAABRATTCTA

Fig. 13. Secuencia de la parte 3’ del gen de la queratina bovina K6c. Las zonas que
codifican exones estdn traducidas. Los tinicos tres cambios en la zona codificante con

respecto a los genes de la queratina K6 y K6* se muestran en miniiscula. La seftal
de poliadenilacion estd subrayada.

3.1.2.6. Secuenciacién del extremo 3’

Abordamos el estudio de la secuencia del pldsmido pA4 (7 kb) por incluir éste tanto
la zona 5° como la 3’ codificante (ver fig. 11). Para ello, varios fragmentos de restriccién
de este pldsmido fueron subclonados en el vector M13 y secuenciados por el método de
Sanger y cols. (1977). Algunos fragmentos demasiado largos para secuenciados de una sola
vez fueron parcialmente delecionados utilizando 1a exonucleasa Bal31 y reclonados de nuevo
en M13 tras realizar un rellenado de extremos con la polimerasa de Klenow.

En la figura 13 se muestra la secuencia del fragmento Pvull-EcoRlI del clon pA4, que
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contiene el extremo 3’ del gen. Se secuenciaron en total 1.5 kb, de las cuales 0.5 estaban
por detrds de la sefial de poliadenilacién. El resto de la zona secuenciada incluye un
fragmento del pemiltimo exén, el dltimo intrén y el dltimo exén completos y toda la zona
3’ no traducida. La figura 14 muestra un esquema de la zona secuenciada, junto con los
clones que se utilizaron para secuenciarla y la extension y orientacién de cada lectura.

La secuencia de la zona 3’ del clon pAd revel6 que este clon no pertenece al gen de
la queratina BK6, sino que codifica una nueva queratina, distinta de la BK6 y BK6*, que
hemos llamado BKé6c, Del andlisis de las secuencias se observa que la zona 3’ codificante
de la BK6¢ muestra una casi total homologfa de secuencia con la correspondientes zonas del
cDNA de la queratina BK6 (Jorcano y cols., 1984) y el 3' del gen de la BK6* (Blessing y
cols., 1987), encontridndose sélo tres cambios en todo el 1ltimo exén, de los cuales solo el
primero es no conservativo (Cys—»Pro), lo que supone un 99% de identidad. Sin embargo,
en la zona 3' no traducida los tres clones son diferentes entre s{ (fig. 15), habiendo
aproximadamente un 80% de homologfa entre cada dos de ellos. Debido a la muy alta
variabilidad de esta zona, la similitud hallada en esta secuencia en los tres genes sugiere que
codifican protefnas extremadamente similares.

0. kb

Fig. 14. Zona sccuenciada y estrategia de secuencia del extremo 3’ del gen de la
queratina K6c. "

3.1.2.7. Expresién de Kéc

Para determinar la posibilidad de que este clon codificase un pseudogen, decidimos
comprobar su expresion mediante andlisis de RNA por Northern blot. Para ello, y puesto
que los tres genes presentan una altisima homologfa, si no similaridad, en las zonas

codificantes, decidimos preparar sondas que abarcasen la regi6én 3' no traducida del mRNA,
linica con un =80% de homologia.

Para la obtencién de la sonda especifica del gen BK6c, se partié de una de las
deleciones utilizadas para la secuencia del extremo 3’ (ver fig. 14). Este clon se extiende
desde cerca del final de la zona 3’ no traducida en direccién 5’, hasta el sitio Pvull. E!
inserto de este gen fue separado del vector M13 en que se hallaba y reclonado en el
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consenso IQQAGTCCTGTCATGGGC—CAAGCTCCCACAATGTCTCAGGCTCCCTCT
BK6 T
BEK6* T
BK6c -
consenso -G T == ~C=C~~TCTCCTC-A~-TT~-TT~~-T~T=T~CT~CT=~C~~
BK6 CCA T CAC A CC TG GC CCACT A CTTT
BK6* CCA T CAC A CC CA AT CCCCT G CCTT
BK6éc GTT ¢ TG~ A -- ¢c- G¢C TACTC G TC —
consenso C-T-TCTTACT---TT-A-TTA-RACTG-A-—~—~T~-~GTG—-————— C-
BK6 AC --—— AT G A GTTAT GA —————— (]
BK6* T C cc- G G G A GTTAC TA s o C
BRK6c T T CCA G A A G AGCTC CcC AGTGTC T
consengo -——-TC-—-C-CTCT-CCAR—-ACCTG-T~—~~— TGAG-TTCC--TGTTCA
BK6 TTCA ~T C G T C CTACC c AC
BK6* CTTA TT T C A T ACCCA G CT
BK6éc CGAG TC T [ A T GCAAC C AT
consenso -CATTGGAA~~Tw=rm==m TT--GTCCTA-TCCA~-~ACAGGG-AATCC—-
BK6 G -A TAACTA TG G -G - TC
BK&6* C GG CACCTC GA [ TA C ChA
BK6éc G GG TGTTAC GG G -G T CA
consenso CTT-CTTTC-ACTGGCCCAGGA-—-TCCC~TCTCAGA-~TGTT~TG~TCC
BK6 G C AG G GG G A
BEKG* G C GA A GG A T
BKé6cC A T GA A - G T
consenso TCC-TT-CAGTG-ATT---ARAG-A-AAGTGACT-GTTCT-TGATGTAC
BK6 A T - GTG cCG G T
BEK6* C G - ACT T C G T
BK6C cC G T GTG CccC A A
consenso AGG-T-———m——— TG¢T-—-=-~—— AT———~—= T~-TGT-T~-C--TGC~~TTT~
BK6 G ~—mm— C  ———— CTTCG GT T C TC TC G
BK6* G w———— T ————— CCCTG GG T C TC TC T
BK6c A TCTACTC GAGTGC GTGCC CA A G A- A- G
consenso CTC--—v———— AC-TGTATTGCT-AAAT-AAAGC-GAT-TAT-ATAT
BEK6 = ——mm——— T - - T T C
BK6* TTTTAGCA T - - A T A
BK6c ———————- - G G A G C

Fig. 15. Comparacion de las secuencias de las zonas 3’ no traducidas de los genes
de las queratinas bovinas BK6, BK6* y BK6c. Cuando existe consenso, este se
muestra en la hilera superior. La seflal de poliadenilacion se muestra en negrita.

pldsmido pGEMI, para obtener un polylinker completo. De aquf fue de nuevo extrafdo,
purificado y digerido con la endonucleasa de restriccion Alul. Se purificé de agarosa una
banda de 140 pb, que se reclond en el vector pUC18 digerido con EcoRI y Smal. Se
comprobé mediante secuencia que uno de los clones, que recibié el nombre de Ké6¢-3°,
portaba el fragmento correcto. La sonda cubria una extensién de 150 pb en la parte final de

la zona 3° no traducida, con una divergencia del 17% con cada uno de los otros dos genes,
BK6 y BK6* (ver fig. 15).
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Con esta sonda especffica
para el gen de la queratina BK6¢
y otras dos sondas, K6-3’ y K6*-

3’ especificas respectivamente K6 K6* Ké6c

para los genes BK6 y BK6*

(Blessing y cols, 1987 y fig. 15) -— sy 20

se realizé una hibridacién en slot -— ““ B BMGE+H
blot con el RNA total de hocico y 1

lengua de vaca (tejidos donde se

sabe que se expresan las 20
queratinas BK6 y BK6*), y de § BMGE-H
piel de gldndula mamaria, carente 1

de estas queratinas. Igualmente se 3

ensayé con RNA de dos lfneas tRNA
celulares derivadas de epitelio de

glindula mamaria bovina: } MAMA
BMGE-H, que no expresa estas

queratinas, y BMGE+H, que sf — =3 S FLENGUA
las expresa (Schmid y cols., e P, & HOCICO
1983; Cooper y Sun, 1986; =t

Blessing y cols., 1987). Se - BKe
cargaron diversas cantidades (1, 5 .

y 20 pg) de RNA total de cada - i
linea y 10 pg de cada tejido, con & BKec

objeto de comprobar la intensidad
de la hibridacién, y rRNA (20
pg) como control negativo. Se
hibridé con las sondas marcadas Fig. 16. A). Hibridacién de sondas especificas
por nick translation y se lavé en para K6, K6* y K6¢ con diversas cantidades de
0.1X SSC y 0.5% SDS a 65°C. RNA de células BMGE+H, BMGE-H y 10 pg de
La especificidad de las sondas se RNA de hocico, lengua o gléndula mamaria
comprobd realizando otro slot bovina. Las tres calles inferiores muestran la

blot paralelo en el que se fij6ala  hibridacion de estas sondas entre st (10 ng cada
membrana 1 ng de cada sonda, una),

desprovistas de vector para evitar
hibridaciones cruzadas.

La figura 16 muestra los resultados: las sondas son en realidad especificas para cada
uno de los genes, puesto que ninguna hibrida con las dem4s en esas condiciones (fig. 16B),
y la queratina BKé6c, al igual que la BK6 y la BK6*, se expresa en hocico y lengua (fig.
16A), quedando descartada la posibilidad de que BK6¢ sea un pseudogen. Las tres queratinas
se expresan en hocico y lengua en similares proporciones, aunque en lengua la expresién es
menos intensa. Sin embargo, en células BMGE+H la queratina K6 no se expresa, y la K6*

lo hace con mayor intensidad que la Kéc, lo que sugiere que la regulacién de estos tres
genes se efecttia por un mecanismo diferente. -
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3.1.2.8. Secuenciacion de la zona 5’

Una vez vista la existencia de tres genes diferentes, se plante6 el problema de si estos
tres genes se podfan considerar como tres formas diferentes de la queratina 6 o si el nuevo
gen tenfa menos relaci6n con los genes de las queratinas BK6 y BK6*, debiéndose
considerar entonces como una queratina diferente. A la vista de que los extremos
carboxiterminales eran virtualmente idénticos para las tres protefnas abordamos el estudio
de 1a zona S’-codificante con objeto de determinar la posible semejanza entre ellas, puesto
que las zonas N- y C-terminales son las mds divergentes en las queratinas (Steinert y Roop,
1988).

Para la secuencia de esta zona se utilizaron los fragmentos EcoRI-Bg/ll, EcoRI-Pvull
y Pyull-Pyvull del pldsmido ph6. Todos estos fragmentos hibridan con la parte 5° codificante
del gen de la queratina BK6*, y los dos primeros lo hacen con el intrén de la BK6 (Fig. 11,
nétese que pAd estd clonado en Sall-EcoRI, mientras que pA6 lo estd en EcoRI-Sall, fig.
10). Estos fragmentos se subclonaron en M13 y se hicieron deleciones seriadas de ¢llos con

la exonucleasa Bal31. La figura 17 muestra la estrategia de secuencia de estos clones y las
distintas lecturas realizadas.

Feof?l ATG Pyvull Of hélice Bglll Pvull

0.2 kb

Fig. 17. Estrategia de secuencia del extremo 5’ del gen de la K6c. Las flechas
indican las distintas lecturas de secuencia que se hicieron de esta zona. La posicion
del primer intrén y el comienzo de la o-hélice estdn indicadas.

En total se secuenciaron unas 2000 pb del extremo 5' del gen de la queratina BK6c,
entre unos 600 pb de la zona 5’ no codificante, el primer exén y el primer intrén al
completo, y parte del segundo exdn. La secuencia de esta queratina, que se muestra en la
figura 18, presenta algunos rasgos notables. No se puede comparar por completo con la
BK6, por carecer de datos sobre la secuencia de esta iltima, pero sf se puede comparar con
las correspondientes zonas de la BK6* (Blessing y cols., 1987) y la queratina humana HK6b
(Tyner y cols., 1987). La figura 19 muestra la comparacién entre las secuencias del primer
exén de las queratinas K6* y K6c. Este exdn abarca toda la zona aminoterminal y el
comienzo de la o-hélice. Se puede observar que las dos proteinas son muy parecidas en esta
zona, habiendo entre sus genes sOlo seis cambios de base conservativos y cinco no
conservativos (96% de identidad). Ademds merece mencidn especial 1a existencia en la K6¢
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TTTATAAAAT
TACATACCTA
TTAGCTTCTG
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GCAAATGAGC
TGTGTGAGTT
CTGTACTCAG
AAAGGAAACC
GATGTGATCT
ACCTTCCAGG
GGGAAGCTCC
CGCTCCTTCC
CCGTGAAGAC
AGAGTCCCTG
CTCCAGGGGC
GCAGCCGCAG
GGGGGCAGCT
CTATGGCTTC
CTGGTAGTGG
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AGAGTGTAGA GGATATAAAA CGGATCATGA GAAATTAATT

CCAGTGATAG
CCTGTGGGAA
TAATTAATGA
TTGCTCTCCA
CTCAGTACAT
GCTGACTAAC
AGCTGTCAAMA
AAATATGCAA
CACTCTTTGT
ACTGAGCCCA
TCTTACAGAC
TCAGTCTCTG
CCAAAGCATC
GGGTGTGCCG
AGTGGCGGCC
CCTGTATGGC
GTGCCATCGG
GGGGGTGGAG
CTTTGGGCTC

GCATACAGAG
ATTTTGAGGA
CAAACATAAT
GGATTTCTGG
TTCACACACG
TCCCAGCTCA
GCTGGAAGGC
TCTTCACATT
AMBAGCCTGGC
GCCCATTTTC
CTGCTCCTCT
CTTCTTCAGG
AGCCGCAGGG
CTCTGGCTTC
TCGCTGGAGT
CTGGGGGGCT
TGGTGGATAT
CCGGGAGTGG
GGTGGTGGAG

GGTGGTCCTG GCTTCCCTGT GTGCCCCCCT
CGTCAACCAG AGTCTCCTGA CTCCCCTCAA
TCCAGCGGGT GAGGACTGAG GAGCGGACAG
GAGCAGATCA AGaccctcaa caacaagttt
gagctgggag catctgeccet agtggggatt
aactaagaga cctgttctac cggagggaga
gactcaggcey agetctecac tgggatacag
caggcagaag gtgatggaaa tcatttataa
gccaaggaaa tagtcacagt tcttgacaat
atgagagaat gcaatgagat ggcttgatct

ACCCATTTAT ATTGCAAATC
AAGCAAAAAA AAAGTCATGT
AATTATTATT GTAAGAAAAG
CTGGTGGGTG AAACACCAGG
AGCATTACAT GGAGAACCTT
GTGAGTTGAG ACTAGTCTTA
AGGAGAAATT TTCCCTGACT
TCTAACTTTC TAATAAACCA
CCTTCCCAAC CTGCAGGCTC
TCCATATATA AGCTGCTGCT
CAGCTCTGCA CTGCACCCCT
AACCATGTCT TGCAAATCCA
GCTTCAGTGC CGGCTCAGCC
AGCAGCGTGT CCCTGTCCCG
GTGTGGAGGA GCTGGCTTTG
CCAAGAGGAT CTCCATCGCA
GGCGGCAGAA TTGGAGTTGG
ATTTGGTTTT GGTGCTGGGG
CTGGCTTCGG AGGTGGCTTC
GGAGGCATCC AAGAGGTCAC
CCTGCAAATC GACCCCACCA
AGCATAGCCC CATCACAGTT
gtctccttea tegacaagagt
gcagagtgee caagagagce
ctcgggygag aggagggtgyg
gacaggttac atgtggaccc
ttactcatgg cececatteet
cctgaaggaa agaacaggaa
tctggatggt ctaagaagtt

aaaagggtat tgcagtggaa
tggaggaaag aaagcaaaaa
atatccataa ggactttgta
aagattaaat tcaatcatta
acatctgata tcecctttaac
aataggagaa aaatgctatg
gaggaagaca gaagggttga
gaggaggaac atctgacage
tggtgtaaag ctaaagagtc
gctetggagce agcgcagcac
tcaactcaca gataaccatce
GCAGAACAAG GTCGTGGACA
CCAGGACTGT GAGG

actgcatttg agtcatagat cgatgctgga
acaaaggagt tgaggaaaca actcaagtat
tcagcecggat tcatgcacta tatgggaaac
tagaattgga atctaatcat tagattataa
tgaggcatgt gctttgtaaa agctctgtge
ataaaatata tttgtgcttg ttecttgtcac
aagtcactga ctgacagtct ccataagtga
tccttgggaa acttggecat gagatctgtg
aggggagcag aactgtcagc ctctgtacag
caccagacca ccagatcage ctgggacttg
ttgttggctg cagGTCCGAT TCCTGGAGCA
CCAAGTGGAC CTTGCTGCAG GAGCAGGGCA

Fig. 18. Secuencia parcial de nucledtidos del gen de la queratina BK6c. El inicio de

traduccion estd en negrita y subrayado, y el intrén se representa en miniisculas. El
codon subrayado indica el inicio de la a-hélice.

pero no en la K6* de una duplicacién de cuatro aminodcidos (Gly-Phe-Giy-Gly) cerca del
inicio de la a-hélice. La comparacidn entre los genes de las queratinas bovinas K6* y Kéc
acaba aquf, pues no se conoce el resto de la secuencia del gen de la K6*,
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MetSerCylLysSerThrValLysThrGlnSerI1eSerArgArgGlyPhe

BK6c 635 ATGTCTTGCAAATCCA CCARAGCATCAGCCGCAGGGGCTT 684
il IIIIIIHI Illllllllll!lllllllllll Laddd)]

BK6* 672 ATGTCTTACAAATCCACTGTGAAGACCC AGCCGTAAAGG 721

Tyr Lys

SerAlaGlySerAIaArgValProG1yVa10ysArgSerGlyPheSer

S T

722 ||lléCCGGCTCAGCCAGAGT CCTTGGGGTGTGCCGCTCTGGCTTC 771

Leu

SerValSerLeuSerArgSerArgGlySerG1yGlyLeuAlaGlyVa1Cys
7135 GCGTGTCCCTGTCCCGCT CGGCCTCGCTGGAGT

784
!IIII!IIIIIIIIHIIHIIIIIIH IIHIIIIIIILHIIIIIII

772 GTGTCCCTGTCCCGCTCCAGGGGCAGCGGCGGCCTCCCTGEGAGTGTGT 821

GlyGlyAlaGlyPheGlySer rgSerLeuTyrGlyLeuGlyGlySerLys
785 GGAGGAGCTGGCTT CGCAGCCT! GGGGGCTC 834

T T

822 GGAGGAGCTGGCTTTGGCAGCCGCAGCCTCTATGGCCTGEGGGGCTCCARA 871

ArgIleSerIlehlaGlyclySerCysAlaI1eGlyG1yGlyThrGly
5 GAGGATCTCCATCGCAGGGGGCAGCTGTCGCCATCGGTCGGTGGATA 884

|||I|IIIIIIIHIII!IIIIHI!IIIIIIHIIIIIIIIIHIIHI

872 GAGGATCTCCATCGCAGGGGGCAGCTGTGCC TGGTGGATATGGCG 921

G1yhqulnclyvulalyTyrclyPhnalyolyolyhlualys.rulyph-
885 GCAGAATTGGAGTTGGCTATGGCTTCGGGGGTGGAGCCGGGAGTGG 934

S dULLLLLLLLLLL L TE T LT SNl

AGAATTGGAGTTGGCTATGGCTTCGGAGGTGGAGTCGEGGAGTGGATTT 971
Val

GlyPheGlyAlaGlyAlaG1ySerGlyPheGlyLeuclyGlyGlynlaGly
935 GGTTTTGGTGCTGGGGCTG TCGGTGGTGGAGCTGG 984

LT T e

2 GGTTTTGGTGCTGGGGCTGETAGTGGCTTTGGGCTCGGTGGTGGAGCT.. 1018

PheGlyGlyGlyPheGlyGlyProGlyPheProValCysProProGly
985 CTTCGGAGGTGGCTTCCGTGGTCCTGGCTTCCCTETGTGCCCCCOTGGAG 1034

VLU LT T

1019 ... i inne. GGCTTCGGTGGTCCTAGCTTCCCTGTGTGCC 1050
Ser

GlylleGinGluValThrvalAsnGlnSerLeul.euThrProLeuAsnleu
1035 GCATCCARGAGGTCACCGTCAACCAGAGTCTCCTCACTCCCCTCAACCTS 1084

4
GlnIleAspProThrileGinArgValArgThrGluGluArgThrGluHis

1085 CAAATCGACCCCACCATCCAGCGGGTGAGGACTGAGGAGCGGACAGAGCA 1134

SerProlleThrvValGluGlnlIleLysThrLeuAsnAsnLysPhevVal
1135 TAGCCCCATCACAGTTGAGCAGATCARGACCCTCAACAACAAGTTTGTCT 1184

SerPhelleAsplLys
1185 CCTTCATCGACAAGgQt. .. 1201

Fig. 19. Secuencia de la zona codificante del primer exén del gen de la queratina BK6c
(lineas superiores) y su comparacién con la zona equivalente de la BK6* para la que existe
secuencia (lineas inferiores). Las concordancias se indican por una linea vertical. Donde
existen cambios no conservativos se ha escrito también el aminodcido correspondiente a la
BKG*. El inicio de la a-hélice estd indicado con una flecha.
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La semejanza con la correspondiente queratina humana es menor. Las zonas 5’
codificantes de los genes de las queratinas HK6b y BK6c presentan una identidad del orden
del 78%. La figura 20 muestra la comparacién entre las secuencias aminoterminales de las
diferentes K6 conocidas por ahora. En la BK6c¢ se puede apreciar la existencia de 8 aa en
la frontera entre el extremo aminoterminal y el inicio de la a-hélice que no estdn presentes
en la secuencia de la K6b humana (Tyner y Fuchs, 1985). Sin embargo, en el lugar ocupado
por la duplicacién de cuatro aminodcidos Gly-Phe-Gly-Gly encontrada en el gen de la BK6*
aparece en el gen de la HK6b una secuencia Ala-Leu-Leu-Cys, mientras que, como hemos
visto, en el caso de la BK6* bovina esta secuencia no se halla presente. El resto de las
diferencias (muchas de ellas conservativas) entre HK6B, BK6* y BK6c estdn dispersas por
toda la secuencia, si bien parece haber algunas zonas en las que estas diferencias se
acumulan, como son los 38 primeros aa (8 de los 12 primeros aa son diferentes entre la
queratina humana y las bovinas), y los aa 79 a 96. Ademids, en todos los casos (salvo uno)
en que hay una diferencia de secuencia entre BK6* y BK6c, 1a secuencia de ésta iitima es
igual a la de la K6b humana, lo cual sugiere que la HK6b humana tiene m4s relacién con
la BK6c bovina que con la BK6*,

BK6* MSYKST-VKTQSISRKGFSAGSARVLGVCRSGFSSVSLSRSRASGUGLAGY 49
BK6c MSCKST-VKTQSISRRGFSAGSARVPGVCRSOGFSSVSLSRSRGSGGLAGY 49
HK6b MASTSTTIRSHSSSRRGFSASSARLPGVSRSGFSSISVSRSRGSGGLGGA 50

BK6* CGGAGFGSRSLYGLGGSKRISIAGGSCAIGGGTGGRIGVGYGFGGGVGESG 99
BK6c CGGAGFGSRSLYGLGGSKRISIAGGSCAIGGGTGGRIGVAYGFGGGAGSG 99
HK6b CGGAGFGSRSLYGLGGSKRISIGGGSCAISGGYGSRAGAGYGF-GGAGSG 99

BK6* FGFGAGAGSGFGLGGGA----GFGGPSFPVC 126
BEKéc FGIGAGAGSGFGLGGGAGFGGGFGGPGFPVCPPGRIQEVTVNQSLLTPLN 149
HK6b FGFGGGAGIGFOLGGGPALLC~FGGPGFPVCPPGGIQEVTIVNOSLLTPLN 149

4
BK6c LQIDPTIQRVRTQQRTEHSPITVEQIKTLNNKFVSFIDK 187
HK6b IQIDPAIQRIGAQQR-—————~—— EQIKTLNNKFASFIDK 179

Fig. 20. Comparacion de las secuencias de protetnas de las zonas aminoterminales
de las queratinas BK6* (Blessing y cols., 1987), HK6b (Tynery cols., 1985) y BK6c.

Cuando las tres son iguales, se muestran en negrita. La flecha sobre la iiltima fila
marca el inicio de la a-hélice.

3.1.2.9. Secuenciacién y comparacién de los intrones.

La comparaci6n entre el primer intrén del gen de la queratina BK6¢ y su equivalente
de la BK6 mostré una muy alta homologfa de secuencia entre ellos (fig. 21) y explicé por
qué se obtuvieron clones de la BK6¢ con una sonda para la BK6. Previsiblemente el primer
intrén del gen de la BK6* también estd conservado, ya que también fue identificado un clon
perteneciente a este gen mediante el uso de esta sonda. Sin embargo, al desconocerse su
secuencia no se puede especular sobre el grado de conservacién de éste.

En este trabajo se ha determinado toda la secuencia de este primer intrén en la
queratina BK6c y gran parte en la BK6. En las zonas en la que la comparacidn es posible
(unas 600 bases, casi todo el intrén menos el dominio central), 1a homologfa es de un 90%,



superior a la de la zona 3’ no traducida (80%), y ligeramente inferior a la de la zona
codificante secuenciada, lo que sugiere una importante funcién para este intrén. La
comparacién entre ambos se muestra en la figura 21. La bisqueda de motivos de unién a
protefnas reguladoras permitié encontrar algunas posibles secuencias de unién a la familia
de receptores de esteroides, hormonas tiroideas y RA (no se muestra), asi como algunos
sitios semejantes a secuencias de reconocimiento para AP-1 y AP-2. Curiosamente, todos
los sitios AP-2 y AP-1 salvo uno de estos Gltimos sufren alguna discordancia en su secuencia
entre los dos genes. La importancia de dichos sitios en la regulacion de la expresién de estos
genes estd por determinar, aunque se sabe que en el gen de la queratina 18 existe un
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erthancer con un sitio de reconocimiento AP-1 (Oshima y cols., 1990).

1i64

45

1214

93

1264

129

1314

178

1363

224

1406

Fig 21. Comparacion del primer intrén de los genes de las queratinas BK6 (arriba)
Y BK6c (abajo). En algunos casos en que no se ha podido determinar la secuencia
con seguridad se pone una N. La zona codificante ha sido traducida para la BK6c.
Las mitades 5’ de los intrones se muestran en esta pdgina, y las 3’ en la siguiente.
Se subrayan los sitios con homologla con las secuencias consenso para AP-1
(TCAGTCA) y AP-2 (GCCCAGGC). Nétese que en algunos casos estos elementos
estdn invertidos, es decir que el consenso estarfa en la cadena complementaria, que
no se muestra. La flecha indica el comienzo del espaciador 1A. La numeracién del

CTCNNCAACAAGN NNCCTCCTTCATCGACAATGTGAGCTGGGACGA

IIIH L LI LLLL L LU LT L] 1]

CCCTCAACAACAAGTTTGTCTCCTTC GACAAGGTGAGCTGGGAGCAT
LeuAlnAsnLysPhanlasanheI1enanys

TNCCCCAGT GGGATTGCAGAGTGCCCAAGA GCCAACTAAGAGACCT

b LLLLLLLLLL A LLLLEL LU LT L

CTG CCCTAGTGGGGATTGCAGAGTGCCCAAG GAGCCAACTRAGAGACCT

GGAGACTCNNNNNAGAGGAGGGT NNA TCAGGC. NGC

T UL LLELELLL

AGGGAGACTCGGGGGAGAGGAGGGTGGGACTCAGGCGAGC

TATCATGCTACATGT GACCCCAA AGAAGGT

T
N

A.CAGGTTACATGTGGACCCCAGGCAGAAGGT

?T TACTCATCCCTCACANCCACATTCCT CCAA

cdld] L LIELLLL T

....... GGCCCCATTCCTGCCAA

gen Ké6c es de acuerdo con la figura 13, la del gen K6 es arbitraria.

44
1213

92
1263
128
1313
177
1362
223

1405
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.ATGTGATT. 317

BKG& 274 ATCATTAGA%TATAA..CT&TGATATCCb- ARCTG
BTV Tt HHII
BK6c 1686 ATCATTAGATTATAAACATCTGATATCCC AACTGAGGCATGTGCTTT 173%
P10 CTMAEICIGIGEMTACEIGIAMISTATGNT aRTaC. TR 364
1736 GTALLAéC%CTGTGCAATAGGAGAAAAATGCT ATGATAAARAATATATTTGT 178%
265 GETTGTISTIGTCM S ASGATRGACAGOIAGETTORAG T ACIGACECR 414
1786 GCTTGTTCTTGTCACGAGG.AAGACAGAAGGGTTGAAAGTCACI Q xg; 1834
415 CAGT TCCA A CTGACAGCTCCTTGG 464
IIIIIHIIIIII IIHII IIIIIIIIIIII IIIIIH ||I|I1
183% CAGTCTCCATAAGTG ACATCTGACAGCTCCTT 1881
465 CT TGGCCATGAGATCTGTG GGTGTA ARACAGTC AGGGGAGCAGA £14
| IIII||IIlllIIlIIIIlIIIIHIIIIIH IIIIIIIHIIIIII
1882 TGGCCATGAGATCTGTGTG AGGGGAGCAGA 1931
515 TCAGCCTCTGTA CTCTGGAGCAGC ACCACCA 564
|IIIIIIiIIIII|I|IIII|I|I|I|I|II| IIIIIIIIIIIIIIHI
1932 CTGCTCAGCCTCTGTACAGGCTCTGGAGCAG GCACCACCAG 1981
565 CAOATCACCLTGEoGRC I TEMETEACAG T CENT T T TORCT 614
1982 CAGATCAGCCT. GCCT . GGGACTTGTCAACTCACAGATAACCATCTTGTTGGCTG 2030

VaIArgPheLeuGluGlnGlnAsnLysValLeuAspAanLysTrpThr
615 GCAGTCCGATTCCTAGAGCAGCAGAACAAGGTCCTGGACAACARGTGGAC 6

LULLELLLLE LR L ELEE DULELE T

2031 CAGGTCCGATTCCTGGAGCAGCAGARCAAGGTCGTGCACACCAAGTGGAC 2080

Leu Val Thr
LeuLeuGlnGluHisGlyThrArgThrValArgGlnAsnLeuGluPro
o e ermeenacss me
2081 CTTGC GGA GCAGGGCACCAGGACTGTGAGG

Gln

LeuPheGluGlnTyrIleAsnAsnLeuArgGluGln
715 TGTTCGAGCAGTACATCAACAACCTCAGGAGACAG 749

Continuacion de la figura 21 (ver pdgina anterior).
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3.1.3. ANALISIS DEL PROMOTOR DE Ké6c

3.1.3.1. Preparucion de los clones.

Como siguiente paso, nos propusimos caracterizar el promotor de la queratina Ké6c
con objeto de determinar en un principio las zonas funcionales de éste y comprobar
posteriormente si la regulacién de 1a expresién de los dos genes, BK6* y BK6c, se efectuaba
por el mismo mecanismo, es decir, si posefan secuencias reguladoras similares que
respondiesen a los mismos factores de transcripcion.

El estudio se realizé a partir del clon genémico A6, que posefa la mayor parte del
gen de la BK6c y unas 9 kb de la secuencia en 5’ (ver fig. 10), conteniendo presuntamente
los elementos reguladores del gen. La estrategia adoptada consistié en acoplar diversos
fragmentos de la secuencia 5’ del gen de la K6c¢ al vector pBLCAT3 (Luckow y Schiitz,
1987) conteniendo el gen de la cloramfenicol acetil transferasa (CAT) y comprobar
posteriormente la capacidad de estos fragmentos para actuar como promotor, dirigiendo la
expresién de este gen CAT en células eucaridticas (Gorman y cols, 1982).

Debido al gran tamafio de la zona 5° de este gen (aproximadamente 9 Kb) al igual
que a la inexistencia de ningin sitio de restriccién iitil en la zona cercana al punto de inicio
de la transcripcién que nos permitiese separar el promotor de la secuencia codificante, se
decidié realizar las construcciones para los ensayos de CAT en dos fases:

1.- Utilizacién de las =600 pb de secuencia conocida del promotor proximal para
obtener un fragmento de DNA que se extendiese hasta algiin punto cercano al inicio de la
transcripcion.

2.- Acoplamiento de este fragmento al resto de secuencia correspondiente a la zona
mas distal.

k

en S
3.1.3.1.1 Obtencion del promotor proximal

Para la obtencién de un fragmento de promotor proximal que se extendiese justo
hasta el inicio de transcripcién se decidi6 realizar deleciones parciales con las exonucleasas
Exolil y S1. Se partié de un subclon (procedente del clon pA6) que recibié el nombre de
K6cEP y que contenia un fragmento EcoRI-Pvull de aproximadamente 1 kb (ver figs. 10 y
1i. En esta ultima se representa el clon pA4, que es solapante con el clon pA6). Este
fragmento inclufa = 600 pb de secuencia 5’ inmediatamente adyacente a la zona codificante
del gen (incluyendo secuencias homélogas a 1a TATA box) y los primeros 250 pb de la zona
codificante. La figura 22A muestra la estructura del inserto de este clon y los sitios de corte
BamH] (sensible a la digestién con Exolll) y Sphl (protegido) necesarios para proceder a las
deleciones. Se determind primeramente que la velocidad de digestién de la enzima Exolll
para el DNA que estdbamos utilizando era de =35 nucle6tidos/minuto para una
concentracion de NaCl de 50 mM (esta velocidad varfa segin las caracter{sticas del DNA
y la concentracion de NaCl). Asf pues, se preparé la reaccién y se tomaron 20 muestras en
total a diferentes tiempos en el intervalo que va desde los 2’ 30°" a los 30", Tras ser
digeridas e inactivadas, estas alicuotas fueron religadas y transformadas en la estirpe
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EcoR/
l TR [car ] Pvull) BamH! , Sphi/HindIN
Smal
A Exolll
EcoRl CAP

8A

[ ]

B

Eci)j CAP
- 4.3
5.5

6.5
5.4
7.8
C

ACCTTCCAGG ACTGAGCCCA GCCCATTTTC TCCATATATA AGCTGCTGCT
GGGAAGCTCC TCTTACAGAC CTGCTCCTCT CAGCTCTGCA CTGCACCCCT
CGCTCCTTCC TCAGTCTCTG CTTCTTCAGG AAC catgtcttgcaaatce

D. '

bacteriana E. coli JM109. Se prepar6 DNA de dos colonias de cada placa positiva y se
digirié con las endonucleasas de restriccién EcoRI y Hindlll para comprobar el tamaiio de
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(PAGINA ANTERIOR) FIG. 22, Preparacién de la parte 5’ no codificante del gen
de la BK6¢c. El proceso se describe exhaustivamente en el texto. A). El clon K6¢cEP,
que contiene parte de secuencia 5’ del gen se digirié con las enzimas BamHI y Sphl
y se realizaron deleciones con Exolll y S1, para eliminar la zona codificante
(indicada por la flecha gruesa). B). Extensién de algunas deleciones de este clon a
distintos lapsos de tiempo, entre 2y 30°. A la derecha se muestra la fotografia de
la digestién EcoRI-Hindlll, y a la izquierda su extension relativa. C). Digestién de
otros clones pertenecientes a las deleciones 4 a 7. D). Secuencia del clon 4.4,
elegido para acoplar al gen CAT. La secuencia en mayisculas muestra la extensién
de la delecion, la de la derecha fen minisculas) indica la continuacion de la
secuencia de la BK6c. La TATA box y el codon de inicio de traduccion estdn en
negrita.

las deleciones en un gel de agarosa (Fig. 22B). Se seleccionaron las placas cuyas deleciones
tenfan un tamaio similar al deseado (deleciones 3 a 7, entre 6 y 9 minutos de digestidn). Se
preparé mds DNA de otras colonias procedentes de estas placas positivas seleccionadas, y
se corté y midid su tamafo como antes (fig. 22C). Aquellas cuyo tamafio estaba
comprendido entre 1a hipotética seiial de capping (determinada segin comparacién con la
secuencia del gen de la BK6*) y el inicio de traduccién fueron secuenciadas por una variante
del método de Sanger (Kraft et al, 1988). La delecién 4.4, que comprendfa justo hasta un
nucledtido antes del inicio de traduccién (fig. 22D), fue seleccionada para el trabajo
posterior.

3.1.3.1.2 Preparacién del promotor proximal

El siguiente paso consistid en el acoplamiento de esta zona 5 proximal no codificante
del gen de la BK6c al pldsmido pBLCAT3. Idealmente este clonaje se deberfa hacer en el
sitio del polylinker mds cercano al inicio del gen CAT, con objeto de a) no crear estructuras
secundarias que pudieran interferir con la transcripcién y b) dejar 1a mayor cantidad de sitios
de clonaje libres en el extremo opuesto del polylinker, lo que permitirfa posteriormente
incluir una mayor variedad de fragmentos de DNA para ensayar su capacidad activadora.

Como la delecién dejé disponible solamente un sitio Hindl1I (el més alejado del gen
CAT en el plasmido pBLCAT3), para subclonar este fragmento mds cerca del gen se
procedid a digerir el clon 4.4 con HindIlI y rellenarlo con la polimerasa de Klenow, de
forma que quedase un extremo romo, al cual posteriormente se ligé un linker BamHI
previamente fosforilado. Tras precipitarlo con perclorato para evitar el exceso de finker no

ligado se cortd el pldsmido con BamHI (extremo 5’} y EcoRlI (extremo 3°), y se cloné en
el vector pUCI18. Finalmente, la secuencia quedé asf:

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

tinker BamHI

BamHI es el tercer sitio de restriccién, por orden de distancia al inicio del gen, en el
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polylinker del plasmido pBLCAT3. De esta forma, las construcciones de fragmentos de
promotor pueden ser subclonadas en un sitio apropiado de pBLCATS3.

Sall EcoRl Ecofl Ecofil sell
A | | | | — O
EcoRl EcoRl teomi ¥ ™S EcoRl BamHl
| | ] L 1-600
+ /
EcoRl Ecofl EcoR| BamHl
t | | ‘
- , - KB05'(6kb)pUC
Bglll Sphl Hindlll  gamHi
L 1 ~t100
L o | —3000
I i ~4600
‘ J
sall EcoRl EcoRl BamH|
| ;o IK6c5'(10kb)p8B
Sall Xbal EcoRi EcoRI EcoRIlBamHI
¥hoal
- ! |- 7500
| I -10000
Boro (oven
{oar
Xhal [-TEDO) @
Bolll {4600} LPQ
Sphl [-3000) I :>
Hinditt (1100} = CAT
EcoRl (-830) CGAT
A5 [-532) CAT

A 26,1 {-314) —-'{'EAT__>

Fig. 23. Esquema del clonaje de las distintas deleciones del promotor del gen de la BK6c.
A) De arriba a abajo: a partir del clon gendmico N6 se prepararon dos pldsmidos,
conteniendo uno un fragmento EcoRI-EcoRI de 4.3 kb (clon 4.3) y otro la zona proximal (-
600, ver fig. 22). Estos dos insertos se ligaron para dar el pldsmido K6c5’(5kb)pUC.
Posteriormente se clond el fragmento Sall-EcoRl del clon N6 en Bluescript, y en el se
incluyé el inserto del pldsmido K6c5'(5kb)pUC para obtener otro pldsmido llamado
K65 (10kb)pBS que contenfa 10 kb de secuencia 5’ no codificante del gen. A partir de estos
dos pldsmidos se extrajeron fragmentos seriados de diferente longitud (1.1 a 10 kb) cortando
con BamHI y otra enzima de restriccion, y estos fragmentos se subclonaron en el vector
pBLCAT3 (B).
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3.1.3.1.3 Preparacién de los clones conteniendo la parte distal del promotor.

La figura 22 ilustra esquemdticamente el proceso en el que las parte en 5’ restantes
fueron religadas al fragmento de 5° anteriormente delecionado, con objeto de obtener toda
la secuencia del 5’ no codificante de este gen, separada de la secuencia codificante. Debido
a consideraciones respecto a los sitios de restriccién disponibles para efectuar los necesarios
clonajes, se prepararon dos pldsmidos conteniendo dos cantidades diferentes de zona 5’ no
codificante. Primeramente se obtuvo por digestiones parciales del clon genémico A6 un
fragmento EcoRI/EcoRI de 4.3 kb del 5’ distal y se subcloné en el pldsmido que contenfa
la secuencia del 5° proximal. Este pldsmido que contenfa las 5 kb de secuencia en 5’
inmediatamente adyacentes al inicio de la traducci6n recibid el nombre de K6¢5'(5Kb)pUC.

Para poder clonar el (iltimo fragmento Sall-EcoR1 junto con el resto del promotor,
y debido a que sus sitios de restriccién eran incompatibles con la estructura del polylinker
de pBLCAT3, se procedié a subclonar éste fragmento Sall-EcoRI en el vector Bluescript,
y posteriormente se le afiadié el resto del promotor procedente del clon K6c5'(5Kb)pUC.
A este pldsmido, que contiene las 10 kb de secuencia en 5’ de la BK6c, se le llamé
K6c5'(10Kb)pBS. Todos estos clonajes se comprobaron exhaustivamente mediante mapas
de restriccién e hibridaciones por Southern blot.

Finalmente, para preparar los clones definitivos, los pldsmidos K6c¢5'(SKb)pUC y
K6c5'(10Kb)pBS fueron escindidos con la endonucleasa de restriccion BamHI en el extremo
3’ de sus insertos y con las enzimas Hindlll, Sphl, Bglll (en el caso de K6c5'(5SKb)pUC)
y Xbal y Sall (para K6¢5’(10Kb)pBS) y ligados a vectores pBLCAT3 con los sitios de corte
adecuados. Los clones positivos fueron purificados por medio de centrifugacién en gradiente
de CsCl y se usaron para transfectar.

3.1.3.2. Actividad del promotor de la K6c.

Se abordd la identificacion de las zonas reguladoras en 5° del gen de la BKéc
mediante transfecciones con las construcciones arriba realizadas. Estas transfecciones se
realizaron en células de la linea BMGE+H, originaria de epitelio de gldndula mamaria
bovina y cultivada en presencia de hormonas (insulina, hidrocortisona y prolactina). Esta
linea expresa las queratinas BK6* y BK6c (pero no BK6, ver anteriormente), BK16, BK5
y BK14 (Schmid y cols., 1983). En la figura 25 se muestran algunos de los experimentos
realizados. Se observo que la actividad méxima era producida por el fragmento HindIII (-
1100) del promotor. La actividad del fragmento inmediatamente menor (EcoRI, -630) era
aproximadamente la mitad de la del fragmento -1100, sugiriendo la existencia de varias
zonas reguladoras responsables cada una parcialmente de la actividad transcripcional.
Cuando se ensayaban fragmentos de promotor mayores de -1100, la actividad disminufa (si
bien en un caso la delecién Sphl, -3000, daba una actividad similar a 1a del fragmento
Hindlll). La expresién en todos los fragmentos mayores fue muy baja, sugiriendo la
existencia de un elemento represor de la transcripcion que se encontrarfa al menos 1100 pb

por delante del inicio de la traduccién, esto es, en 5° del sitio de corte para Hindlll en -
1100.



Se realizaron nuevas
deleciones del promotor por el
método de fa Exolil-S1 antes
descrito, con objeio de
comprobar en qué punto se
perdia la capacidad activadora
del promotor de la Kéc. Estas
deleciones, llamadas O5.1 (-
526) y O25.1 (-330), ver
figura 23, mds la delecién
OPstl, que se extiende justo
hasta el sitio de corte Pstl en
la posicion -140 desde el inicio
de la traduccién, fueron
ensayadas junto con el
fragmento EcoRI (-60{}), que
hizo las veces de control. El
resultado (fig. 25) muestra que
basta con quitar unos 100 pb
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Fig. 24. Actividad CAT de las diversas deleciones del
promotor de la queratina K6c, expresada en porcentaje de
conversion CAT.

Bgtl
-4800

Xbal
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Sall
-10000

(delecién O5.1) para que la actividad caiga a un 30% de la del fragmento EcoRI, indicando
que este pequeiio trozo de secuencia contiene elementos importantes para la regulacién de
la actividad del gen de 1a BK6c. Las otras dos deleciones bajan ain m4s la actividad CAT,
lo que indica que existen més elementos implicados en la expresion de este gen en estas
regiones. En el apartado 3.3 se analiza 1a secuencia de la zona 5’ no traducida del gen de
la BK6c y se compara con la correspondiente zona del gen de 1a BK6*. Igualmente, a partir
de estas comparaciones y de los datos de CAT, se hacen algunas consideraciones sobre la
funcionalidad de algunas de estas secuencias.

P20 e e o e i ——

100

u]

Fall
~140

u2na
-314

D5.1
-632

Fig. 25. Actividad CAT de distintas deleciones del
promotor del gen de la K6c. Se expresa en porcentaje de
la actividad de la delecién EcoRI.

EcoRI
-830
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3.2. ELEMENTOS IMPLICADOS EN LA REGULACION DE LA EXPRESION DEL
GEN DE LA BK6*

En la segunda parte de este trabajo se ha abordado el estudio en profundidad de un
enhancer de otro de los genes de la familia de la queratina 6, el denominado BK6*.

3.2.1. Determinacion de los fragmentos del enhancer que unen proteinas nucleares.

Blessing y cols. (1989) identificaron un enhancer en el gen de Ia queratina BK6* y
lo acotaron en una zona de 425 pb. Este enhancer es especifico de tejido, ya que es funcional
en aquellas ifneas celulares en las que se expresa la queratina BK6* (BMGE+H y ATY),
pero no en las que no se expresa (3T3 y MDBK). El enhancer se halla limitado por dos sitios
de corte para las endonucleasas de restriccion HindIII (-670 del inicio de traduccion) y Xmnl
(-240). En el presente trabajo se ha estudiado cuales son los elementos responsables de esta
expresion.

Para ello, primeramente se prepararon tres pldsmidos que incluian toda la extension
de este enhancer: son los pldsmidos que incluyen los fragmentos HindIlI-Xholl (-670 a -350),
Xholl-Xmnl (-550 a -240) y Mnll (-620 a -460), en adelante, llamados HX, XX y Mnl,
respectivamente. El dltimo fragmento se solapa con los otros dos, abarcando una zona de
cada uno (fig. 26).

100 ph

Fig. 26. Estructura del promotor del gen de la queratina bovina K6*. La zona punteada
constituye el enhancer (Blessing y cols., 1987). Las tres lineas superiores representan los
Jragmentos utilizados inicialmente para el estudio del enhancer. B, Bgill. H, Hindlll. M,
Mnil. P, Pstl. S, Sau3A. Xb, Xbal. Xh, Xholl. Xm, Xmnl.

Se utilizaron inicialmente extractos nucleares procedentes de dos tipos de células: AT-
5 y BMGE+H. Estas dos lineas expresan elevadas cantidades de queratina K6 (en el caso
de ATS, su equivalente murino). En ambos tipos celulares este enhancer muestra similar
actividad (Blessing et al, 1989).

Se realizaron experimentos de retardo en gel (Fried y Crothers, 1981) con estos tres
fragmentos, con objeto de determinar cual de ellos era capaz de retener proteinas procedentes
de extractos nucleares. Estos extractos se realizaron por el método de Dignam y cols. (1983).
Los fragmentos se marcaron terminalmente con P y se purificaron segin se describe en
Métodos. Primeramente se determind el tipo y concentracién de catién que producia un
retardo dptimo. Se encontrd que una concentracién de 25 mM de NaCl rendfa una unién
mdaxima, disminuyendo ésta a concentraciones mayores (fig. 27). Se encontré igualmente que
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Fig. 27. Efecto de la concentracién de NaCl en la unién entre los Jragmentos HX y
Mnl del enhancer de la K6* con extractos nucleares de la lfnea celular ATS. Se
ensayaron concentraciones de NaCl entre 0y 100 mM en una mezcla de reaccién
segun se describe en métodos. El tridngulo sefiala la banda retenida.

mdxima, disminuyendo ésta a concentraciones mayores (fig. 27). Se encontré igualmente que
la adicidn del catién Na* daba los mejores resultados. Las uniones conseguidas en presencia
de K* eran de intensidad y nitidez ligeramente menores y la adicién de Mg** causaba la
degradacién de la muestra en extractos de células BMGE+H, probablemente debido a la

activacién de alguna nucleasa inespecifica contenida en estos extractos nucleares (no se
muestra).

Los experimentos mostraron que el fragmento HX era susceptible de ser retenido por
protefnas presentes tanto en el extracto nuclear de células ATS (fig. 28) como en el de
BMGE+H. Esta banda no era debida a unién inespecifica DNA-protefna, pues ademds de
efectuarse el retardo en presencia de una elevada cantidad del competidor sintético
inespectfico poli(d1dC)-(dIdC) (4 ug frente a =0.5 ng de sonda marcada), la unién era
competida por adicién de cantidades crecientes del mismo fragmento sin marcar (fig. 28,
calles 2-4), mientras que la adicién de la misma cantidad de otro fragmento de DNA no

relacionado como competidor inespecifico no tenfa ningiin efecto sobre la intensidad de la
banda retenida (no se muestra).

El fragmento Mnl se comport6 de forma similar: en ambos extractos nucleares se
producfa una banda retenida que era competida por la adicién de este mismo fragmento sin
marcar (fig. 29, calles 3-5), pero no por la adicién de una cantidad equivalente de un
fragmento inespecifico de DNA (no se muestra). Sin embargo, se debe resaltar el hecho de
que mientras que el fragmento HX produce una banda retenida de similar tamafio y
apariencia en ambos extractos nucleares (ATS5 y BMGE+H), en el caso del fragmento Mnl
la apariencia y movilidad de los complejos es diferente para los dos extractos, indicando



62

HX PX
= 10 50 200 10 200 -

OJLJ.--- —

hid“._--

1 2 3 4 5 7

Figura 28. Retardos en gel del fragmento HX del promotor de la K6* con 10 pg de
extracto nuclear de ATS. Se indica el exceso molar de competidor. Calle 1: sin
competidor. Calles 2-4: autocompeticién con el fragmento HX no marcado. Calles 5-
6: competiciones con el fragmento PX del promotor del gen de la BKS5. Calle 7: sin
extracto

posiblemente que en ambos tipos celulares distintas protefnas se unen a este fragmento (figs.
28 y 29).

En el gen de la queratina K5 bovina ha sido identificado un enhancer responsable de
la expresién de este gen en células BMGE+H y ATS (Casatorres y cols., en preparacién).
Para comprobar si la expresién de este gen se realiza mediante los mismos factores de
transcripcién que son responsables de la expresién del gen de la queratina BK6*, se
realizaron experimentos de competicién entre estos dos fragmentos HX y Mnl y el fragmento
de 300 pb HindIII-PstI (en adelante, HP) que contiene el enhancer de la queratina K5. Los
resultados mostraron que la adicién de un exceso molar de 200 veces del fragmento HP a la
mezcla de reaccién no lograba competir la unién de los fragmentos HX y Mnl con protefnas
de los extractos nucleares de células ATS y BMGE+H, como se evidencia por la no
alteracién de la intensidad de la banda retenida, demostréndose la existencia de factores
proteicos capaces de asociarse con el enhancer de la queratina BK6* pero no con el de la K5
(figs. 28, calles 5-7 y 29, calles 6-8). Experimentos complementarios, es decir, adicién de
estos fragmentos HX y Mnll del enhancer de 1a queratina BK6* como competidores de la
unién del enhancer de la queratina K5 a extractos nucleares, dieron resultados similares
(Casatorres y cols., en preparacién).

Ensayos similares de retardo en gel se efectuaron can el fragmento de 300 pb. XX.
Sin embargo, estos experimentos resultaron dificiles de interpretar, puesto que la banda

i 5
pE
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Figura 29. Retardos en gel del fragmento Mnl del promotor de la BK6* con 10 pg
de extracto nuclear de AT5 (A) o BMGE+H (B). Se indica el exceso molar de
competidor. Calle 1: Sin extracto. Calle 2: sin competidor. Calles 3-5:
autocompeticién con el fragmento Mnl no marcado. Calles 6-8: competiciones con el
Jragmento PX del promotor del gen de la BKS5.

retenida no aparecia de forma nitida, ni era claramente visible si competfa 0o no con otros
fragmentos del enhancer de la queratina K5. Debido a ello se decidi6 dividir este fragmento
en otros de menor tamaiio y estudiarlos por separado (ver més adelante).

3.2.2. Caracterizacién por footprinting de las zonas de unién.
Seguidamente se procedié a la realizacién de experimentos de footprinting para

determinar las secuencias exactas de estos fragmentos de DNA responsables de la unién a
factores de transcripcion y la posible identidad de estos factores.



Se ensayaron inicialmente
diversos métodos de preparacién de
extractos nucleares: Dignam y cols.
(1983), Schreiber y cols. (1989),
"miniextractos” de Lee y cols.
(1988). Se eligi6 finalmente el
método de Shapiro y cols. (1988),
modificado seglin aparece en
Métodos, por dar los mejores
resultados. Igualmente, se ensayd la
concentracién de KCl dptima para
el tratamiento con DNAsa 1,
resultando ser ésta de 40 mM. Para
cada fragmento marcado y cada
extracto celular se determind
empfricamente la cantidad de
DNAsa I necesaria para obtener una
digestion de <50% del fragmento,
considerada 6ptima. Esta cantidad
se hallaba, en general, entre 2 y 6
ng de DNAsa I por cada ug de
extracto nuclear. La presencia de
una potente nucleasa contaminante
en los extractos de lineas celulares
de origen bovino (BMGE+H,
BMGE-H y MDBK) oblig6 a afiadir
espermina y espermidina a los
tampones de extraccién de proteinas
para sustituir los cationes divalentes
que activan dicha nucleasa.
Igualmente fue necesaria la adicién
de varios inhibidores de proteasas
(ver Métodos).

En el fragmento Mnll se
encontr6 una zona protegida que
abarcaba aproximadamente los
nucledtidos -530 a -550 (fig. 30).
La observacién en detalle de esta
zona mostr6 que se hallaban

Fig. 30. Localizacién de los sitios de unién a protetna en el enhancer del gen de la
K6* (fragmento Mnll) por footprinting con DNAsa 1. Calles 1-3, sin protefnas y con
3, 10y 20 ng de DNAsa I, respectivamente. Calles 4-7, 50 pg de extracto nuclear de
BMGE+H con 50, 100, 200y 500 ng de DNAsa 1, respectivamente. M, marcadores
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Fig. 31. Localizacién de los sitios de

unién a protefnas en el enhancer del gen | 1 2 3 AG
de Ia' PK6* (fragmento Mnll) por - 00
Jootprinting con DNAsa 1. Calle 1, sin -~
protefnas, 10 ng de DNAsa 1. Calle 2, an o= =
100 pg de extracto nuclear de BUGE+H - -500
y 100 ng de DNAsa I. Calle 3, 100 ug de o~ 4 -
extracto y 200 ng de DNAsa 1. AG, — nt -'5'”3
marcadores de Maxam y Gilbert. Nétese
que esta figura es la cadena _520 c
complementaria de la figura 30. = T
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protegidos los nucleétidos -534 a -547 (fig 31). En esta zona protegida y bases adyacentes
se encuentra la secuencia 5’-GAAGGACATGTTCAAACAT-3’, que muestra varios rasgos
interesantes. A primera vista, se pueden encontrar tres secuencias casi palindrémicas, que
pueden tener importancia en la regulacion génica. Las bases que rompen el palindromo se
representan en mintscula, y la zona protegida estd subrayada:

. 540 . 530
5/~AGAAGGACATGTTCAAACAT-3'’

1 ATGTTcaAACAT

2 GgACATGTtC

3 GAAggacatgTTC

La primera de ellas, ATGTTcaAACAT, no es semejante a ninguna otra secuencia de
reconocimiento de factores de transcripcién presente en la bibliograffa que hemos reyisado.
Es un palindromo perfecto en torno al par de bases centrales CA, y desconocemos si puede



66

tener algin valor en cuanto a la regulacién de este gen.

Solapadas con esta secuencia, se pueden encontrar otros dos palindromos. Uno de
ellos es GgACATGTC, un sitio de corte reconocido por las endonucleasas de restriccién
AfMIL y Nsp75241. El otro es la secuencia aGAAggacatgTTCa, que pese a no ser un
palindromo perfecto, tiene un alto parecido con los consensos de las secuencias de
reconocimiento de los receptores de hormonas esteroides, particularmente de glucocorticoides
(Beato, 1989):

GRE: GGTACANNNTGTTCT
K6*: AGAAGGacaTGTTCA

El hecho de que existan varios palindromos en la misma zona del gen sugiere que
podrian existir diferentes factores de transcripcién que compitiesen por sitios superpuestos.
Esta posibilidad estd por probar.

Igualmente se encontré en el fragmento Mnl una segunda zona protegida comprendida
entre los nucleétidos -580 y -592, y cuya secuencia era 5'-CCCCAATTCCCAG-3’. En esta
zona protegida y las bases inmediatamente adyacentes existen dos secuencias CCAGGC en
tandem que tienen una alta homologfa con el sitio consenso de reconocimiento para AP-2,

GCCCCAGGC (Willinms y colg,, 1988), variaciones del cual se han encontrado en los genesr
de las queratinas HK 14 (Leask y cols., 1990) y XK81A1 (Snape y cols., 1991):

. -590 . 580 . -570
57 -CCCCAATTCCCAGGCCAGGCCACCAGGAAGGC-3’
TTCCCAGGC
AGGCCAGGC

El fragmento HX comparte los nucleétidos que van desde -550 a -620 con el
fragmento Mnl, y consecuentemente se encontré en €l también la zona protegida entre -580
y -592 (Fig. 32). En algunos casos, pero no siempre, aparecié también una segunda zona
protegida, situada aproximadamente entre los nucledtidos -600 y -610. En esta zona (-601
a -613) existe un palindromo imperfecto GtGtCATGtCcC que también tiene cierta semejanza
con las secuencias de reconocimiento de los receptores de hormonas esteroides.

3.2.3. Preparacion y andlisis de nuevos fragmentos del promotor de BK6*,

Se decidié seguidamente estudiar el resto del promotor proximal, con objeto de
determinar si existfa algtn otro sitio capaz de unir factores de transcripcién en el enhancer
del gen de la queratina BK6* o en la zona que se encuentra entre éste y el punto de inicio
de la transcripcién. Para ello, se partié de un clon (178) construido por Angel Ramirez (este
laboratorio) en el vector pPolylll, conteniendo un fragmento de 2.2 kb del promotor de la
BK6*, que se extiende desde la diana de restriccién para la enzima Bglil que se encuentra
justo en la sefial de capping hasta 1a siguiente diana Bg/II, 2.2 kb mds arriba. Se corté este
pldsmido con Xhol y Hindlll, y tras purificar en agarosa de bajo punto de fusi6n un
fragmento de 600 pb, se redigirié éste con Sau3A. Los fragmentos resultantes fueron
clonados en el vector pUC18 digerido con BamHI. Se seleccionaron los clones por color y
los positivos fueron cortados con Pvull para determinar el tamafio del inserto. Aquelios
clones cuyos tamafios coincidian con los esperados fueron secuenciados por el método de
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Kraft y cols. (1988), y se eligieron cuatro clones que
abarcaban toda la extensién del promotor, hasta el sitio XAoll
en -550. Este sitio marca el final del fragmento HX, ya
ensayado. La figura 33 indica la localizacién y tamafio de los
distintos fragmentos clonados de este promotor. Dos de estos
fragmentos (llamados, por su tamafio, 195 y 85) se
encuentran dentro de la zona definida como enhancer. Otro
(fragmento 95) cubre solo una parte final del enhancer, y un
iltimo fragmento (105) se halla totalmente fuera de él, y
adyacente al punto de capping. Los fragmentos 195, 85 y
parte del 95 abarcan en conjunto la extensién del fragmento
Xholl-Xmnl, que se comportaba de forma extrafia en ensayos
de retardo en gel (ver anteriormente). El fragmento 195
incluye a su vez la parte del fragmento Mnl en la que se
encuentra la secuencia protegida que va desde -510 a -550.

Todos los fragmentos clonados fueron separados del
vector, marcados terminalmente y ensayados en experiméntos
de retardo en gel con extractos nucleares de células
BMGE+H.

El fragmento 195, que contiene la parte del fragmento
Mnll que da un footprint, produjo una banda retenida de
débil intensidad en los ensayos de retardo en gel (fig. 40,
calle 2). En los consiguientes experimentos de footprinting se
obtuvo una zona protegida cuya localizacién coincidia con la
del fragmento Mnl (-533 a -548, fig. 34). El footprint
producido en esta zona era bastante débil, pero reproducible.
Esta debilidad puede deberse a una unién DNA-protefna
deficiente motivada por la posicién de la secuencia protegida
justo al lado del polylinker del vector. Probablemente sea
necesaria una determinada secuencia adyacente a la zona
protegida para lograr una buena unién protefna-DNA. Otros

resultados parecen avalar esta hipétesis (ver més adelante). -

El fragmento 85 también produjo una banda retenida
de intensidad notable en los experimentos de retardo en gel
con extractos nucleares de células BMGE+H (fig. 35). Se
realizaron experimentos de footprinting con este fragmento

Fig. 32. Localizacién de los sitios de unién a
protefna en el enhancer del gen de la BK6*
(fragmento HX) por footprinting con DNAsa 1. Calle
1: control. Calle 2: 100 pg de extracto nuclear de
BMGE+H,
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Fig. 33. Clonacién de fragmentos del promotor de la queratina bovina K6*. La zona
recuadrada representa el enhancer y las lneas inferiores los distintos fragmentos clonados

para el estudio del mismo. Stmbolos como en la figura 26.

Fig. 34. Footprinting del fragmento 195 del
promotor de la K6*. Calles 1-2: controles sin
protetna, 10y 15 ng de DNAsa 1. Calles 3-6:
100 pg extracto de BMGE+H; 100, 200, 300
y 400 ng de DNAsa 1.

(fig. 36) y se encontr6 que era capaz de dar una
zona protegida de unos 23 nucledtidos de
extensién, comprendida entre las posiciones -307
y -330 y que inclufa una secuencia TGACTAA
similar al consenso para AP-1 (Angel y cols.,
1987), indicando la implicacién del complejo
Fos-Jun en la regulacién de este gen.

El fragmento 95 produjo un retardo en gel
mds débil que los producidos por los anteriores
fragmentos (fig. 35), indicando que su capacidad
de unir de forma especifica proteinas nucleares de

las células BMGE+H es inferior. La secuencia

del fragmento 95 .muestra que en €l se haya el
motivo AAACCAAA, coincidente con el
consenso AAPuCCAAA, que se encuentra en
varios genes expresados en epidermis, como el de
la involucrina (Eckert y Green, 1986) y
numerosas queratinas (ver Blessing y cols., 1987
para una revisién) y papilomavirus. Se ha
propuesto que este consenso es una secuencia
especffica de genes expresados en epidermis,
llamada "caja epidérmica” (Blessing et al, 1987).
Los consiguientes experimentos de footprinting
realizados con este fragmento resultaron en una
disminucién de la intensidad de las bandas
precisamente en la zona donde se encuentra la
"caja epidérmica” (fig. 37). Este hecho demuestra
que la "caja epidérmica" puede tener alguna
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funcién en la regulacién de los genes expresados en epidermis.
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Fig. 35. Retardos en gel de los fragmentos --
85 del enhancer del gen de la BK6* (calles - -
1-3), y 95, fuera del enhancer (calles 4-6). '.
Calles 1y 4 sin extracto, calles 2y 5 con - \
10 pg de extracto nuclear de BMUGE+H, S -
calles 3y 6 con 20 pg. '
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Fig. 36. Footprinting del fragmento 85 | ;5: =

del enhancer del gen de la K6*. Calles | ewme—-ee -

1-2: sin Protefna. 5y 10 ng de DNAsa 1. [ At |
-

Calles 3-6: 100 ug de extracto nuclear de l ; —
BMGE+H, 75, 100, 200y 300 ng de DNAsa 1. | RS A
AG: marcadores de Maxam y Gilbert.

Igualmente, el fragmento 105 posee una secuencia ATCTGCAGGCT que tiene una
gran similitud con las secuencias ACCCTGCAGGCT del gen de la queratina de X. laevis
XK81A1 (Snape y cols, 1990) y GCCTGCAGGC del gen de la queratina humana K14 (Leask
y cols, 1990), muy similares al consenso para el factor AP2 (CCCCAGGC), implicado en
la regulacién de éstas queratinas. Sin embargo, este fragmento 105 no fue capaz de unir
ninguna protefna de extractos nucleares de células BMGE+H, indicando que esta secuencia
no tiene ninglin papel en la regulacién del gen de la queratina BK6*, y sugiriendo que la
secuencia AP-2 implicada es la que se encuentra entre -580 y -592, que sf es protegida en
experimentos de footprinting. '
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Para corroborar los datos obtenidos en los ensayos de retardo en gel, se realizaron
experimentos de footprinting con este fragmento 105, incapaz de producir retardo con
extractos nucleares de células BMGE+H. En ningiin caso se observé ninguna region
protegida (no se muestra). Sin embargo, no se puede descartar que exista algin elemento
regulador no detectado, pues en este mismo fragmento se encuentra la TATA box, que
tampoco di6 ningtin retardo en gel ni footprint positivo.

Fig. 37. Footprinting del fragmento

= S | 95 del promotor del gen de la BK6*
m | (fuera del enhancer). Calles 1y 2,
controles sin protefna, 5y 15 ng de
! g —180 | DNAsa 1. Calles 3y 4, 70 pg de
= 8 150 - extracto nuclear de células
e Ie | BMGE+H; 150y 300 ng de DNAsa
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Fig. 38A. Esquema de los fragmentos del promotor de la BK6* y los footprints en él

encontrados. RARE: elemento de respuesta a dcido retinoico. E-box: caja epidermal.

La figura 38 (A y B, esta pdgina y la siguiente) resume todas las zonas pr(')tegidas
encontradas en la parte 5’ no codificante (incluyendo el enhancer) del gen de la queratina BK6*:.

.
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Figura 38B. Secuencia de nucledtidos del promotor del gen de la BK6*. La zona definida
como enhancer se extiende desde la posicion -672 a la -246 (flecha). Se representan en

negrita las zonas protegidas, y subrayadas aquellas que, pese a no ser protegidas, son
comentadas en el texto.

3.2.4. Competiciones.

Para intentar acotar mds cuales son las zonas responsables de !a unién de factores
proteicos al promotor de la queratina BK6* e identificar tentativamente estos factores, se
realizaron competiciones con los fragmentos que eran capaces de dar una banda retenida en
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experimentos de retardo en gel con extractos nucleares d¢ BMGE+H

El fragmento 85, conteniendo el hipotético sitio de unién para AP-1, era
eficientemente competido por un oligonucle6tido contenteniendo un sitio AP-1, pero no por
un competidor carente de sitios de unién para AP-1, como era el fragmento HX. La adici6n
de un fragmento con un sitio de unién probado para AP-1, como el fragmento PX del
enhancer de la queratina bovina K5 (Casatorres y cols., manuscrito en preparacion) era capaz
de competir esta uni6n, aunque no de forma tan eficiente como el mismo fragmento 85 (Fig.
39), indicando la posibilidad de que dentro del complejo AP-1 puedan ser distintas las
proteinas Fos y Jun que se unen a esta secuencia en los dos genes.

Fig. 39. Competicién de la unién del 1 2 3 4 5 6 7
Jragmento 85 del enhancer de la K6*

(calle 1) con un oligonucleétido

conteniendo un sitio AP-1 (calles

2-3), el fragmento PX del promotor h“

de la K5 (calles 4-5) 6 el fragmento

HX del enhancer de la K6* (calles

6-7). Debajo se indican los excesos

molares de cada competidor.

o G () (e () ()

25 100 25 100 25 100
AP-1 PX HX

Se comprobé seguidamente si en el fragmento 195 habfa alguna otra zona capaz de
unir alguna protefna de células BMGE+H. Los experimentos mostraron que este fragmento
es competido con igual eficiencia por el fragmento MnlI y por sf mismo, indicando por tanto
que no existe ningiin otro factor nuclear en la linea BMGE+H capaz de interaccionar con
alguna otra parte de este fragmento diferente de la comin a 195 y Mnl (Fig. 40). Apoyando
este resultado, este fragmento era incapaz de ser competido por un oligonucledtido sintético
conteniendo un sitio consenso para AP-1, pese a la existencia en la zona 3’ del fragmento
de una secuencia TGAGTAA similar a este consenso. Esta secuencia, por tanto, no parece
ser funcional en el enhancer de la queratina BK6*.

El fragmento HX es capaz de ser eficientemente compétido por el fragmento Mnl, con
una eficiencia incluso similar a la del mismo fragmento HX (fig. 41), lo que indica que la
secuencia responsable de la unién a protefnas se halla en los 90 pb que comparten ambos
fragmentos y confirma los resultados positivos obtenidos en los foorprints. El fragmento 85,
que contiene un sitio AP-1, no es capaz de competir con el HX, y con el fragmento 195, que
comienza justo cuando acaba el fragmento HX, aunque no se puede decir que exista una
verdadera competicién sf se puede apreciar una ligera disminucién en la intensidad de‘la
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Fig. 40. Competicién de la
union del fragmento 195 del
enhancer de la K6* (calle 2)
consigo mismo (calles 3-4),
con el fragmento Mnlil del
enhancer de la K6 (calles 5-6)
6 con un oligonucleétido ,
conteniendo un sitio AP-1 - H

(calle 7). Calle 1, sin -H HHH -
extracto. Debajo se indican

los excesos molares de cada 25 100 25 100 100
competidor. 195 Mnl AP-1

25 100 25 100 25 100 25 100

HX Mnl 195 B85
Fig. 41. Competicién de la unién del fragmento HX del enhancer de la K6* a extractos
nucleares de BMGE+H (calle 2) por un exceso molar de 25 6 100 veces de s{ mismo
(calles 3-4), el fragmento Mnl (calles 5-6), 195 (calles 7-8) y 85 (calles 9-10). Calle 1,
sin extracto.

banda retenida, lo que tal vez podrfa significar que la secuencia de unién a protefna est4
cerca o incluye este sitio de restriccién Xholl, comin a ambos fragmentos, y alguna
secuencia residual presente en el fragmento 195 pero no en el HX es capaz de interferir en
esta unién. El hecho de que el fragmento 195 presente en la zona comprendida entre -533
y -548 un footprint mds debil que el que se da en 1a misma zona del fragmento Mnl también
sugiere que es necesaria una cooperacién de esta zona con el elemento AP-2 cercano.
Alternativamente, otra explicacién posible serfa que alguna secuencia de la zona protegida
dentro del fragmento 195 fuese capaz de unir AP-2 con baja afinidad. '
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Fig. 42. Competicién de la unién del fragmento Mnl del enhancer de la K6* a extractos
nucleares de BMGE+H (calle 2) por un exceso molar de 25 6 150 veces de s{ mismo
(calles 3-4), el fragmento HX (calles 5-6), 195 (calles 7-8) y 85 (calles 9-10). Calle 1, sin
extracto.

El fragmento Mnl (fig. 42), por el contrario, presenta un comportamiento
sorprendente. Es competido con la misma eficiencia tanto por sf mismo como por el
fragmento HX, y un poco menos eficientemente por el 195. Sin embargo, no es competido
en absoluto por el fragmento 85. El hecho de que ambos fragmentos Mnl y HX sean capaces
de competir es tanto més sorprendente cuanto que los footprints obtenidos anteriormente con
este fragmento se hallan localizados cada uno en la zona que corresponde a cada uno de los
fragmentos HX y 195, es decir, que los dos competidores no comparten secuencia. Esto
puede interpretarse si consideramos que la unién de AP-2 a su secuencia es més fuerte por
abundancia o afinidad) que la del elemento que se une a la otra secuencia protegida, con lo
cual este elemento, presente en el fragmento 195, es incapaz de competir por completo la
unién de AP-2.

3.2.5. Actividad de los fragmentos del enhancer de BK6*.

Para evaluar el significado de estos hechos decidimos determinar la importancia
funcional relativa de cada uno de estos fragmentos del enhancer mediante ensayos de CAT.
Para ello se prepararon tres pldsmidos en el vector pPBLCAT2, que incluye el promotor del
gen de la timidina quinasa (TK) del virus herpes simplex (Luckow y Schiitz, 1987),
conteniendo los fragmentos HX, Mnl y 85 del enhancer de la queratina BK6*. Igualmente
se prepar6 otro pldsmido que incluye en este mismo vector el fragmento EcoRI/Xmnl, que
abarca el enhancer del gen de la BK6* y unos 200 pb en 5’ de éste. Las construcciones
fueron transfectadas por el método del fosfato célcico y los resultados normalizados por
cotransfeccién de un pldsmido conteniendo el gen LacZ bajo el control del promotor de la
B-actina y posterior determinacién de la actividad B-galactosidasa. El resultado (Fig. 43)
mostré que el fragmento 85, que contiene el sitio AP1, era capaz de alcanzar la mayor parte
(85%) de la actividad del enhancer. El fragmento HX posefa una pequefia parte de la
actividad (35%), y el fragmento Mnl una minima parte (20%). '



queratina en ambos tipos de epitelios,
intentamos determinar seguidamente si las
secuencias del enhancer del gen de la BK6*
implicadas en la unién a factores de
transcripcién eran las mismas en células
BMGE+H y en células de origen
epidérmico. Debido a la inexistencia de
lineas celulares originarias de epidermis de
vaca, se utilizaron las células PB,
originarias de epidermis de ratén. Se
prepararon extractos nucleares de estas
células y se comprobé su funcionalidad
mediante ensayos de retardo en gel, tras lo
cual se realizaron experimentos de
Jootprinting con todos los fragmentos de
DNA del promotor de la BK6* utilizados
anteriormente en su caracterizacién. Los
resultados fueron en su inayorfa similares a
los obtenidos con los extractos nucleares de
células BMGE+H. Aunque menos nftidas,
debido probablemente a problemas en la
obtencién de los extractos, se encontraron
en células PB las mismas zonas protegidas
que en células BMGE+H: una zona
conteniendo una secuencia de
reconocimiento para AP-1 en el fragmento
85 (fig. 46) y una amplia zona comprendida
aproximadamente entre las posiciones -530
y -550 en los fragmentos Mnll y 195 (figs.
47B y C), que incluye el elemento de
respuesta a dcido retinoico.

El presunto elemento AP-2, situado
en el fragmento HX entre los nucledtidos -
580 y -592 apareci6 con bastantes
dificultades (no se muestra). Sin embargo,
parece bastante probable que este elemento
sea en realidad reconocido por los extractos
nucleares de células PB y que la deficiente
proteccion se deba, como en los otros
casos, a problemas del extracto proteico,
pues este fragmento 95 presenta un buen
retardo en gel (no se muestra) y en toda la
extensién del fragmento no aparece ninguna
otra zona de posible proteccion.
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Fig. 46A. Footprint del fragmento 85 del
enhancer del gen de la BK6* con extractos
nucleares de células PB. Calles 1y 2: sin
proteina, 5y 10 ng de DNAsa 1. Calle 3: 100
pg de extracto, 300 ng de DNAsa I. Calle 4:
100 pg de extracto, 600 ng de DNAsa 1. Calle
3: 150 pg de extracto, 600 ng de DNAsa 1.
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el elemento en cuestiéon responde a 4cido 100

retinoico, y no a glucocorticoides. .
Estos resultados son contradictorios BQ oo

con los recientemente publicados por sl o

Stellmach y cols. (1991), quienes 7 .

encontraron que la expresién de la queratina N — / v o ...

HK6 disminufa tras la adicién de 4cido . /

retinoico. Para confirmar nuestros o ;

. P d Recaptor - RAR aRr
resultados, estudiamos la respuesta al 4cido —— suM R EZ3 uM O

retinoico del enhancer completo (fragmento  Fyg, 44. Efecto de la cotransfeccion de RARa
EcoRI/Xmnl) y los fragmentos HX y Mnl y GR en el fragmento Mnll del enhancer de la
del enhancer. Para ello se cotransfectaron BK6*, con y sin adicién de hormonas. La
estos fragmentos dirigiendo la actividad del  gerividad se  expresa en  porcentaje  de
gen CAT junto con el receptor RARa y tras  conversion CAT.

la transfeccion se afiadié 4cido retinoico a
una concentracion de 1 uM. Se observo que *°
la cotransfeccion con RARa y posterior
adicién de 4cido retinoico producia una
estimulacién de tres veces en la actividad
CAT del fragmento Mnl, mientras que
también disminufa tres veces la actividad
CAT del fragmento HX y unas dos veces y
media la del enhancer completo (fig. 45).
Estos resultados sugieren que en el
fragmento Mnl existe un sitio de
reconocimiento para el receptor del RA que Clnora  BZ A 1um .

es activado por el tratamiento con este Fig. 45. Efecto de la adicion de RA a distintos
compuesto. Sin embargo, también existe un fragmenios del enhancer del gen de la BK6*
efecto inhibidor que se realiza a través de cotransfectados con RARa. La actividad se
otros sitios de unién para este receptor, 'Mide en porcenigje de conversion CAT.
presumiblemente el sitio AP-2  del

fragmento HX (y esa es la causa de que la actividad del fragmento HX disminuya). En el
fragmento Mnl el efecto negativo sobre el sitio AP-2 queda atenuado o anulado por el efecto
positivo que se da sobre el supuesto elemento de respuesta a dcido retinoico, que se encuentra
en el fragmento Mnl pero no en el HX. De forma similar, existe un efecto negativo que se
da sobre el enhancer completo y que es mas potente que el efecto activador sobre el
fragmento Mnl. Este efecto negativo debe estar posiblemente mediado por otros sitios del
enhancer que reconocen al receptor del dcido retinoico, probablemente el sitio AP-1,
responsable de la mayor parte de la actividad del enhancer, y del que se sabe que puede
interaccionar con el dcido retinoico (Schiile y cols., 1991).

Mnl Eco-Xmni

3.2.7. Factores que se unen al promotor de la BK6* en lineas epidermicas.

La queratina K6 es expresada en epitelios estratificados, algunos de ellos internos
(como por ejemplo eséfago y lengua), y otros de 4reas epidérmicas (hocico y almohadilla de
la pata en vacas, planta de pies y manos, epidermis sometida a diversos estimulos, etc.). Con
objeto de profundizar en las posibles diferencias en la regulacion de la expresién de esta



queratina en ambos tipos de epitelios,
intentamos determinar seguidamente si las
secuencias del enhancer del gen de la BK6*
implicadas en la unién a factores de
transcripcion eran las mismas en células
BMGE+H y en células de origen
epidérmico. Debido a la inexistencia de
lineas celulares originarias de epidermis de
vaca, se utilizaron las células PB,
originarias de epidermis de rat6n. Se
prepararon extractos nucleares de estas
células y se comprobé su funcionalidad
mediante ensayos de retardo en gel, tras lo
cual se realizaron experimentos de
Jootprinting con todos los fragmentos de
DNA del promotor de la BK6* utilizados
anteriormente en su caracterizacion. Los
resutiados fueron en su inayoria similares a
los obtenidos con los extractos nucleares de
células BMGE+H. Aunque menos nitidas,
debido probablemente a problemas en Ia
obtencién de los extractos, se encontraron
en c€lulas PB Jas mismas zonas protegidas
que en células BMGE+H: una zona
conteniendo una secuencia de
reconocinmiento para AP-1 en el fragmento
85 (fig. 46) y una amplia zona comprendida
aproximadamente entre las posiciones -530
y =550 en los fragmentos Mnll y 195 (figs.
47B y (), que incluye el elemento de
respuesta a 4cido retinoico.

El presunto elemento AP-2, situado
en ¢l fragmento HX entre los nucle6tidos -
580 y -592 aparecié con bastantes
dificultades (no se muestra). Sin embargo,
parece bastante probable que este elemento
sea en realidad reconocido por los extractos
nucleares de células PB y que la deficiente
proteccién se deba, como en los otros
casos, a problemas del extracto proteico,
pues esie fragmento 95 presenta un buen
retardo en gel (no se muestra) y en toda ia
extension del fragmento no aparece ninguna
otra zona de posible proteccién.
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Fig. 46A. Footprint del fragmento 85 del
enhancer del gen de la BK6* con extractos
nucleares de células PB. Calles 1y 2: sin
proteina, 5y 10 ng de DNAsa 1. Calle 3: 100
ng de extracto, 300 ng de DNAsa 1. Calle 4:
100 pg de extracto, 600 ng de DNAsa I. Calle
3: 150 pg de extracto, 600 ng de DNAsa 1.
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Fig. 47. Footprintings de diversos fragmentos del enhancer del gen de la BK6* con
extractos nucleares de células PB. B) Fragmento Mnl. C) Fragmento 195. Para ambos
JSfragmentos: Calles 1y 2: sin protefna, 5y 10 ng de DNAsa 1. Calles 3 y 4: 100 pg de
extracto, 300 y 600 ng de DNAsa I, respectivamente (en la figura 47B no hay calle 4).

En lo que se refiere a la "caja epidérmica” situada entre -220 y -237 que aparecfa con
dificultad en extractos nucleares de células BMGE+H (véase fig. 37), en extractos de células
PB ésta volvié a aparecer (fig. 48), si no tan claramente como las demds secuencias
protegidas sf con més nitidez que con los extractos de BMGE+H, sugiriendo que la protefna
que se une a esta zona es méis abundante en células PB que en BMGE+H. La TATA box, sin
embargo, continud carente de proteccién (no se muestra).
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Fig. 48. Footprinting del fragmento 95 del promotor del
gen de la BK6* con extractos nucleares de células PB.
Calle 1: sin protefna, 10 ng de DNAsa 1. Calle 2: 100 pg
de extracto, 300 ng de DNAsa 1.
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4.1. DISCUSION Kéc

En el presente trabajo se ha intentado avanzar en el conocimiento de la estructura y
regulacién de la minifamilia de genes de la queratina K6 bovina, partiendo de la experiencia
previa de que tanto en humanos como en bovinos existe mds de un gen para esta queratina.
Por ello, este trabajo consta de dos partes bien diferenciadas, pero relacionadas eptre ellgs:
por un lado se han identificado Jas secuencias del enhancer del gen de la queratina bovina
K6* implicadas en la funcionalidad de este enhancer especffico de tipo celular. Por otro
lado, se ha identificado y caracterizado un gen que codifica una nueva queratina llamada
BK6c, estrechamente relacionada con la BK6* y la BK6.

4.1.1. La queratina 6: una minifamilia de genes.

En lo que respecta a la identificacién del gen de Ia Kéc, se realiz6 una bisqueda en
una genoteca bovina con una sonda perteneciente al primer intrén del gen de la queratina
K6 y se aislaron varios clones solapantes entre ellos que inclufan un nuevo gen diferente de
los de las queratinas K6 y K6* (que también fueron de nuevo identificados). Este gen
codificaba una nueva proteina perteneciente a la familia de las queratinas. El gen aislado fue
capaz de hibridar con la zona 5’ codificante de la queratina K6*, al igual que con la zona
3" codificante de la queratina K6. Sin embargo, no fue capaz de hibridar con la zona 5’ no
codificante del gen de la queratina K6*, donde se encuentra la regidn reguladora (Blessing
y cols, 1989), indicando que, aunque relacionado, es un gen distinto. Experimentos de
hibridacién DNA-RNA demostraron que este nuevo gen es abundantemente transcrito tanto
en el animal in vivo como en lineas celulares en cultivo, y su patrén de expresién parece
correlacionar bien con el de la queratina bovina K6*. Igualmente, los datos procedentes del
andlisis parcial de la secuencia de este gen indican que la protefna que codifica estd
estrechamente relacionada con las dos queratinas BK6 y BK6*. Debido a todo esto, ha
recibido el nombre de queratina K6c.

El camino que ha llevado a la identificacidn de los tres genes de las queratinas 6 ha
sido largo. La queratina K6 se identificé inicialmente a partir de un cDNA obtenido de
hocico de vaca (Jorcano y cols., 1984). Con posterioridad, el andlisis de una genoteca
bovina Hevd a la identificacion del clon gendmico para la K6* (Blessing y cols., 1987). Una
bisqueda en esta misma genoteca condujo a la localizacién de un clon que inclufa gran parte
del gen de la K6 (Jorcano, no publicado, y este trabajo). De nuevo, y esta vez en este
trabajo, otra busqueda similar con una sonda mds cercana a la zona aminoterminal condujo
al hallazgo de cuatro clones diferentes, solapantes entre ellos, que inclufan diversas partes
del gen de la queratina K6c. Ademds, también fueron hallados los dos clones genémicos ya
descritos para los genes de la BK6 y BK6*, Cabe preguntarse si posteriores bisquedas
llevardn a la identificacién de méds genes relacionados con la familia de la K6, pero la
respuesta es probablemente negativa: en esta ultima biisqueda se han analizado un total de
1.25-10° clones, que a una media de 15 kb de inserto por clon dan un total de 1.875-10" kb,
es decir, mds de cinco veces el tamaiio del genoma de un mamifero. Se han encontrado 6
clones positivos diferentes, con un total de 15 copias, lo que indica que los célculos
correlacionan bien con los resultados, aunque no se puede descartar la posibilidad de que
exista algun otro gen que esté representado con menor eficiencia en la genoteca o sea mds
recalcitrante a la amplificacion y no haya sido detectado. Abundando sobre este tema, resulta
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cuanto menos curioso que existan cuatro clones distintos que abarquen el gen de la K6¢c, con
un total de 12 positivos encontrados, y s6lo un clon (con dos positivos) para fa K6 y un
{nico positivo para la K6*.

Los datos de expresién obtenidos hasta ahora (experimentos de dot-blot) indican que
la expresion de los genes de K6* y K6c es comparable. En cualquier caso, parece claro que
en esta genoteca no existe ningdn otro clon que incluya el gen de la K6 completa. Tal vez
exista al final del primer exén de este gen un sitio hipersensible a la digestién que impida
que esté representado en la genoteca un gen completo. Las dnicas formas factibles de
identificar el promotor de} gen de la K6 con vista a posteriores estudios serfan utilizar otra
genoteca de diferente origen, con la esperanza de encontrar un gen completo para la K6, o
bien hacer una hibridacién con el extremo 5° codificante de las K6* 6 K6c y posteriormente
desechar aquellos clones que pertenezcan a alguno de estos dos genes. Esta iitima
aproximacién implica la presuncién de que los extremos aminoterminales de esta queratina
estdn conservados con respecto a las otras dos, suposicién que parece légica a la vista de
Ila homologfa existente en las zonas comparadas.

Los genes de las queratinas suelen estar agrupados en cimulos. En el caso de
humanos, las queratinas 4cidas parecen agruparse en el cromosoma 17 y las bésicas en el
12 (Waseem y cols., 1990b; Savtchenko y cols., 1990), Sin embargo, ne se conoce la
localizacién precisa de los genes de la K6. Se sabe que en la vaca el gen de la K6* se
encuentra a unas 11 kb por detrds del gen que codifica 1a K5 (Blessing y cols., 1987). En
nuestro caso, hemos tratado de comprobar la existencia de algiin otro gen de queratinas en
los alrededores del gen de 1a K6c. La hibridacién de todos los clones genémicos de la K6c
con una sonda que contenia 200 pb de secuencia perteneciente al final de la o-hélice (1a zona
m4s conservada en las queratinas) dié resultado negativo, indicando que al menos en las 11
kb anteriores al gen y en las 6 que lo siguen no hay ningin otro gen de queratinas, lo que
no excluye que existan mds genes de queratinas fuera de estos mdrgenes.

El hecho de que existan tres formas pricticamente idénticas para una misma queratina
es relativamente novedoso. Se conocen algunos casos en los que existen pseudogenes de
queratinas, particularmente para las queratinas 8 y 18 (Vasseur y cols., 1985; Kulesh y
Oshima, 1988; Savtchenko y cols., 1990), pero la mayorfa de ellos parece haber perdido los
intrones. Sin embargo, la K16 humana posee dos copias en tandem en el cromosoma 17, y
aunque ambas poseen intrones, s6lo una de ellas es activa (Rosenberg y cols., 1988). Este
no es claramente el caso del grupo de queratinas K6 bovinas, en el que los tres genes se
expresan in vivo, aunque in vitro, al menos en células BMGE+H, la expresion de K6 se
pierde. Sin embargo, los estudios sobre 1a expresion de Ki6 de Rosenberg y cols. (1988)
han sido hechos sélamente mediante transfecciones en células COS de epitelio renal, por lo
que aun serfa posible que la situacién in vivo fuera similar a la que ocurre con la K6, que
es capaz de expresarse in vivo pero no in vitro. El hecho de que la K16 sea !a queratina que
forma pareja con la K6 afiade interés a la idea.

Una importante diferencia en la secuencia del gen de la K6c es 1a que atafie a la sefial
de poliadenilacidn, que en este gen es AATGAAA en vez del consenso AATAAA. Esta
sefial indica el final de la transcripcién y estd implicada en la ruptura y posterior
poliadenilacién del mRNA, afectando a su estabilidad y traducibilidad, adem4s de participar
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en el splicing (Niwa y Berget, 1991). Experimentos de mutagénesis han demostrado que la
tasa de poliadenilacién in vitro de la secuencia AAUGAA es solamente el 4% de la del
consenso (Sheets y cols., 1990). Sin embargo, la poliadenilacién no s6lo est regulada por
Ja secuencia AAUAAA, sino que existe un segundo motivo en 3’ que estd implicado, y que
puede modular al anterior (Proudfoot, 1991). Hasta el momento, no existe ningun dato que
dé una idea de con qué eficiencia se traduce el RNA de la K6c.

4.1.2. Relacién entre genes humanos y bovinos.

Los datos de que se dispone sobre patron de expresién de queratinas se limitan, con
la posible excepcién de Xenopus, casi tnicamente a mamfferos, y dentro de ellos
principalmente a humanos y ratén (Moll y cols., 1982; Schweizer, 1992). Tambi¢n hay un
cierto nimero de conocimientos referentes a las queratinas bovinas (Cooper y Sun, 1986),
pero debido a que éstos animales son mds dificiles de utilizar experimentalmente que el ratén
y no tienen el mismo interés clinico que el hombre, la investigacién sobre ellas es més
limitada.

Mientras que en ratén s6lo muy recientemente se ha encontrado un hipotético gen
para la K6 (Finch y cols., 1991), en humanos también se han descrito dos genes que
codifican formas diferentes de la K6, Iniciaimente Hanukoglu y Fuchs (1983) aislaron de
epidermis en cultivo un cDNA pertencciente a una queratina de 56 kD de peso que
posteriormente recibir{a el nombre de K6a. Con posterioridad, buscando la regién reguladora
de este gen en una genoteca humana, encontraron un clon genémico que codificaba la
queratina K6b (Tyner y cols., 1985). Esta queratina K6b se expresa con bastante mayor
intensidad que la K6a, habiéndose propuesto que la K6éa es producto de una duplicacién
reciente y se encuentra en camino a convertirse en un pseudogen (Tyner y cols., 1985;
Savtchenko y cols., 1990).

La semejanza del caso humano con el bovino hace pertinente el intentar determinar
si existe alguna correspondencia entre los dos genes humanos y los tres de vacas. Las
secuencias pertenecientes a las zonas codificantes son ain mds similares entre sf en los genes
de queratinas humanas que en los bovinos, pues existen sélo tres cambios no conservativos
en toda la extension del gen (Tyner y cols., 1985), y divergen relativamente de la secuencia
de las queratinas bovinas. Pese a no poderse efectuar comparaciones intensivas de los
extremos aminoterminales, por desconocerse por completo el de 1a BK6 y parcialmente los
de la HK6a y BK6*, las comparaciones con las secuencias de que se dispone arrojan
resultados interesantes. Aunque los 12 primeros aa de HK6b son absolutamente diferentes
a los de BK6* y BK6c, el resto son bastante semejantes. De hecho, en esta zona HKé6b
difiere de BK6* en 36 aa de un total de 127 (72% de identidad), y de BK6c en 28 aa (78%
de identidad). Ademds, en 4 de los 5 casos en que hay una diferencia en la secuencia de aa
entre BK6* y BK6¢ (y en todas las diferencias conservativas en la secuencia de nucledtidos,
excepto una) la secuencia de BK6¢ concuerda con la de HK6b, lo que hace pensar que HK6b
es més similar a BK6¢ que a BK6*, Otro indicio de esto es la duplicacién de cuatro aa (Gly-
Phe-Gly-Gly) existente al final de la zona aminoterminal: mientras que BK6* carece de estos
aa, HK6b tiene en esta posicion una secuencia Ala-Leu-Leu-Cys. Estos resultados, a falta

de conocer 1a secuencia en 5° de la BK6 y HK6a, sugieren que HK6b y BK6¢ representan
una queratina equivalente,
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La tnica zona que es conocida en los tres genes bovinos y los dos humanos, y lo
suficientemente diferente para poder efectuar comparaciones es el extremo 3’ no traducido.
El andlisis de las secuencias muestra que en esta zona, como en el resto del gen, las
queratinas humanas y bovinas son mds semejantes entre sf de manera intmespegfﬁca que
interespecifica, pero las semejanzas que se dan dentro de cada especie son muy diferentes.
Asf, las tres queratinas bovinas son idénticas (con una sola excepcién) en fas 50 primeras
bases de esta zona, incluso en las 70 primeras para BK6 y BK6* (ver fig. 15) y
posteriormente la similitud disminuye algo, manteniéndose en un 80% en los 400 pt.) de la
zona 3’ no traducida. Sin embargo, en el caso humano no ocurre asf. Estas secuencias son
considerablemente més largas que en el caso de bovinos (530 y 460 pb en HK6a y HK6b,
respectivamente). La semejanza es también muy elevada inicialmente (91% en los primeros
124 pb), siendo el resto de la zona totalmente divergente, salvo en la sefial de
poliadenilacién. En conjunto, la homologia de toda la zona 3’ no traducida sélo alcanza el
54% (Tyner y cols., 1985). La comparacién entre genes humanos y bovinos arroja unos
terminos del 40-50% de homologfa para cada dos genes comparados, lo que no es
significativo. Sin embargo, existe un dato curioso: las similaridades entre humanos y bovinos
en estas zonas 3’ no traducidas de estas queratinas se dan principalmente en las (ltimas 200
bases de cada gen. La comparaci6n de estas zonas da los siguientes resultados:

HKéa | 100
HK6b | 40 100 w
BK6 65 40 0o |
BKo6* 63 58 85 100 “
| BK6e | 57 43 77 73 | 100
HK6a | HK6b | BKS6 BK6* IBKGc

Es decir, que en general el gen de la HK6a se parece en esta zona mds a los tres
genes bovinos que al gen de la HK6b. Este resultado es dificil de casar con el dato de que
entre ambas queratinas HK6a y HK6b existen sélamente 3 cambios no conservativos en toda
la secuencia de su zona codificante. Sin embargo, es un argumento a favor de que queratinas
humanas y bovinas sufrieron dos duplicaciones independientes con posterioridad a fa
separacion de las ramas que dieron origen a ambos tipos de animales. En el caso de las
queratinas humanas, su duplicacién ha sido datada hace unos 25 millones de afios, tras la
separacién de hominidos y cercopitecos (Savichenko y cols., 1990). Para los genes bovinos

esta duplicacidn o triplicacién serfa aiin anterior, pues los tres genes son mds diferentes entre
sf que los humanos.

Esta homologia relativamente baja entre las zonas 3’ no traducidas no es habitual:
en general, estas zonas estdn bastante conservadas entre genes homélogos de diferentes
especies {Yaffe y cols., 1985). Incluso entre otras queratinas se dan homologfas més altas
en esta zona: es por ejemplo el caso de las queratinas M59 de ratén y B VI bovina, o de las
queratinas K14 humanas y bovinas (Jorcano y cols., 1984b) o de la K19, con un 73% de
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homologfa en el 3" no traducido entre la protefna humana y la bovina (Stasiak y cois.,
1989).

4.1.3. Comparacién de los intrones.

La secuenciacién del primer intrén de los genes de las queratinas K6 y Kéc permitié
la comparacién de los mismos, encontrindose una muy elevada homologfa entre ellos (fig.
21). Aungue no se han secuenciado ambos intrones en su totalidad, se pueden comparar unos
600 nucledtidos de cada uno (este intrén tiene una extensién entre 600 y 800 pb en las
queratinas bovinas de tipo II, Lehnert y cols., 1984). En Ja zona secuenciada en ambos
existe una homologia de un 90%, ligeramente inferior a la de las zonas codificantes, pero
superior a la de las zonas 5’ y 3’ no traducidas. Ademds, aunque no se dispone de la
secuencia del intrén correspondiente de la K6*, no existe duda de que éste debe estar
también conservado, pues hibridé con la sonda del intrén de la K6. Todos estos datos hacen
pensar que estos intrones deben tener alguna importancia en fa minifamilia de genes de la
queratina 6. En este contexto, se conocen mds genes de queratinas en los cuales hay
conservacién de intrones, si bien se refieren a conservacion de un mismo gen entre
diferentes especies. Asi, Rieger y Franke (1989) han encontrado que el gen de la K10 estd
bastante bien conservado en humanos, vaca y ratdn, incluyendo los intrones. Estos intrones
estdn conservados en hasta un 70%, cifra similar a la de la zona codificante.

Desde hace algiin tiempo, se conoce que los intrones pueden estar implicados en la
regulacion de la expresion de los genes. Brinster y cols. (1988) informaron que los intrones
de diversos genes eran capaces de aumentar la actividad transcripcional de construcciones
introducidas en ratones transgénicos. Se conocen actualmente algunos enhancers situados en
el interior de intrones, incluso uno en el primer intrén del gen de la K18 (Oshima y cols.,
1990). Este enhancer posee un sitio AP-1 que responde a la activacién por fos y jun.
Interesantemente, en los intrones de los genes de las queratinas K6 y K6c aparecen varias
secuencias muy cercanas o coincidentes con los consensos de reconocimiento para AP-1,
AP-2 y el receptor de glucocorticoides aunque, salvo en un caso, las secuencias no estin
conservadas entre los dos genes. Es una hipdtesis a tener en cuenta, pues, el que estos
intrones representen alglin papel en la expresion de los genes de estas gueratinas.

4.1.4. Expresion de BKé6c.

Para estudiar el promotor del gen de 1a K6c se realizaron deleciones parciales de éste
por el método de las digestiones con las nucleasas Exolll y S1. Se analizaron fragmentos
de este tamafio: 140 (OPstl), 314 (025.1), 532 (OS.1), 630 (O EcoR1), 1100 (A HindIil),
3000 (QSphl), 4600 (QBgHI), 7500 (GXbal) y 10000 (O Sall). Debido a la dificultad
derivada de las posiciones de los sitios de restriccién en los diversos clones, estas
construcciones fueron hechas a través de varios pasos intermedios. Finalmente se acoplaron
todas ellas al vector pBLCAT3 (Luckow y Schiitz, 1987) y se comprobé su capacidad
activadora tras ser transfectadas en células BMGE+H. Estas células expresan la queratina
BK6c, como se ha demostrado anteriormente. El resultado de estos experimentos mostré que
la actividad mdxima del promotor estaba localizada en los 1100 pb que cubrfa el fragmento
HindIIl. Los tamafios superiores eran gradualmente menos activos, sugiriendo la presencia
de elementos inhibidores de la expresién génica en esta zona. Estos elementos inhibidores
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o "silenciadores” han sido descritos en algunos genes, y parecen ser especialmente
abundantes en el gen de la lisozima de pollo (Baniahmad y cols., 1987). Tampoco son raros
en los genes de filamentos intermedios: en el gen de la vimentina se ha identificado un
silenciador a -568 del inicio de transcripcion (Farrell y cols., 1990). Este silenciador puede
ser inactivado por otras secuencias, sin capacidad enhancer, llamadas "antisilenciadores”
(Stover y Zehner, 1992). Es posible, por tanto, que en el gen de la queratina BK6¢c suceda
lo mismo, y la presencia de miiltiples elementos silenciadores dispersos a lo largo del
promotor sea la causa de que la actividad de éste baje gradualmente,

Para tamafios menores de 1100 nucleétidos, la actividad del promotor baja de nuevo
gradualmente, indicando esta vez la progresiva pérdida de elementos activadores de la
transcripcion,

4.1.5. Posibles elementos reguladores del gen BK6c

A tenor de los elementos reguladores hallados en el enhancer del gen de 1a queratina
BKo6*, resulta pertinente intentar extrapolar estos datos a la queratina Kéc, de la que se
dispone de parte de su secuencia en la zona 5° no codificante. Si bien aiin no se ha definido
ningin enhancer en esta zona, sf se sabe que algunas partes de ella son necesarias para la
actividad transcripcional (ver apartado 3.1.3). La figura 49 muestra la comparacién de las
secuencias 5’ no traducidas de los dos genes BK6* y BK6c. Estas secuencias son muy
parecidas en la zona que va desde el punto de capping del gen BK6* (nucleétido -60 a partir
del inicio de traduccidn) hasta aproximadamente el nucleétido -178, es decir, durante los
primeros 118 nucleétidos. A partir de este punto, la correspondencia se pierde gradualmente
cuanto mds se avanza en direccién 5°. Sin embargo, existen algunas zonas en las que vuelve
a darse una homologia muy elevada. Curiosamente, esas zonas corresponden a secuencias
que parecen tener importancia en la regulacién de la expresion del gen de la BK6*, como
por ejemplo, la zona comprendida entre los nucledtidos -219 y -236, que incluye la
epidermal box y un sitio de secuencia consenso para AP-1, y la zona que se encuentra entre
-316 y -322, con el otro sitio AP-1. Es de destacar que en este dltimo sitio sélo se
encuentran conservados los nucledtidos que corresponden exactamente al consenso AP-1,
es decir, la secuencia TGACTAA, mientras que el resto de esta zona protegida en
experimentos de foorprinting en el gen de la BK6* no estd conservado en el caso de la
BK6c, asf como tampoco lo estd el sitio Oct-1 que se encuentra en el gen de la BK6* fuera
de la zona protegida, aunque contiguo a ella. Sin embargo, un palindromo TCAGTGA que
estd situado entre las secuencias AP-1 y Oct-1 en el gen de la BK6*, fuera de la zona
protegida, se encuentra también conservado en el gen de la BK6c, lo cual sugiere que pueda
tener importancia bioldgica.

Igualmente parecen poseer alguna importancia biolégica la epidermal box y el sitio
AP-1 que la acompaiia, puesto que estdn conservados en los dos genes. Aunque los
experimentos de footprinting en células BMGE+H muestran solo una débi} proteccién en
esta zona del promotor de 1la BK6*, en las células epidérmicas murinas PB la proteccién

parece ser mayor, io que puede sugerir una mayor abundancia de este posible factor en las
células de origen epidérmico.

La TATA box y la secuencia similar al consenso para AP-2 que se encuentra junto
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Fig. 49 (pdgina anterior). Comparacién de las secuencias de nucledtidos de las partes 5’
no traducidas de los genes BK6* y BK6c. La numeracion se da a partir del inicio de
traduccion. La concordancia se indica por una barra vertical. Los sitios conservados de
especial interés estdn en negrita. E-box: epidermal box. Pal: palindromo no identificado.
El interrogante en AP-2 denota la duda sobre su funcionalidad, y las flechas muestran el
tamafio de algunas deleciones utilizadas en los experimentos de CAT.

a aquella en el promotor de 1a BK6* estdn perfectamente conservados en la BK6c, con una
tinica sustitucién de base en el consenso AP-2 de BK6c que la hace coincidir exactamente
con Ja secuencia presente en el gen de 1a HK14 (Leask y cols., 1991). De nuevo, y como
sucede en la BK6*, esta secuencia no parece capaz de conferir ninguna actividad por sf
misma, pues su eliminacién hace que la actividad CAT pase de un 11% (delecién OH25.1)
aun 7.7% (delecion O Pstl) de la del fragmento EcoRI.

El sitio AP-1 situado a -320 sf parece ser importante, ya que su eliminacién hace que
la actividad CAT baje casi 3 veces, de un 30% (delecién O5.1) a un 11% (delecion
(25.1). Aunque no se puede descartar que existan otros elementos importantes en el
fragmento de DNA eliminado, a tenor de lo visto en el gen de la BK6*, en el que esta
secuencia parece jugar un papel importante, y de la conservacién de secuencia entre ambos
promotores, este sitio AP-1 es un candidato obvio para estar implicado en la expresién de
este gen.

Por encima del sitio AP-1 la homologia se pierde casi por completo, no
encontrdndose nada que recuerde a los motivos AP-2 o RARE hallados en el promotor de
la BK6*. Sin embargo, una bisqueda centrada en estas secuencias con condiciones m4s
relajadas permite encontrar algunas similaridades de posible interés. Asf, para el sitio AP-2

y sus inmediaciones se encuentran dos candidatos en el promotor de la BK6¢, aunque ambos
invertidos:

~586 TTCCCAGGCCAGG -574 -577 CAGGCCACCA ~568

LLLLEE LHE L dlH

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

Para el caso del elemento de respuesta a 4cido retinoico también hay zonas con

alguna homologfa, sobre todo para la segunda mitad. La m4s atractiva de todas ellas tal vez
sea esta:

~-539 ATGTTCAAACAT -528

1L LI

-466 ATG.ACAAACAT -456

En cualquier caso, ninguna de las secuencias encontradas parece ser lo bastante
similar a los consensos para AP-2 o el receptor del 4cido retinoico como para estar
implicada en la regulacién por estos compuestos. Los elementos reguladores, si existen en
este gen, deben hallarse por encima del sitio EcoRI, en 1a zona no secuenciada. Constituye,
pues, un secreto cuales son los elementos eliminados en las deleciones O5.1y 025.1 que
causan que la actividad del promotor disminuya.
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En resumen, a primera vista, las zonas en 5’ de los genes BK6* y BK6c parecen ser
muy diferentes en cuanto a su posible papel en la regulacién: El gen K6* no tiene ningtn
silenciador identificado, y en la zona secuenciada de K6c no se encuentran varios de los
elementos hallados en la BK6*. Por ahora no podemos saber si estas diferencias tienen
sentido, pues no se sabe si ambas queratinas se regulan y responden a los mismos factores.

4.2. DISCUSION Ké6*

En la segunda parte de este trabajo se ha procedido a la caracterizacién del enhancer
de la queratina bovina K6*. Este enhancer es, in vitro, responsable de la expresién
especffica de esta queratina, pues es activo s6lo en los tipos celulares en los que ésta se
expresa (Blessing y cols., 1989). Mediante experimentos de footprinting se muestra que en
el enhancer existen tres sitios claramente protegidos. Uno de estos sitios es un sitio AP-1
y otro de ellos es similar al consenso para AP-2. El tercero de ellos consta de varios
palindromos superpuestos, lo que sugiere una compleja regulacién. En esta tercera zona
existen secuencias similares a las reconocidas por la familia de receptores de hormonas
esterotdeas, tiroideas y 4cido retinoico. Se ha probado que este elemento se activa por 4dcido
retinoico y no por glucocorticoides, pero también se demuestra que a pesar de ello el
enhancer en su conjunto se inhibe por tratamiento con 4cido retinoico, al igual que el propio
gen.

4.2.1. Efecto del acido retinoico en la expresion de los genes de queratinas.

Los retinoides son inhibidores de la diferenciacién epitelial (Kopan y Fuchs, 1989).
In vivo, la carencia de RA causa hiperqueratosis y promueve la diferenciacién de los
queratinocitos, mientras que la adicion de retinoides estimula la actividad mitdtica y
promueve la hiperproliferacion. In vitro, el exceso de retinoides en los cultivos de células
epidérmicas suprime los rasgos asociados a la diferenciacién, como la expresién de las
queratinas K1 y K10, asociadas con la diferenciacién terminal (Fuchs y Green, 1981) y las
queratinas asociadas con hiperproliferacién K6 y K16 (Kopan y Fuchs, 1989). La gran
mayorifa de estos efectos se dan a nivel transcripcional (Fuchs y Green, 1981; Kopan y cols.,
1987; Kopan y Fuchs, 1987; Stellmach y Fuchs, 1989), aunque no se puede descartar que
también se den durante la traduccién (Stellmach y Fuchs, 1989).

Sin embargo, no todos los genes de queratinas responden de igual forma al
tratamiento con RA. Mientras que in vitro los genes de las queratinas epidérmicas son
inhibidos (Fuchs y Green, 1981; Kim y cols., 1984; Kopan y cols., 1987), en células
epiteliales simples el RA estimula la produccién de K7, K8, K18 y K19 (Kim y cols., 1987;
Glass y Fuchs, 1988; Oshima y cols., 1988). Sin embargo, la expresién de estos genes tras
la inducci6n estd bastante retardada en el tiempo, del orden de 24 a 72 horas (Kim y cols.,
1987; Stellmach y Fuchs, 1989). Puesto que los genes cuya transcripcién se ve directamente
afectada por hormonas esteroides o RA responden en un plazo répido, del orden de 3 a 24
horas (ver por ejemplo LaRosa y Gudas, 1988; Stelimach y cols., 1991), se puede pensar
que en el caso de la induccidn de las queratinas de epitelio simple algtn otro gen es inducido
directamente por el receptor del RA y su ligando, y es el producto de este gen intermediario

el que estd implicado en la variacidén de la transcripcién de los genes de queratinas
epiteliales.
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En los queratinocitos epidérmicos el efecto del RA es radicalmente opuesto a lo que
ocurre en células de epitelios simples. La adicién de RA a queratinocitos provoca la
disminucidn de la expresion de los genes de queratinas epidérmicas en menos de 24 horas,
estando la transcripcion disminuida ya a tiempos tan tempranos como 6 horas (Stelimach y
cols., 1991).

Muy recientemente se ha comenzado a estudiar con mayor detalle cémo los genes de
las queratinas son afectados por el RA. Stellmach y cols. (1991) hallaron que tanto un
fragmento de 6 kb en 5’ de la HKS como otro de 2.3 kb en 5’ de la HK14 reducian en gran
medida su capacidad para activar la expresion de un gen heterélogo tras la adicién de 4cido
retinoico, sugiriendo que en estos fragmentos hay secuencias de DNA responsables del
fenémeno. Iguaimente, Tomic y cols. (1990) han visto que el RA es capaz de reprimir en
keratinocitos primarios la actividad promotora de cuatro fragmentos de promotor de las
queratinas HKS, HK6, HK10 y HK14 unidos al gen CAT. Estos fragmentos sdlo tienen
actividad promotora en células de origen epidérmico, salvo el de HK14, que funciona en
todos los tipos epiteliales (Jiang y cols., 1991). Para la represién de la expresién es
necesaria la cotransfeccién con cualquiera de los tres receptores descritos para el acido
retinoico (Petkovich y cols., 1987; Brand y cols., 1988; Krust y cols., 1989).

El elemento presente en el fragmento Mnl del enhancer de la queratina BK6* se
comporta de una forma distinta a los elementos descritos en el pdrrafo anterior. La
capacidad de este elemento para activar la transcripcién del gen CAT se multiplica por tres
en respuesta al dcido retinoico en presencia de su receptor. Sin embargo, cuando se realiza
el mismo experimento con el enhancer completo, el resultado es una inhibicién de un 50%.
Este hecho sugiere que el elemento sensible a 4cido retinoico no actia en solitario en la
regulacion de este gen, sino que su funcién se realiza interactuando con otros elementos, a
los que quizds module.

Los ensayos de CAT muestran que el fragmento Mnl es activado por 4cido retinoico.
Sin embargo, en la zona protegida por footprinting existen varios palindromos imperfectos
superpuestos, resultando dificil identificar qué secuencia es la responsable de la respuesta
a dcido retinoico. Recientes estudios han establecido que la respuesta a vitamina D, dcido
retinoico u hormona tiroidea viene dada por la orientacién y espaciado de un motivo bdsico
(Nadr y cols., 1991; Umesono y cols., 1991). La comparacidén con los modelos de
secuencias propuestos por estos autores permitié encontrar semejanza con la estructura de
disposicion palindrémica del modelo AGGTCA (Ndir y cols., 1991):

Palindromo AGGTCATGACCT
BK6* -544 AGGA -533

Donde las bases que coinciden con el modelo estdn en negrita, y las protegidas en
los footprints subrayadas. Un elemento natural andlogo, el del gen de la hormona del
crecimiento de rata, responde tanto a dcido retinoico como a hormona tiroidea (N#ir y cols.,
1991). Sin embargo, no es esta la Unica ordenacién posible en la zona protegida. También
se puede encontrar, y en los mismos nucledtidos, el motivo AGGTCA duplicado:

Repeticién AGGTCAAGGTCA
BK6* -544 AGGACATGTTCA -533
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Mientras que, segiin la disposicién palindrémica, este elemento del gen de la BK6*
serfa activado por el 4cido retinoico y la hormona tiroidea, una secuencia similar a la
repeticién directa hallada en el gen STSH de ratén no es afectada por el dcido retinoico,
pero si inhibida por la hormona tiroidea (Ndir y cols., 1991). Aunque se desconocen los
posibles efectos de 1a hormona tiroidea sobre la expresion de la queratina K6*, el hecho de
que ésta sea activada por el dcido retinoico sugiere que este elemento puede seguir el modelo
del palindromo sin espaciado. Otros posibles modelos, como la repeticién del motivo con
un espaciado de tres bases (que corresponderia a elemento de respuesta exclusivamente a
dcido retinoico) no han podido ser encontrados.

Al parecer existe un bajo nivel de receptor de dcido retinoico en las células
BMGE+H, como parece desprenderse de la necesidad de cotransfectar con RARa para
obtener una activacion de la expresion en respuesta al dcido retinoico (fig. 44), atn en
condiciones en que este compuesto ha sido eliminado del medio, con lo que en teoria todo
el receptor estaria disponible. Otro hecho que avala esta hipdtesis es que el fragmento HX

(AP-2) es capaz de competir con el fragmento Mnl de forma mds eficiente que el fragmento
195 (RARE).

A primera vista resulta sorprendente que ambos fragmentos, HX y 195, puedan
competir la unién de Mnl con factores nucleares de BMGE+H con alta eficiencia, sin que
compartan ninguna secuencia (ver fig. 42). Particularmente, HX es capaz de competir por
completo con el fragmento Mnl, pese a carecer de sitio RARE. De un modo similar, €l
fragmento 195 es capaz de competir parcialmente con la unién del fragmento HX (fig. 41).
Este hecho podrfa indicar que ambos factores son capaces de interactuar con ambos
elementos, RARE y AP-2, al menos en este entorno. Hasta donde hemos visto, tal cosa no
ha sido descrita todavia en la literatura, aunque si se conocen miltiples interacciones entre
otros factores de transcripcion (AP-1, GR, RARE).

Las células BMGE+H, que expresan las queratinas K5, K6, K14 y K16, son
originarias de epitelio de gldndula mamaria bovina, y sido cultivadas en presencia de
hidrocortisona, insulina y prolactina. Las células BMGE-H, aisladas a partir de la misma
poblacion pero sin ser tratadas con hormonas, no expresan estas queratinas, sino K8 y K18
(Schmid y cols., 1983}. Puesto que en el fragmento Mnl del enkancer de la K6* existe una
zona protegida por footprinting en la que se encuentran secuencias que tienen cierta
semejanza con las secuencias de reconocimiento de la familia de receptores de hormonas
esteroides, particularmente la del receptor de glucocorticoides (Beato, 1989), se podria
pensar que la hidrocortisona (hormona perteneciente al grupo de los glucocorticoides) podria
tener algiin papel en la expresion de este gen. Sin embargo, la adicién de hidrocortisona a
c€lulas BMGE+H crecidas en suero deslipidizado y transfectadas con el fragmento Mnl del
enhancer de la K6* no tuvo ningiin efecto en la actividad de este enhancer, ni ain cuando
éste era cotransfectado con un plasmido que codificaba el receptor de glucocorticoides, lo
que sugiere que esta hormona tampoco estd implicada en la regulacion de la expresién de
esta queratina, al menos en lo que al enhancer se refiere.

4.2.2. EI elemento AP-1

El fragmento 85 (situado entre las posiciones -270 y -353) es capaz de formar un
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complejo con extractos nucleares de células BMGE+H y PB y dar una intensa banda
retenida. Por experimentos de footprint se encuentra entre las posiciones -308 y -329 una
zona protegida que incluye una secuencia TGACTAA cercana al consenso TGACTCA para
el elemento AP-1 (Angel y cols., 1987). Esta secuencia TGACTAA parece ser responsable
de la mayor parte de la actividad del enhancer de 1la BK6* en células BMGE+H, pues en
experimentos de CAT este fragmento 85 es capaz de activar la expresién del gen CAT un
85% del valor conseguido utilizando el enhancer completo, un valor muy por encima del
de los demds fragmentos.

La existencia de elementos AP-1 parece ser un hecho relativamente comun en los
genes de las queratinas: en el gen de la HK18 se ha definido una secuencia TGAGTCA,
sensible a la activacién por c-fos y c-jun (Oshima y cols., 1990). Igualmente, en la queratina
bovina BKS existe un ernhancer con un sitio de unién AP-1 candnico responsable de la
actividad de este enhancer (Casatorres y cols., en preparacién), que es capaz de competir
eficientemente con el elemento AP-1 del enhancer de la K6*. Asf pues, la activacién por
AP-1 parece estar extendida entre los genes de las queratinas. Sin embargo, existen
diferencias entre las secuencias de estos tres sitios AP-1, lo que tal vez indique diferencias
en su actividad o en las protefnas que unen.

[.a secuencia TGACTAA encontrada en el enhancer del gen de la K6* es idéntica
a las dos encontradas en el promotor del papilomavirus humano HP18 (Garcfa-Carranca y
cols., 1988; Offord y Beard, 1990) e, invertida, en el enhancer constitutivo de este mismo
gen (Mack y Laimins, 1991). Las comparaciones con papilomavirus son de interés, pues
estos virus se expresan tnicamente en las capas suprabasales de algunos epitelios
estratificados. Las similitudes con el caso de HP18 van mis alld: en este virus se ha
encontrado que la activacidn transcripcional se debe a la presencia de dos elementos: un sitio
AP-1 y otro llamado KRF-1 que confiere a este virus especificidad epidérmica. La secuencia
de KRF-1 no ha sido delimitada con precision, pero se ha visto que solapa con un sitio de
reconocimiento para el factor de transcripcion Oct-1, con el cual compite (Mack y Laimins,
1991). También en HP18, Hoppe-Seyler y cols. (1991) han encontrado que existe un sitio
de unién para este factor Oct-1 y que la expresién de la proteina Oct-1 es capaz de inhibir
el enhancer de este virus. Curiosamente, cerca del sitio AP-1 del enhancer de la BK6*
(posiciones -291 a -298) existe una secuencia ATTTACAT, muy cercana al consenso
ATTTGCAT para Oct-1. Estas secuencias se hallan a la misma distancia (16 pb) una de otra
en ambos enhancers, HP18 y BK6*, si bien en distinta orientacién (para un mapa de la
regidén activadora de HP18 ver Garcfa-Carranca y cols., 1988), lo que sugiere fuertemente

que el factor transcripcional ubicuo Oct-1 puede estar implicado en la represién del gen de
la BK6*.

Experimentos previos han demostrado que el enhancer de la BK6* es funcional en
células ATS y BMGE+H, pero no en células MDBK ni 3T3 (Blessing y cols., 1989).
Aunque a primera vista pueda parecer curioso que un enhancer dependiente de AP-1 no sea
funcional en estos tipos celulares, se han descrito casos similares. Al parecer, las diferentes
proteinas fos y jun miembros del complejo AP-1 se expresan de forma diferente segiin el
tipo celular (Curran y Franza, 1988). Asi, volviendo de nuevo a! papilomavirus humano
HP18, se ha encontrado que un elemento AP-1 del promotor de este virus (responsable de
la expresién especifica en queratinocitos) es capaz de dar un footprinting con extractos
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nucleares de queratinocitos y células HeLa, pero no de diversas lfneas de fibroblastos,
células en las que se sabe que otros genes sensibles a AP-1 son activados (Offord y Beard,
1990).

El tratamiento con RA es capaz de reducir la capacidad activadora del enhancer
completo. Es de suponer que esta inhibicién se haga a través del elemento AP-1, responsable
de la mayor parte de Ia actividad del enhancer. Este hecho no resulta sorprendente, puesto
que se sabe desde hace poco tiempo que el elemento AP-1 es susceptible de ser inhibido por
otros factores de transcripcién pertenecientes a la familia de los receptores de esteroides,
como el receptor de glucocorticoides, que es capaz de inhibir este elemento mediante
interaccién directa con c-jun, sin necesidad de contacto con el DNA (Jonat y cols., 1990;
Schiile y cols., 1990; Yang-Yen y cols., 1990). Igualmente, Schiile y cols. (1991) han
hallado recientemente que el 4cido retinoico también es capaz de reprimir la activaci6n
transcripcional del elemento AP-1 por mediacién de los receptores RAR«, 8 y <y, mientras
que los receptores RXR son incapaces de efectuar esta represién. La inhibici6n se efectia,
al menos en el caso del RARq, por interaccién directa con c-jun, como en el caso del
receptor de glucocorticoides.

La presencia de un sitio AP-1 funcional en el enhancer de este gen explica
satisfactoriamente la inducibilidad de esta queratina por TPA (Toftgard y cols., 1985),
puesto que este compuesto actia por mediacién de la estimulacion por fos y jun sobre un
sitio AP-1 (Angel y cols., 1987).

4.2.3. El elemento AP-2.

En el enhancer de 1a K6* se encuentra protegida por footprint una zona comprendida
entre las posiciones -580 y -592 a partir del inicio de traduccién, que incluye la mayor parte
de la secuencia GCCCCAGGC (-578 a -586). Esta secuencia es similar, pero no idéntica a
la secuencia consenso GCCCCAGGC para el factor de transcripcién AP-2 (Williams y cols,
1988). Experimentos recientes de footprinting, interferencia de metilacién y mutagénesis han
permitido definir como nuevo consenso para AP-2 la secuencia GCCNNNCCG (Williams
y Tjian, 1991). Sin embargo, muchos de los sitios AP-2 identificados hasta ahora se desvfan
de este consenso. Secuencias similares se han encontrado en varios genes de queratinas,
como se muestra en la tabla I1. Todas las secuencias de la parte superior de esta tabla estdn
funcionalmente relacionadas con el factor de transcripcion AP-2: las encontradas en los
genes XK81A, HK14 y HKS son capaces de unir este factor, y las hafladas en HK1 y HK6b
son capaces de competir esta unién, si bien en el caso de HK6b no muy eficientemente
(Snape y cols., 1991; Leask y cols., 1991). En el caso de la queratina BK6* sélo la
secuencia comprendida entre -578 y -586 de las varias mostradas en la tabla II parece ser
capaz de unir algiin factor, como se demuestra por experimentos de footprinting (figs. 30
y 31), aunque no se ha demostrado que esa protefna sea AP-2. La secuencia que se halla
entre -133 y -141, pese a ser pricticamente idéntica a la identificada en la HK14, no parece
ser funcional, pues como se ha visto no es capaz de producir una banda retenida en
experimentos de retardo en gel ni estd protegida en experimentos de footprinting. Lo mismo
parece suceder con la secuencia situada entre -482 y -492 (figs. 30 y 34).
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Gen Posicidén Secuencia Referencia
CONSENSO - GCCCCAGGC | Williams y cols., 1988
XK81Al -152 -162 CCCTGAGGC | Snape y cols., 1991
HK14 -222 -231 CCTGCAGGC | Leask y cols., 1991
HKS -92 -100 CCCCCAGGC | Lersch y cols., 1989
HK1 -113 -122 GCTGCAGGC | Johnson y cols., 1985
HK6b -255 -265 (%) GCTGGAGGC | Tyner y cols., 1985
L I . JI |
BK6* -578 -586 (*) TTCCCAGGC | Este trabajo

-573 -581 AGGCCAGGC

-484 -492 ACCACAGGC

-133 -141 TCTGCAGGC

Tabla H. Secuencias relacionadas con AP-2 encontradas en genes de queratinas. La
posicion se indica desde el punto de inicio de la transcripcidn, salvo en los genes marcados
con asterisco, desde el inicio de traduccién. Los nucledtidos conservados se muestran en
negrita.

La secuencia AP-2 no parece estar ni estar implicada en la expresion especifica en
epidermis, ni ser la tnica responsable de la actividad enhancer. En el gen de la HK14, se
ha demostrado que un fragmento con el sitio AP-2 es insuficiente para dirigir la expresién
de un gen heterdlogo en ensayos de CAT o de una versioén modificada de la queratina 14 en
ratones transgénicos ¢ células SCC13, precisando la presencia de un elemento localizado
entre 1000 y 2000 nucledtidos en 5’ de esta secuencia para ser funcional (Leask y cols.,
1990). En el gen de la BK6*, el fragmento HX, que contiene el hipotético sitio AP-2 es
capaz de alcanzar el 30% de la actividad total de] enhancer (fig. 40), lo cual constituye una
importante diferencia con respecto al correspondiente fragmento del gen de la HK14, cuya
contribucién al funcionamiento del promotor en ensayos de CAT es inferior al 2% (Leask
y cols., 1990). Sin embargo, la presencia de una zona situada entre las posiciones -600 y-
610 y que de manera irrepoducible aparece protegida en experimentos de footprinting no
permite asegurar con certeza que el elemento AP-2 sea el responsable de esa actividad. Tal
vez la presencia de este elemento sea necesaria para la correcta actividad de AP-2. Es claro
que hace falta mé4s trabajo antes de encontrar la respuesta.

Con respecto a la capacidad activadora de AP-2 los datos publicados son
contradictorios. Imagawa y cols. (1987) han visto que cinco sitios AP-2 en tdndem tienen
actividad enhancer en cflulas HeLa, mientras que Kanno y cols. (1989) no pudieron
encontrar esa actividad, probablemente debido al diferente contexto de cada secuencia.
Williams y Tjian (1991) han encontrado que en estas mismas células tres sitios AP-2 en
tindem son capaces de tener actividad emhancer s6lamente si son cotransfectados con un
plismido de expresion del factor AP-2, indicando que o bien el nivel de la protefna AP-2
de células HeLa es demasiado bajo, o bien su expresién est4 reprimida.
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El factor de transcripcién AP-2 es inducible por varios estfmulos diferentes, entre los
que se cuentan TPA y cAMP (Imagawa y cols., 1987). Igualmente, la expresién de este
factor se induce a nivel transcripcional por tratamiento con 4cido retinoico (Liischer y cols.,
1989). Puesto que varios genes que se activan por 4cido retinoico llevan una secuencia AP-
2, se ha propuesto que e} factor de transcripcién AP-2 estd implicado en la activacién génica
por tratamiento con 4cido retinoico. Esto contrasta con los resultados que hemos obtenido,
en los cuales 1a adicién de 1 uM de 4cido retinoico (y su receptor) inhibe la capacidad del
fragmento HX para activar la transcripcién del gen CAT en més de un 50%. Hasta donde
llega nuestro conocimiento, no hay noticia de que el 4cido retinoico sea capaz de interactuar
negativamente con el elemento AP-2, al igual que hace con el AP-1 (ver anteriormente).

4.2.4. La "caja epidérmica”.

Blessing y cols. (1987) identificaron una secuencia consenso0 AARCCAAA que, con
algunas desviaciones, se puede encontrar en la cercanfa de la TATA-box en los promotores
de los genes de las queratinas HK1 (Johnson y cols, 1985), HK6 (Tyner y cols., 1985),
HK14 (Marchuk y cols., 1984), MK59 (Krieg y cols., 1985), BKla y Ib, BK6* (Blessing
y cols., 1987), BK10b (Rieger y cols., 1985), todas ellas expresadas en epidermis, mientras
que en otras queratinas de epitelios simples no se halla presente. Esta secuencia se puede
encontrar también, si bien algo mds alejada de la TATA-box, en el promotor de la
involucrina (Eckert y Green, 1986), otra protefna expresada especfficamente en epidermis,
y en el promotor del papilomavirus humano HP16 (Cripe y cols., 1987). Todos estos datos
sugieren que esta secuencia puede estar implicada en la regulacién de la transcripci6n de
genes expresados en epidermis. Sin embargo esta caja epidérmica se hallaba fuera de ia zona
definida como erhancer en el gen de la queratina K6*, indicando que no era necesaria para
la expresién del gen en las células de origen epitelial BMGE-+H ni en las derivadas de
epidermis AT-5 (Blessing y cols., 1989).

El andlisis por retardo en gel y footprinting del promotor del gen de la K6* mostrd
que el fragmento 95, que inclufa esta secuencia, era capaz de unir protefnas de extractos
nucleares de la linea BMGE+H, si bien con menor intensidad que los demds fragmentos.
Similarmente, en los ensayos de foorprinting se apreciaba una zona ligeramente protegida
que coincidia con la posicién de 1a "caja epidérmica" y un sitio AP-i contiguo. Del mismo
modo, con extractos nucleares de la linea epidérmica PB también se obtuvo una banda
retenida y la consiguiente zona protegida, en ambos casos con mayor definicion que con
extractos de células BMGE+H (a pesar de que las demds zonas de unién a protefnas en el
enhancer estaban menos intensamente protegidas), sugiriendo que tal vez esta protefna sea
especialmente abundante en células de origen epidérmico.

La zona protegida inclufa las 6 primeras bases de las 8 con las que cuenta el
consenso de la "caja epidérmica” y ademds las 11 bases inmediatamente anteriores a este
consenso. Curiosamente, en estas i1 bases se encuentra un sitio consenso para AP-1,
idéntico al que se encuentra en la zona delimitada como enhancer. También resulta curioso
observar que esta secuencia AP-1 del promotor de 1a BK6* se halla conservada tanto en el
promotor de la BK6¢ como en el gen humano correspondiente (HK6b, Tyner y Fuchs 1985),
mientras que estd ausente en el resto de los promotores de los otros genes de queratinas en
los que existe epidermal box (BKla y Ib, MK59, etc.). Al igual que en el caso de ia
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secuencia AP-1 del fragmento 85, este hecho podrfa estar implicado en la observada
inducibilidad de 1a queratina K6 en respuesta a TPA. A este respecto, es interesante destacar
que el gen de la BKS, que contiene un sitio AP-1, no es estimulado por el tratamiento con
TPA (Casatorres y cols., en preparacién)

4.2.5. Regulaciéon de la queratina BK6*.

La queratina BK6* tiene una expresién compleja: constitutiva en ciertos tejidos e
inducible en otros. Es de esperar que la regulacién de su expresién sea también compleja.
El enhancer analizado ha resultado, por tanto, complejo. En este estudio se han identificado
varios factores presumiblemente implicados en la regulacién: un elemento AP-1 (situado
entre -308 y -329), un elemento de respuesta a dcido retinoico (entre -523 y -548) y un
elemento AP-2 (entre -580 y -592). Estos elementos interaccionan entre s{, como demuestran
los ensayos de CAT. Los datos obtenidos explican potencialmente ja respuesta de esta
gueratina al 4cido retinoico y la inducibilidad por TPA y procesos inflamatorios.

Sorprendentemente, sélo se han encontrado elementos no especificos en este enhancer
especffico (La caja epidérmica, posible elemento especifico, se halla fuera de la zona
definida como enhancer). Tal vez se pueda atribuir esto a problemas metodoldgicos
(incapacidad de detectar otras protefnas que se unan al DNA), o puede ser que en esta
region sélo existan estos elementos, y sea la combinacién de factores generales la que resulte
en especificidad, quizds con el auxilio de otras protefnas especificas que no se unan
directamente al DNA. Otra posibilidad serfa que los factores que se unen a estos elementos
no fuesen los comunes, sino otras formas especificas de estos tipos celulares que fuesen
capaces de conferir actividad a este enhancer. Estas tres posibilidades no se excluyen
mutuamente.
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1.- A partir de una genoteca bovina se han aislado cuatro clones gendmicos
solapantes entre sf que codifican el gen de una queratina con homologfa con las queratinas
BK6 y BK6*. El andlisis parcial de la secuencia de esta nueva queratina ha revelado que

pertenece a la misma familia que las queratinas BK6 y BK6*, y por consiguiente ha recibido
el nombre de BKé6c.

2.- La queratina BK6c tiene un promedio de un 97% de identidad con las otras dos
(BK6 y BK6*) en las zonas hipervariables N- y C- terminales, y una homologfa del 80% en
la zona 3’ no traducida y del 90% en el primer intrén del gen.

3.- El gen de la BK6c se transcribe abundantemente en tejidos y Ifneas celulares
descritos como positivos para K6 (lengua, hocico, células BMGE+H), pero no en aquellos
donde no esta descrita expresién de Ké (epitelio de gldndula mamaria, células BMGE-H).
El gen de la BK6, sin embargo, no se transcribe en células BMGE+H.

4.- Se han realizado diversas construcciones acoplando diferentes extensiones de
secuencia 5’ no codificante del gen de la queratina BKéc a un vector conteniendo el gen
CAT, con objeto de localizar los elementos responsables de su expresion. Se ha encontrado
gue la expresion médxima se da con un fragmento que contiene las primeras 1100 pb desde
el inicio de traduccién, disminuyendo la expresién para tamafios mayores, lo que sugiere la
existencia de elementos silenciadores. Igualmente, parecen existir varios elementos
responsables de la expresion del gen, pues deleciones graduales lievan a disminuciones
parciales de la actividad promotora. Esta estructura difiere de Ja del gen BK6*.

5.- En el enhancer del gen de la BK6* se han identificado, por experimentos de
retardo en gel y footprinting, tres secuencias capaces de unir proteinas nucleares de células
epiteliales que expresan esta queratina. Una de estas secuencias es un sitio AP-1, otra tiene

alta homologia con un sitio AP-2 y la tercera parece ser un elemento de respuesta a 4cido
retinoico.

6.- Hstos tres elementos parecen contribuir de forma diferente a la actividad del
enhancer en ensayos de CAT. El sitio AP-1 parece ser preponderante en este enhancer.

7.- Tras la adicién de dcido retinoico 1 uM, la actividad del fragmento Mnl
(conteniendo sitios de respuesta a dcido retinoico y AP-2) se estimula tres veces, mientras
que Ia actividad del sitio AP-2 (fragmento HX) y del enhancer completo se reduce a la
mitad, lo que demuestra que este elemento es funcional y sugiere que el 4cido retinoico

puede interactuar negativamente con otros elementos de respuesta a factores de transcripcion,
como AP-1 y AP-2.

8.- La relacidn entre los sitios de respuesta a dcido retinoico y AP-2 es muy estrecha,
puesto que, ademds de lo expuesto en el punto 7 de las conclusiones, los dos sitios son
capaces de competirse mutuamente en ensayos de retardo en gel, incluso estando situados

en fragmentos que no comparten ninguna secuencia, sugiriendo de nuevo una posible
interaccién entre ambos sitios.

9.- Fuera del enhancer existe una secuencia que tiene homologfa con la llamada "caja
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epidérmica"”, hallada en genes expresados en epidermis. Esta secuencia produce un footprint
tanto en células BMGE+H como en las células epidérmicas PB, lo que constituye la primera
prueba de la posible funcionalidad de este elemento.
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