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Abreviaturas

ADN
ADNc
ARNm
- BSA
CDK
CHX
CKI
DBD
DEPC
DNasal
E>
EDTA
EGTA

ER

GR
HEPES
HRE
IGF-1
JNK
LBD
MAPK

acido deoxirribonucleico

4cido deoxirribonucleico complementario
mensajero de 4cido ribonucleico

albiimina de suero bovino

kinasa dependiente de ciclinas
cicloheximida

inhibidor de las CDKs

dominio de unién a ADN
dietil-pirocarbonato

deoxirribonucleasa I

17B-Estradiol

acido etilendiaminotetracético

acido etilenglicol-bis (B-aminoetiléter)-N,N,N",N tetra-
acético

receptor de estrégenos

receptor de glucocorticoides
N-(2-hidroxietil) piperazina N"(2-etanosulafanilico)
elemento de respuesta a hormona

factor de crecimiento similar a la insulina 1
kinasa amino terminal de cjun

dominio de unién a ligando

proteina kinasa asociada a microtibulos



Abreviaturas

MCKE enhancer de la creatina kinasa de musculo

NO 6xido nitrico

PBS tampodn fosfato salino

PCR reaccién en cadena de la polimerasa

PI3K fosfatidil inositol-3-kinasa

PMSEF fluoruro de fenil-metil sulfonilo

PPAR receptor activador por proliferadores de peroxisoma
Pu purina

9-cis RA dcido 9-cis retinoico

RA acido todo-trans retinoico

RALDH2  enzima retinaldehido deshidrogenesa-2

RAR receptor de acido retinoico

RARE elemento de respuesta a dcido retinoico

RNasa riboendonucleasa

RXR receptor del retinoide X

T3 3-5-3"-L-triyodotironina

T4 L-tiroxina

TAE tampdn tris-acético

TBE tampon tris-borato-EDTA

TPA/PMA forbol 12-miristato-13-acetato o tetradecanoil-forbol -13-
acetato

TR receptor de las hormonas tiroideas

VDR receptor de vitamina D
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INTRODUCCION

1. LA VITAMINA A.

En 1913, Davis y Mc Collum y casi al mismo tiempo Osborn y Mendel,
observaron que las ratas no podian desarrollarse de forma normal con una
dieta purificada de hidratos de carbono, protefnas, grasas y minerales, a
menos que se afiadiera a ésta mantequilla, aceite de higado de bacalao o
extracto de yema de huevo. Dedujeron entonces que estas sustancias
contenian un factor hasta el momento desconocido, que era indispensable
para el crecimiento y el desarrollo normal. Este factor fue denominado
liposoluble A.

Durante los afios veinte, se llegé a establecer bien la importancia de su
papel biolégico. Se hallaron fuentes més ricas de vitamina A, como el

aceite de higado de halibut. Steenbock demostré que el caroteno,
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componente normal de las plantas, puede reemplazar en la dieta a la
vitamina A. En 1930, Moore demostré la conversién del B-caroteno en
vitamina A en las ratas. Se estableci6 entonces el papel de ciertos
carotenoides como provitaminas A. En 1931, Karrer propuso las férmulas
estructurales de ambos compuestos y en 1937 se aislé por primera vez la
vitamina A en su forma cristalina. Isler sintetizé en 1947 la vitamina en
forma pura cristalina, mientras que el B-caroteno fue sintetizado por
primera vez en 1950.

La deficiencia de vitamina A es uno de los grandes problemas de la
saldd publica. En la actualidad la OMS (Organizacién Mundial de la
Salud) estima que 250 millones de nifios en edad pre-escolar tienen
deficiencia subclinica y cerca de 3 millones padecen de xeroftalmia clinica.
Aproximadamente un 10% del total de nifios ciegos, lo son a causa de la
deficiencia de vitamina A y cerca del 70% de estos nifios mueren en el
transcurso del primer afio.

La vitamina A es un alcohol poliénico isoprenoide que se conoce
también con otros nombres, como retinol, axeroftol, biosterol, vitamina
anti-xeroftdlmica y vitamina anti-infecciosa. Del retinol derivan los ésteres
de retinol y por oxidacion el retinal y el 4cido retinoico, que es la forma
activa de la vitamina A.

Los retinoides son moléculas hidrof6bicas de pequefio tamafio capaces
de atravesar las membranas biologicas de modo pasivo. Se unen a
receptores nucleares y regulan diferentes procesos celulares. Existen dos
tipos de receptores a través de los cuales actian los retinoides, el receptor

de &cido retinoico RAR y el receptor de retinoides RXR. El RAR es
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codificado por tres genes «, B y v, y se generan varias isoformas de cada
uno: RARal1 y RARa2, RARB1, RARB2, RARB3 y RARB4; RARY1 y RARy2.
Del mismo modo existen tres genes del receptor RXR, que codifican para
RXRo, RXRB y RXRy. El 4cido retinoico todo-trans es el ligando natural
para el receptor RAR (Giguere y col, 1987; Petkovich y col, 1987) y el
acido retinoico 9-cis es el ligando natural del receptor RXR (Heyman y
col., 1992; Levin y col, 1992).

B)

Figura 1. Dominio de unién al ligando de los receptores RAR y RXR.
A) Estructura cristalina del dominio de unién a ligando del receptor RARy (en verde)
(PDB: 2Ibd, Renaud y col,, 1995) unido al ligando todo-trans dcido retinoico. B) Estructura
cristalina del dominio de unién a ligando libre del receptor RXRo, (en rojo) (PDB: 1lbd,
Bourguet y col, 1995).
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La vitamina A y sus derivados (los retinoides) son esenciales para el
desarrollo embrionario, asf como para la homeostasis en el organismo
adulto (para revision: Ross y col, 2000; Zile, 2001). Ya en los afios treinta,
se descubri6é que un déficit materno de vitamina A producia importantes
anomalias y malformaciones congénitas que ocasionaban la muerte del
teto (Mason, 1935; Hale, 1937). Posteriormente Wilson y colaboradores
definieron anomalfas congénitas resultantes de un déficit de vitamina A
durante el periodo de gestacion (Thomson y col, 1969 Wilson y col,
1953). Un déficit de acido retinoico en el desarrollo embrionario produce
importantes anomalias en el sistema cardiovascular, en el sistema
urogenital, en el sistema respiratorio, en la cabeza, en los ojos, en el
sistema nervioso central, en 6rganos hematopoyéticos y en el tronco
(Dersch y Zile 1993: Maden y col,, 1996; Maden y col,, 1998: Twal y col,
1995; Zile y col,, 1998). Ademés la vitamina A desempefia un importante
papel como agente protector del dafio oxidativo en mitocondrias (Barber y
col, 2000). Por otro lado, un exceso de vitamina A, también produce
teratogénesis (Cohlan, 1953) y es membranolitico y hepatoxico en el
organismo adulto (7zimas y Nau, 2001).

1.1 Efectos morfogenéticos.

El &cido retinoico (RA) desempefia un papel fundamental como
regulador de la diferenciacién durante la embriogénesis de los vertebrados
(Gudas, 1994; Means y Gudas, 1995; Conlon, 1995; Durston, 1997, Irving y
col.,, 1998; Niederreither y col., 1999 para revision: Ross y col,, 2000).
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La importancia de la forma activa de la vitamina A en el desarrollo
y diferenciacién del sistema nervioso esta demostrada por el hecho de que
la exposicién a un exceso de retinoides durante las primeras etapas del
desarrollo, produce anomalias en el cerebro y en las células derivadas de
la cresta neural (Morriss-Kay y col, 1991). Ademas, se han descrito estas
alteraciones en las estructuras a las que contribuyen las células de la cresta
neural en embriones humanos expuestos a un exceso de RA in utero en
estadios tempranos del desarrollo (Lammer y col., 1985).

El RA actda fundamentalmente en la determinacién de los ejes de
polaridad en el embrién. Estudios en Xenopus Jaevis revelan que el RA
media una transformacién anteroposterior en el sistema nervioso central
en desarrollo (Durston y col, 1989). Por otro lado, la exposicién a dosis
‘teratogénicas de RA en embriones murinos causa transformaciones
homedticas en las que ciertas estructuras del sistema nervioso desaparecen
o se modifican (Kessel y Gruss, 1991). Estudios en pollos muestran que la
aplicacién ectépica de RA altera la formacion de las extremidades
({zpisua-Belmonte y col, 1991).

La enzima retinaldehido deshidrogenasa-2 (RALDH2) es una
aldehido deshidrogenasa dependiente de NAD con una alta especificidad
por el sustrato retinaldehido. Su patrén de expresiéon durante el desarrollo
murino ha sugerido que puede ser responsable de la sintesis de RA en el
embrién. Se han hecho estudios con ratones Knock-outs deficientes en
RALDH2 que ponen de manifiesto la necesidad de esta enzima para la
supervivencia y morfogénesis temprana del embrién (Niederreither y col,

1999).
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1.2 Diferenciacién neuronal.

El RA, ademas de su importancia en la morfogénesis del sistema
nervioso, tiene un papel importante en el control de la diferenciacién y la
proliferacién de células neuronales. Asi, el RA aumenta la neuritogénesis
en cultivos primarios de neuronas de la médula espinal (Wuarin y Sidell,
1991) y es capaz de diferenciar hacia fenotipo neuronal algunas lineas
celulares establecidas de carcinoma embrionario (Jones-Villeneuve y col,
1982; Andrews, 1984). La diferenciacién esta acompafiada de cambios en la
expresion de genes implicados en diferenciacién y proliferacion (Miller y
col., 1990). Por otra parte, se ha descrito que células madre embrionarias
se pueden diferencian en presencia de RA adquiriendo un fenotipo
neuronal (Slager y col, 1993; Bain y col, 1994; Bain y col.,, 1995).

El RA también es capaz de inducir diferenciacién neuronal en
algunas lineas derivadas de neuroblastomas humanos. En estas células
procedentes de tumores con origen en la cresta neural, el RA produce una
parada de la proliferacién en la fase G1 del ciclo celular (7hiele y col,
1965). La detencién del crecimiento es debida a un incremento de los
niveles de p27 y una inhibicién de kinasas dependientes de ciclinas

(CDKs) (Matsuo y Thiele, 1998; Hsu y col., 2000; Matsuo y col., 2001).

1.3 Aplicaciones terapéuticas.

En 1925 se observé que los retinoides eran necesarios para la
homeostasis de los epitelios (Wolbach y Howe, 1925). Se ha visto que
los retinoides son importantes agentes terapetticos capaces de reducir la

incidencia de tumores en pacientes que padecen cancer de cabeza, cuello,
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pulmén o higado (para revision: Dragnev y col, 2000). Una terapia
combinada empleando retinoides y otros agentes en quimioprevencién
puede ser una atractiva estrategia farmacolégica (Hong y Sporn, 1997).

En el caso del neuroblastoma, dependiendo del tipo y localizacién,
el modo de combatirlo varfa: cirugfa, radioterapia, quimioterapia...
Actualmente se estd empleando con éxito el 4cido retinoico como agente
terapéutico para tratar nifios afectados de neuroblastoma, en combinacién
con quimio- y radioterapia (Matthay y col, 1999 para revision: Reynolds,
2000).

El Neuroblastoma es predominantemente un tumor de la primera
infancia; dos tercios de los casos se presentan en nifios menores de 5 afios
de edad (para revision : Alexander, 2000). En casos raros el neuroblastoma
puede diagnosticarse prenatalmente por ultrasonografia fetal (fennings y
col., 1993). Es un cancer que procede de la cresta neural y se produce por
desordenes en procesos de diferenciacién. En ocasiones se producen
regresiones espontdneas del tumor via apoptética ([wata y col., 1995). Esta
documentado que estas regresiones son mucho mas frecuentes en
neuroblastoma que en ningtn otro tumor (Evans y col, 1976). También
puede madurar hasta formar un ganglioneuroma benigno diferenciado.
Ambos procesos pueden ocurrir espontineamente y con tratamiento
(Griffin y Bolande, 1969: Aterman y Schueller, 1970).

Los nifios de cualquier edad con neuroblastoma localizado y los
lactantes menores de un afio con enfermedad avanzada y caracteristicas
favorables, tienen una alta probabilidad de sobrevivir a largo plazo sin

enfermedad (Brodeur y col, 1992; Adams y col, 1993). Sin embargo, para
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los nifios de mds edad con enfermedad en etapa avanzada, las
posibilidades de curarse, atin con terapia intensiva, son considerablemente
menores. La quimioterapia agresiva con fdrmacos miuiltiples, ha dado
como resultado una tasa de supervivencia de dos afios aproximadamente
en el 20% de los nifios mayores con neuroblastoma en etapas avanzadas
(Bowman, y col, 1991; McWilliams, 1995). En adolescentes y adultos con
neuroblastoma, el pronéstico a largo plazo es més precario,
independientemente de la etapa y ubicacion de la enfermedad y, en
muchos casos, el curso de ésta es mas prolongado (Franks y col,, 1997).

El RA también se utiliza para el tratamiento de leucemias
promielociticas (Fenaux y col, 2001; Douer col, 2001) y para el acné
nodulocistico recalcitrante y la psoriasis (FPeck y col, 1979; Jones y col,
1983; Orfanos y col, 1957). El RA se emplea en cosmética para evitar el
envejecimiento de la piel por su carécter regulador de la homeostasis de la
piel y su capacidad de proteccién contra los dafios producidos por la luz
UV (Epstein, 1961, Epstein y col, 1951; Tsukahara y col, 1999 Kligman y
col, 1984: Chagour y col, 1997). Estudios in vitro han mostrado la
actividad quimiopreventiva de los retinoides en células del epitelio
bronquial humano, debido a una parada en el ciclo celulaf, concretamente
en la fase G1, ocasionada por una disminucién en la expresién de
ciclinas (Langenfeld y col, 1996; Langenteld y col., 1997; Spinella y col,
1999).

La quimioprevencién con RA reduce el riesgo de carcinomas de
pulmén, laringe, es6fago y lengua en mas del 50%. El tratamiento de estos

tipos de cancer se lleva a cabo aumentando la dosis de retinoico end6geno
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mediante el bloqueo de agentes catabolizantes como el citocromo p450. Se
emplean agentes bloqueantes del metabolismo del RA (RAMBAs) como es
el Liarozole (Miller, 1998). La importancia que tiene el uso de RA en
quimioprevencion y/o tratamiento del cancer radica en su capacidad para

producir diferenciacién y apoptosis.

2. LA SUPERFAMILIA DE RECEPTORES NUCLEARES.

Los receptores nucleares constituyen una superfamilia de factores
de transcripcién que regulan la expresién génica de forma dependiente de
ligando, aunque algunos pueden hacerlo de forma independiente de
ligando. Los miembros de la familia de receptores nucleares incluyen
receptores para las hormonas esteroideas, tales como estrégenos (ER) y
glucocorticoides (GR), asi como receptores para hormonas no esteroideas,
como la hormona tiroidea (TR), vitaminas como la 1,25-dihidroxi vitamina
D y el 4cido retinoico (RAR y RXR) o receptores que se unen a diversos
productos del metabolismo lipidico, tales como 4cidos grasos o
prostaglandinas (PPAR) (para revisién: Glass y Rosenfeld, 2000; Aranda y
Pascual, 2001). La familia de receptores nucleares, también incluye los
llamados receptores huélffanos, cuyo ligando aan no ha sido identificado
(Mangelsdorf y Evans, 1995 Giguere, 1999. Este tipo de receptores
pueden estar regulados por mecanismos alternativos, tales como la
fosforilacion (Hammer y col, 1999; Tremblay y col., 1999).

Los receptores nucleares se originan a partir de un gen ancestral
(Laudet y col, 1992; Laudet, 1997 Escriva y col, 1997). Se han encontrado

receptores nucleares en todos los animales metazoos. En humanos se han
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identificado més de 24 clases distintas de receptores nucleares (Glass y
Rosenfeld, 2000).

Las hormonas tiroideas (T3 y T4), los retinoides (derivados de la
vitamina A) y el calcitriol (derivado hidroxilado en las posiciones 1y 25 de
la vitamina D3) son compuestos de naturaleza lipofilica y bajo peso
molecular capaces de difundir a través de la membrana plasmatica. Estos
compuestos controlan una gran variedad de procesos biolégicos, como

crecimiento, homeostasis, desarrollo, diferenciacién y morfogénesis.

2.1 Elementos de respuesta.

Los receptores nucleares forman una superfamilia de factores de
transcripcion, que se unen a secuencias especificas de ADN, que se
conocen con el nombre de elementos de respuesta a hormona (HRE) y
regulan directamente la expresion de genes diana especificos. El anélisis
de secuencias ha revelado la existencia de un hexdmero que constituye el
motivo de reconocimiento por los receptores nucleares, conocido como
hemisitio.

Han sido identificados dos motivos consenso: la secuencia
AGAACA, que es reconocida preferentemente por los receptores de
esteroides y la secuencia AGGTCA, que sirve como motivo de
reconocimiento para el resto de los miembros de la superfamilia de
receptores nucleares.

Los receptores nucleares se unen a estas secuencias como
homodimeros, heterodimeros o monémeros. La especificidad de

reconocimiento y la actividad transcripcional mediada por los



Introduccion 11

componentes de esta superfamilia vienen determinadas por pequefias
diferencias en la secuencia y orientacién de los hemisitios, en el ntimero de
nucle6tidos que conforman la secuencia espaciadora o en las
caracteristicas de la regi6n adyacente a los elementos. En los HREs los
hemisitios pueden estar dispuestos como palindrbmes, palidromes
invertidos o repeticiones directas. Existe un modelo que se conoce como
laregla 3 - 4 -5, y por el cual los HREs a los que se unen preferentemente
el receptor de la vitamina D (VDR), el receptor de la hormona tiroidea
(TR) y el receptor del 4cido todo trans-retinoico (RAR), estan compuestos
por repeticiones directas separadas por 3, 4 y 5 nuclettidos,

respectivamente (Umesono y col,, 199]).

2.2 Estructura de los receptores nucleares.

La estructura tipica de un receptor nuclear consiste es una regién
amino-terminal A/B variable; un dominio conservado de unién a ADN,
DBD o regiéon C; una regién D o dominio bisagra y una regién E
conservada, que contiene el dominio de unién a ligando (LBD) y

dimerizacién (figura 2).

-El dominio A/B en el extremo amino terminal, es muy variable en

longitud y en secuencia, y contiene el dominio AF-1, involucrado en
activacién transcripcional independiente de ligando (Metzger y col., 1990;
Nagpal y col, 1993). Aunque se sabe poco acerca del mecanismo
molecular por el que el AF-1 inicia la transcripcién, se ha observado que la

fosforilacion de determinados residuos se correlaciona con un aumento de
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la actividad independiente de ligando de determinados receptores
(Thompson y Evans, 1989. Asi, se ha visto que los RARs y otros
receptores pueden ser fosforilados por Kinasas dependientes de ciclinas y
esta fosforilacién es importante para la transactivacién dependiente e
independiente de ligando (Rochette-Egly y col, 1997; Taneja y col., 1997
Rochette-Fgly y col, 1992).

dimerizacién
unién
a ligando

unién
a ADN

Figura. 2. Estructura modular de los receptores nucleares.
Los receptores nucleares se dividen en seis regiones. La regién C contiene el dominio de
unién al ADN, las regiones E/F contienen el dominio de unién a ligando. Ademas existe
una regién de dimerizacién en el dominio de unién a ligando y dos dominios de

transactivacién (denominados AF-1y AF-2).

-El domino C, es la regién mas conservada entre los miembros de la
superfamilia. Este dominio confiere al receptor la capacidad para
reconocer secuencias diana especificas y modular la actividad génica.
Contiene el dominio de unién a ADN, que es una regi6n rica en
aminodcidos basicos organizados en dos estructuras de dedos de zinc

(Klug y Schwabe, 1995). En cada dedo de zinc existen cuatro cistefnas
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conservadas, que coordinan tetrahédricamente un ion de Zn. Los motivos
de reconocimiento de la secuencia del ADN estan presentes en la base del
primer dedo de zinc, y se conocen con el nombre de caja P o caja proximal.
Otros residuos de la base del segundo dedo de zinc constituyen la caja D o
caja distal, que estd involucrada en la dimerizacién del receptor o median
las interacciones protefna-proteina (Luisi y col, 1991). Este dominio
contiene dos o hélices, una de ellas, la hélice de reconocimiento, ocupa el
surco mayor del ADN en el HRE, estableciendo contactos con las bases
que forman parte del motivo hexameérico (Luisi y col.,, 1991).

Estudios estructurales de los complejos ADN-DBD indican que la
separacion entre los motivos en el elemento de respuesta es un parametro
critico para que los DBDs puedan heterodimerizar.

-El dominio D actiia como bisagra entre el dominio de uni6n al
ADN y el dominio de unién al ligando proporcionando flexibilidad en la
disposicién de ambos sobre los elementos de respuesta. Esta region del
receptor nuclear es altamente variable tanto en longitud como en
secuencia. Contiene la sefial de localizacién nuclear y la denominada caja
A, que estabiliza el receptor sobre el ADN contactando con nucleétidos
adicionales fuera del hemisitio consenso y extiende la secuencia de

reconocimiento (McBroom, 1995).
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Figura.3 Uni6én del heterodimero RAR-RXR al ADN
Estructura cristalina del complejo de unién de los receptores RARa y RXRa unidos al
ADN sobre el elemento de respuesta DR1 (Rastinejad y col,, 2000). (PDB: idsz). En verde
se ha representado el dominio de uni6n al ADN del receptor RARa, y en rojo el dominio

de uni6én al ADN de receptor RXRa.

-El dominio E/F, contiene el dominio de unién a ligando y esta

muy conservado entre receptores que poseen ligandos relacionados. Es un
dominio multifuncional que, aparte de unir el ligando, media la homo- y
heterodimerizacién (figura 4). Contiene las superficies de dimerizacién y
la regién AF-2, que esta altamente conservada en el extremo C-terminal
del LBD y posee actividad auténoma para activar la transcripcién
dependiente de ligando (Danfelian y col, 1992; Nagpal y col, 1993
Barettino y col., 1994; Durand y col,, 1994).
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Los estudios cristalogréficos del LBD, han permitido demostrar que
la estructura global de los receptores nucleares es muy similar. El LBD est4
formado por o 12 hélices conservadas y numeradas dela1ala 12 (H1 a
H12), excepto la H2 del RXR que no esta presente ni en TR ni en RAR.
Ademés el LBD est4 formado por dos mitades, una de ellas rigida, que
estarfa implicada en dimerizacién (H10 y H11) y en la interaccién con
correpresores, y ofra regién que contendrfa la cavidad de unién del
ligando y la superficie de interaccién con los coactivadores.

Entre las hélices, H5 y H6, existe una ldmina p empaquetada entre
las hebras antiparalelas que forman las hélices de la H1 a la H5 y de la H6
alaH12.

El estudio comparativo de las estructuras de los holo (unidos a
ligando) y apo-LBD (vacio) receptores, ha permitido la propuesta de un
modelo en el cual la unién del ligando induce cambios conformacionales
en el LBD de los receptores nucleares, permitiendo la unién de
coactivadores (Renaud y col, 1995). El LBD en presencia de ligando
adquiere una estructura més compacta que cuando est4 vacio. Esto sugiere
una funcién estructural del ligando en la configuracién de la supetficie de

contacto proteina-proteina del LBD.
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Figura 4. Dominios de unién a ligando del heterodimero RAR-RXR
Estructura cristalina del heterodfmero formado por los dominios de unién a ligando de
los receptores RARa y RXRa (Bourguet y col, 2000). (PDBid: 1dkf). En verde se ha
representado el dominio de unién del receptor RAR« unido al ligando BMS y en rojo el

dominio de unién del receptor RXRa unido al ligando 4cido oleico.

2.3 Tipos de receptores nucleares.

Los miembros de la superfamilia de receptores nucleares se
caracterizan por una alta homologia estructural y funcional, pero se
pueden clasificar en cuatro grupos en funcién de sus caracteristicas de

unién al ADN y el modo en que forman dimeros:

-Clase I: a este grupo pertenecen los receptores de hormonas
esteroideas:  glucocorticoides,  progesterona,  mineralocorticoides,
andrégenos. En ausencia de hormona se encuentran en el citoplasma de la
célula en forma inactiva y asociados a otras proteinas, entre ellas, la

proteina de choque térmico hsp90. En presencia de hormona se disocia
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este complejo y el receptor unido al ligando se transloca al nrcleo.
Funcionan como homodimeros y se unen al ADN en elementos
organizados formando palindromes del motivo AGAACA con una

separacion de tres nucle6tidos.

-Clase 1II: a este grupo pertenecen los receptores para hormona
tiroidea, 4cido retinoico, vitamina D3 y el receptor activado por agentes
que hacen proliferar a los peroxisomas (PPAR). Son receptores que
heterodimerizan con el RXR (receptor del 4cido 9-cis retinoico) y se unen a
repeticiones directas del motivo PuGGTCA con espaciamiento variable,

aunque también reconocen elementos palindrémicos.

-Clase III: se localizan en el nticleo unidos como homodimeros a
elementos respuesta compuestos por repeticiones directas con
espaciamiento variable o elementos palindrémicos del motivo AGGTCA.

A esta clase pertenece el RXR.

-Clase IV: a esta clase pertenecen los receptores nucleares
“huérfanos” que se unen al ADN como monémeros, al motivo consenso
NNPuGGTCA, jugando los dos nucleétidos adyacentes un papel
importante en la especificidad de unién. Algunos de estos receptores
monoméricos, pueden funcionar también como heterodimeros con RXR,

como ocurre con NGFI-B.
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2.4 Mecanismos de regulacién.

Los receptores nucleares pueden regular la expresion génica
mediante HREs positivos o negativos, por mecanismos dependientes o
independientes de ligando. También pueden hacerlo en ausencia de HREs
especificos, compitiendo por factores comunes que se encuentran en la
célula en cantidades limitantes (como RXR, coactivadores...) (Barettino y
col, 1993 Yen y Chin, 1994) o interaccionando con complejos reguladores
de la transcripcion (como AP-1) (Yang-Yen y col, 1991) o proteinas
necesarias para la funcionalidad de estos complejos (como CBP)

(Saatcioglu y col.,, 1993).

2.4.1- Dimerizacion de los receptores nucleares.

Los receptores nucleares actiian principalmente formando dimeros
(figura 3 y 5. Es fundamental la disposicién que adoptan los dos
componentes del dimero sobre el elemento respuesta, ya que afecta a la

actividad transcripcional.

Figura 5. El receptor del RA dimeriza con RXR.

Elreceptor del RA (RAR) forma un heterodfmero con el receptor de retinoides (RXR) y en
esta conformacion se une a secuencias especificas de ADN regulando la transcripcién de

genes.
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2.4.2-Cofactores.

Son proteinas que interaccionan con los receptores nucleares,
mediando la activacién o represi6n de la transcripcién de genes
especificos (Mangelsdorf y col, 1995).

En ausencia de ligando, varios receptores son capaces de reprimir la
transcripcién basal formando interacciones funcionales con los
corepresores nucleares SMRT y N-CoR (Horlein y col, 1995; Chen y Evans,
1995, para revision: Glass y Rosenfeld, 2000; McKenna y col, 1999).
Cuando el receptor se une al ligando se produce un cambio
conformacional, de modo que el represor queda libre y permite la
activacién transcripcional. El extremo carboxilo terminal de estas
proteinas correpresoras contiene un dominio de interaccién con los
receptores, mientras que en el extremo amino terminal se encuentran los
dominios represores.

El mecanismo por el cual los receptores nucleares pueden silenciar
la transcripcion de genes diana en ausencia de ligando se puede explicar
porque, en ausencia de ligando, el receptor vacio unido a su secuencia
diana se encuentra interaccionando con proteinas correpresoras, que
reclutan complejos con actividad desacetilasa al promotor. Estos
complejos compactan la cromatina y la hacen inaccesible a la maquinaria
basal de transcripcién, produciendo la inhibicién. El receptor cambia su
conformacién cuando se une su ligando y libera los correpresores (Horlein
y col, 1995 Kurokawa y col, 1995 Perissi y col, 1999). En su lugar
interacciona con coactivadores. Como coactivadores se han identificado

SRC-1, TIF-1, TIF-2/GRIP1, P300/CBP, ERAP160, P/CIP, RIP160 vy
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TRAM1 (Hong y col, 1996; Onate y col, 1995 Takeshita y col, 199
Takeshita y col, 1997 Torchia y col.,, 1997 Voegel y col., 1996).

Algunos coactivadores tienen actividad acetil transferasa intrinseca.
Estos complejos acetilan histonas, lo cual produce la decompactacién de la
cromatina, haciéndola mas accesible a la maquinaria basal de
transcripcién y dando lugar a la activacién de la transcripcién. Este es el
caso de las proteinas pl60 (Chen y col, 1997 Spencer y col, 1997,
GCN5/PCAF y p300/CBP (Yang y col, 1996, Bannister y Kouzarides ,
1996; Ogryzko y col, 1996) y/ o los factores remodeladores de la cromatina
dependientes de ATP SWI/SNF (Hirschhorn y col., 1992: Kwon y col,
1994).

Los coactivadores presentan un motivo LXXLL (X es un aminoécido
cualquiera) altamente conservado, que se encuentra en la mayoria de los
coactivadores identificados hasta el momento (Heery y col, 2001). Este
motivo es necesario y suficiente para mediar la interaccién dependiente de
ligando con los receptores nucleares (Mclnerney y col, 1998) y también
estd involucrado en la interaccién entre CBP y coactivadores de la familia

p160 (Mcinerney y col, 1998).

3. ACCIONES NO GENOMICAS DE LAS HORMONAS ESTEROIDEAS.
El mecanismo de accién hormonal clasico de los receptores
nucleares es de tipo gendmico. Las hormonas esteroideas se unen a
receptores presentes en el nicleo o en el citosol, a continuacién se
transloca el complejo receptor-ligando al niicleo con la consiguiente

modulacion de la transcripcion y sintesis de proteinas. Este es un proceso
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de tipo genémico y es lento (>30min.). Sin embargo, en los tltimos afios se
han descrito acciones no genémicas mediadas por hormonas a través de
sus receptores (para revision: Falkenstein y col, 2000; Schmidt y col,
2000). Estas acciones ocurren en pocos minutos después de la adicién del
agente y se han descrito en cuatro clases de esteroides y compuestos
relacionados como la vitamina D3 y la hormona tiroidea (Wehling y col,
1997). Por ejemplo, la aldosterona produce efectos rapidos en linfocitos y
células de muisculo liso, la vitamina Ds sobre células epiteliales y los
estrégenos producen efectos vasculares rapidos (Wehling y col., 1997).

Las acciones no gendémicas implican activacién de rutas de
sefializacion intracelular, que pueden estar o no mediadas por receptores
hormonales. Muchos de estos efectos no gendémicos implican a la
tosfolipasa C, al Calcio y pH intracelular, a la proteina kinasa C y tirosina
kinasas. Aunque la relevancia fisiolégica y patolégica de estos efectos no
esta clara, se ha visto que los efectos rdpidos a nivel cardiovascular, del
sistema nervioso central y de reproduccién, mediados por hormonas
esteroideas pueden ocurrir in vivo (Gilligan y col.,, 1994).

Una acci6n tipica no genémica es la producida por el 178- Estradiol
(E2). El Ez es un rapido activador de la sintesis de 6xido nitrico endotelial
(eNOS). El producto de esta activacién, el NO, es un factor determinante
de la homeostasis cardiovascular. Se ha demostrado que E: induce una
rapida fosforilacion y activacién de eNOS a través de la via de la fosfatidil-
inositol-3-kinasa (PIK3)/ AKT, este efecto estd mediado por su receptor ER
mediante un mecanismo no genémico (Simoncini y col, 2000: Haynes y

col, 2000; Hisamoto y col, 2001). El E; tiene un efecto neuroprotectivo
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también mediado por la cascada de sefializacion de la PI3K (Honda y col.,
2000; Honda y col,, 2001). Por otra parte, el gen de la prolactina también
estd regulado por E entre otros factores, y se ha visto en células
pituitarias de rata que la expresion de este gen requiere la via de
transduccién de MAPK (Watters y col, 2000). Ademas E2 produce una
rapida activacion de rutas de sefializacién que implican a c-src, MAPK y
PI3K en células MCF-7 y Caco-2 (Migliaccio y col, 1996, Di Domenico y
col,, 1996; Castoria y col.,, 2001).

Otra via implicada en acciones hormonales no genémicas es la de la
c-Jun amino terminal kinasa (JNK). Ademas de actuar sobre la
transcripcién génica, la regulacion de la actividad de la cascada JNK
constituye una alternativa mediante la cual esteroides y retinoides pueden
controlar el destino celular y ejercer sus acciones farmacolégicas como
inmunosupresivos, anti-inframatorios y antineoplésicos (Caelles y col,
1997). Los receptores nucleares endégenos, como GR en células Hela o
RAR en células F9, modulan la magnitud de la induccién de JNK.
Ademas, glucocorticoides, RA y T3 pueden ejercer su accién homeostatica
regulando respuestas celulares a estimulos extracelulares a través de la
via de la JNK (Caelles y col, 1997).

La progesterona también produce acciones no genoémicas mediante
la activacion de la via de JNK. La JNK desempefia un papel importante en
la maduracién de oocitos y en la embriogénesis en Xenopues laevis

(Bagowski y col,, 2001).
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La diferenciacién de células mieloides inducida por 1a,25-
dihidroxivitamina Ds (Ds) estd regulada por el receptor de vitamina D
(VDR) y la via de la PI3K (Hmama y col,, 1999).

Existe una clasificiacién de acciones no genémicas conocida como
clasificacién Mannheim (Falkenstein y col, 2000).

1= Acciones no gendmicas directas en las que los receptores no

estdn implicados.

Figura 6. Vias de accién hormonal

Esquema de las posibles vias de accién hormonal. En el caso de los receptores de glucocorticoides
la hormona entra en la célula y se une al receptor en el citoplasma, el complejo receptor-ligando
pasa al nicleo donde en forma de homodimeros se unen a los HRE y activan la transcripcién de
genes diana especificos. Otras hormonas, como Ja T3 y el RA, se unen a receptores nucleares que
en forma de heterodimeros reconocen los HRE especificos y producen la activacién de la
transcripcion directamente (via genémica) tipica o bien a través de la activacion de rutas de

sefializacion intracelular (via no genémica).
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Los esteroides pueden inducir efectos no genémicos a altas
concentraciones. En 1961, Willmer propuso que los esteroides podrian
insertarse en las bicapas fosfolipidicas de las membranas alterando la
fluidez de las mismas. Estos efectos no genémicos sobre las propiedades
de las membranas han sido descritos en varios tipos de células como
células de cancer de pulmén (Clarke y col, 1990), células epiteliales
vaginales (Reddy y col, 1989 y espermatozoides humanos (Shivaji y
Jagannadham, 1992). Las acciones no especificas de los esteroides se
producen a concentraciones supramicromolares, pero también pueden
ocurrir a concentraciones mucho més bajas. El metabolito de la vitamina
Ds, 1a 25 (OH)2Ds influye en la fluidez de la membrana en condrocitos de

rata a concentraciones del orden de nanomoles (Swain y col, 1993).

2=> Acciones no gendmicas directas por la via cldsica de receptores
intracelulares.

Como hemos visto anteriormente, los estrégenos pueden ejercer
acciones rapidas mediadas por el receptor ER a. En células endoteliales de
arteria pulmonar fetal de ovejas se produce una estimulaciéon de la
actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa por efecto del 17 B-estradiol en

cinco minutos (Lantin-Hermoso y col, 1997).

3 = Accion no gendmica directa por la via no clésica de receptores.
La mayoria de los efectos rapidos de los esteroides sobre
sefializacion celular y funcién parecen ser transmitidos por receptores de

membrana no relacionados con los receptores esteroides intracelulares
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clasicos. En leucocitos mononucleares humanos, la aldosterona se une a
sitios de membrana a través de los cuales ejerce estas acciones rapidas. La
unién saturable especifica de la aldosterona a membranas microsomales se
demostr6 con una Ka de ~ 0.1 nM para el radioligando (Christ y col.,, 1994;
Wehling y col, 1992. Sin embargo, el antagonista del receptor
mineralocorticoide canrenone y el cortisol son inactivos como ligandos a
concetraciones micromolares. Estos datos sobre la rdpida accién de la
aldosterona y la unién a estos sitios son incompatibles con los receptores
clasicos intracelulares ya que éstos no discriminan entre aldosterona y
cortisol y se unen al antagonista canrenone con una afinidad mas alta.

Ademas de estos efectos in vitro, también existen evidencias de
acciones rapidas de la aldosterona in vivo. La aldosterona produce un
incremento de la resistencia vascular periférica y de la presion sanguinea
en humanos tras la aplicaciéon de 0.5 mg y en 3 minutos ( Wehling y col,
1998). La 1a, 25 (OH),-vitamina D3 produce efectos rapidos sobre una gran
variedad de sistemas, produce una répida estimulaciléon del transporte
intestinal de calcio (Norman y col, 1997), asi como una activacién rapida
de la proteina kinasa C (Wali y col, 1990; Sylvia y col., 1996; Sylvia y col,
1998) y la MAPK (de Boland y Norman, 1998: Song y col.,, 1998).

4 = Acciones indirectas, los esteroides necesitan un ligando como
coagonista.

Los esteroides pueden actuar como coagonistas activando
rapidamente la excitabilidad de las neuronas a través de la modulacién de

efectos GABA (Nemere, 1995).
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4. FACTORES DE TRANSCRIPCION HLH.

La familia hélice-lazo-hélice (helix-loop-helix, HLH) esta
constituida por factores de transcripcién que desempefian un papel muy
importante en muchos procesos de desarrollo. Hay aproximadamente 240
proteinas HLH que han sido identificadas en todo tipo de organismos,
desde la levadura Saccharomyces cerevisiae a humanos (Atchley y Fitch,
1997). Bstudios en Xenopus laevis, Drosophila melanogaster y ratones han
demostrado convincentemente que las proteinas HLH est4n intimamente
implicadas en eventos de desarrollo como la diferenciacién celular y la
determinacién del sexo. En levaduras, las protefnas HLH regulan vias
metabélicas muy importantes, como la asimilacién de fosfatos y
biosintesis de fosfolipidos (Hoshizaki y col, 1990; Berben y col, 1990;
Nikoloff y col, 1992). En organismos multicelulares los factores HLH son
necesarios para: la neurogénesis, miogénesis, hematopoyesis y desarrollo

pancreético (Bain y col, 1994; Zhuang, y col,, 1994; Lee y col, 1995).

Clasificacion de las proteinas HILH,

Las proteinas HLH se pueden clasificar en funcién de su
distribucién, capacidad de dimerizacién y unién a ADN.,

= Clase I: se conocen también con el nombre de proteinas E. En este
grupo se encuentran las proteinas E12, E47, HEB y E2-2 entre otras. Estas
proteinas se expresan en muchos tejidos y son capaces de formar homo- o
heterodimeros (Murre y col, 1989). La especificidad de unién al ADN de

las proteinas de clase I est4 limitada al sitio E-box.
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« (Clase II. a este grupo pertenecen las proteinas MYOD,
Miogenina, atonal, NEURO D y ASCL entre otros. Muestran un patr6n de
expresion restringido a algunos tejidos. No suelen formar homodimeros y
se unen preferentemente hererodimerizando con proteinas E.

« Clase III: a este grupo pertenecen MYC, TFE3, SREBP-1 y los
factores de transcripcion asociados a microftalmia. Las proteinas de esta
clase contienen un motivo de dedo de leucina adyacente (Henthorn y col,
1991; Zhao y col,, 1993).

= (Clase IV: a este grupo pertenecen MAD, MAX y MXI que son
capaces de dimerizar con las proteinas MYC o con algunas otras
(Blackwood y Eisenman, 1991; Ayer y col, 1993; Zervos y col,, 1994).

= Clase V: a este grupo pertenecen las proteinas HLH que carecen
de dominio basico adyacente como son las IDs y EMC. Son reguladores
negativos de las proteinas de clase 1 y II (Benezra y col.,, 1990; Ellis y col,
1990, Garrell y Modolell, 1990).

«> Clase VI: son proteinas HLH que poseen una prolina en la region
bésica adyacente. A este grupo pertenecen las proteinas HAIRY y el
enhancer de split de Drosophila. (Klambt y col., 1989; Rushlow, 1989).

= (lase VII: a este grupo pertenecen proteinas que tienen una
estructura bHLH-PAS. Estd formado por receptores aromaticos
hidrocarbonados, el factor inducible por hipoxia 1a, SIM y TRH (Crews,
1998).

Existe otra clasificacién basada en las secuencias de aminoacidos
de 242 proteinas HLH (Afchley y Fitch 1997). Se ha creado un &arbol

filogenético de acuerdo a la relaciones existentes en la evolucién de estas
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proteinas. Se clasifican principalmente en cuatro grupos, que constituyen
més de 24 familias de protefnas identificadas. Los grupos se hicieron en
funcién de su especificidad de uni6én al ADN asi como la conservacién de

aminodcidos en ciertas posiciones (Atchley y Fitch, 199)).

4.1 La subfamilia de proteinas ID

el as proteinas IDs y el ciclo celular.

Las proteinas ID HLH (Aelix-loop-helix) funcionan en general como
reguladores positivos de crecimiento celular y como reguladores negativos
de diferenciacién celular. Las funciones de las proteinas ID estdn
implicadas en la regulacion del ciclo celular, en Kinasas dependientes de
ciclinas y en la proteina retinoblastoma. Una faceta que llama la atencién
de estas protefnas es su habilidad para promover el crecimiento celular e
inhibir la diferenciacién cuando se expresan ectépicamente en lineas
celulares de mamiferos. En experimentos de transfeccion, los genes 7Ds
actian como cooperantes de oncogenes en la inmortalizacion de
fibroblastos primarios y, bajo condiciones de poco suero, promueven
apoptosis. Los IDs son necesarios para la transicion de la fase GO0 a la fase
S en el ciclo celular, del mismo modo que otras proteinas bHLH como E47
y MYOD ejercen un papel antiproliferativo cuando se expresan
ectopicamente en lineas celulares produciendo una parada en la fase Gl.
(Crescenzi y col, 1990; Sorrentino y col, 1990; Peverali y col, 1994). El
modo en que las proteinas IDs estdn integradas en la maquinaria
reguladora del ciclo celular implica mecanismos que no estin

directamente relacionados con el efecto antagénico que ejercen los factores
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de transcripcién bHLH. Concretamente la proteina ID2 se une al supresor
de tumores pRb y revierte su efecto de un modo independiente del estado
de fosforilacién de pRb (lavarone y col, 1994; Lasorella y col., 2000). Esto
contrasta con el mecanismo de las CDKs que median la regulacion
negativa de pRb durante la transicién de la fase G1 a la fase S del ciclo
celular (Bartek y col,, 1996). Consistente con esto, la actividad supresora de
crecimiento que desempefian las protefnas inhibidoras de CDK pl6 y p21,
también es antagonizada eficazmente por ID2, pero no por ID1 ni ID3
(Lasorella y col, 199).

Durante la progresién del ciclo celular (final de la fase G1 e inicio
de la fase S) las proteinas de mamifero ID2 e ID3 se fosforilan por ciclinas
A y E dependientes de kinasas en un residuo de Serina (Hara y col, 1997
Deed y col, 1997). La forma fosforilada de estas proteinas se mantiene
durante la fase S y parece que esta relacionada con el papel que ejercen en

la progresién del ciclo celular .

eEstructura de las proteinas IDs.

Poseen un dominio altamente conservado hélice-lazo-hélice con un

papel esencial en la regulacién del crecimiento celular y diferenciacion

(figura /).
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HE3%0 H2 B4/t

HIG6 eapy

E47 H1

Figura 7. Estructura de las proteinas IDs.
Modelo estructural del dominio hélice-lazo-hélice de ID3. Heterodimero formado por E47
(verde) e ID3 (violeta) (Wibley y col, 1996). (Adaptado por Norton y col,, 1998).

Estos factores de transcripcién HLH no poseen dominio bésico
adyacente responsable de la especificidad de unién al ADN. Las proteinas
IDs funcionan como reguladores dominante-negativos de algunos factores
bHLH al formar heterodimeros no funcionales ID-bHLH que impiden a
los bHLH unirse al ADN (figura 8). El prototipo de mamifero de una
subfamilia de estas proteinas fue originalmente descrito por Benezra en
1990 (Benezra y col, 1990) y las llamé “I1d” (posteriormente Id1), un
término que alude a sus propiedades funcionales como “inhibidor de la
unién de DNA” e “inhibidor de la diferenciacion celular “. Se conocen
cuatro miembros de esta familia ID1, ID2, ID3 e ID4. Todos los IDs tienen
un tamafio similar (13-20 KD). Al margen del dominio HLH altamente

conservado (box 3 en /a figura 9), sus secuencias divergen, excepto cuatro
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dominios més pequefios que presentan homologia y que probablemente
estén implicados en su funcién. En el modelo propuesto para el
heterodimero de ID3-bHLH los monémeros individuales de HLH se
empaquetan formando una estructura de cuatro hélices o estabilizadas
por una combinacién de interacciones electrostéticas y polares (figura /)
(Wibley y col, 1996). La regi6n variable del lazo también parece ser
importante para la heterodimerizacién (Pesce y Benezra, 1993) y los
dimeros ID-bHLH podrian estar estabilizados al adoptar un estado
oligomérico muiltiple altamente ordenado (Fairman y col,, 1993).

Las cuatro IDs de mamifero son codificadas por genes individuales
que en humanos se encuentran localizados en los cromosomas 20q11
(ID1), 2p25 (ID2), 1p36.1 (ID3) y 6p21-22 (ID4) (Pagliuca y col, 1995
Mathew y col, 1995 Nehlin y col, 1997; Ellmeier y col,, 1992: Deed y col,
1994). Los genes de los diferentes IDs poseen una organizacién genémica
muy similar, lo que parece indicar la existencia de un gen ancestral comtin

(Deed y col., 1994).
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bHLH-B
bHLH-A

Expreslon De Genes De
Diferenclacion Celular

X

&£-box

bHLH
Helerodimero

v Expresion De Genes De
Diferenclaclon Celular

E-box

Figura 8. Las protefnas IDs bloquean la diferenciaci6n celular.

Las proteinas IDs actian como antagonistas dominante-negativos de factores de
transcripcion bHLH. Las protefnas bHLH se unen a secuencias reguladoras E-box en
forma de heterodimeros que activan genes implicados en diferenciacién celular. Estos
heterodimeros estan formados por proteinas de clase A bHLH que se encuentran
expresadas ubicuamente, y proteinas de clase B bHLH, especificas de tipo celular
(Kadesch, 1993). La presencia de un exceso de proteinas IDs, como puede ocurrir en caso
de células que estén proliferando, impide la formacién de heterodimeros ABy se forman

heterodimeros que no son funcionales, entre las proteinas IDs y las A bHLH, porque las

IDs no poseen dominio bésico y no pueden unirse al ADN.
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o Perfil de expresion de genes IDs

Como norma general, en lineas celulares, la expresién es alta en
células proliferantes y baja o ausente en células quiescentes o
diferenciadas totalmente. Una notable excepcién es /D2 que se encuentra
regulado positivamente durante la diferenciacion de monocitos-
macréfagos (Ishiguro y col., 1996; Cooper y col, 1997) y est4 expresado
constitutivamente en el resto de linfocitos T pero regulado negativamente
en respuesta a la estimulacién mitogénica (Jshiguro y col, 1995). Sin
embargo, en muchos otros tipos celulares, la expresion de genes IDs,
incluyendo a D2, esta fuertemente inducida en respuesta a estimulacién
de factores mitogénicos y de crecimiento, con un pico de expresi6n al cabo
de 1-3 h, como ocurre en muchos genes tempranos (Sun, 1994 Hara y col,
1994; Barone y col, 1994). En ¢rganos adultos se expresan mdltiples
transcritos (Christy y col, 1991 Riechmann y Sablitzky, 1995; Pagliuca y
col, 1995 Deed y col, 1994). Durante la embriogénesis, analisis de
hibridacién in situ revelaron un complejo patrén de expresién temporal y
especifico de tejido en el cual se solapan en parte transcritos de ID1, ID2 e
ID3 pero ID4 se expresa de forma diferente (Ellmeier y col, 1992: Jen y
col, 1997 Jen y col., 1996; Riechmann y Sablitzky, 1995).

En el cerebro en desarrollo, la expresién de ID3 e ID4 es

mutuamente excluyente (Riechmann y Sablitzky, 1995).



Introduccién 34

ld1
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Figura 9 Alineamiento de las secuencias de proteinas IDs.

Se muestran las secuencias de ID1 de ratén (Benezra y col., 1990), ID2 (Sun y col., 1991), 1D3
(Christy y col., 1991) e 1D4 (Riechmann y col, 1994), de Xenopus (XIdx) (Wilson y Mohun,
1995), pez cebra (Z1d) (Sawai y Campos-Oriega, 1997) y Drosophila (EMC) (Ellis y col., 1990;

Garrell y Modolell, 1990). Las secuencias idénticas eston marcadas en rojo. Las secuencias

homologas son las cajas 1-5. Se muestran en amarillo los sitios consenso (SPVR) para

fosforilacion (P) por ciclinas-E/A-CDK2 dentro de la caja 1. Los * indican los codones de

parada. Se indica en verde las regiones correspondientes a la estructura de hélice y en

morado a la estructura del lazo. (Adaptado por Norfon y col, 1995).
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el unciones de las proteinas IDs

Las proteinas IDs estdn implicadas en muchos procesos del
desarrollo biol6gico. Pueden actuar como reguladores de destino celular
(Ellis y col, 1990; Martinsen y Bronner-Fraser, 1998: Yokota y col,, 1999
Rivera y col, 2000; Janatpour y col, 2000). También intervienen en la
embriogénesis y organogénesis (Garrell y Modolell, 1990; Ellis y col,, 1990,
Yokota y col, 1999; Lyden y col, 1999. Promueven el crecimiento celular
y detienen la diferenciacién (Jen y col, 1992; lavarone y col, 1994; Sun y
col.,, 1994 Desprez y col.,, 1995; Atherton y col, 1996; Morrow y col., 1999
Kondo y Raff, 2000) por lo que estan implicados en la progresién del ciclo
celular (Barone y col, 1994: Hara y col, 1994; Peverali y col, 1994). Las
proteinas IDs pueden inducir apoptosis. ID2 induce la expresién del gen
apoptotico BAX (Norton y Atherton, 1998; Florio y col, 1998; Kim y col,
1999). ID2 produce apoptosis en células precusoras de mieloides y
osteosarcoma, el modo en que lleva a cabo este efecto es independiente de
la dimerizacién con otros factores HLH a diferencia de lo que ocurre en
procesos de proliferacién y diferenciacion. Este efecto apopt6tico no es
producido por /D3sino que la capacidad de inducir apoptosis reside en el
extremo amino terminal de ID2. Los cultivos primarios de astrocitos
expresan todos los /Ds. Estos cultivos en presencia de suero durante
cuatro semanas elevan los niveles de /D4 la sobreexpresién de /D4 en
estos cultivos induce apoptosis, sin embargo cuando se trata con cAMP se
produce la diferenciacién de astrocitos y una disminucién dramética y

selectiva de los niveles de ID4 (Andres-Barquin y col, 1999). Por otra
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parte, [DI e ID3 regulan negativamente la miogénesis de células
musculares en cultivo. La sobreexpresién de /D2 inhibe la diferenciacién
de mioblastos pero no ocurre asi con ID4(Melnikova y col., 1999.

Pueden inmortalizar células primarias mediante la activacién de la
telomerasa (Alani y col, 1999 y funcionar como oncoproteinas in vivo
(Wice y Gordon, 1998; Kim y col, 1999; Morrow y col,, 1999), ademds son
requeridas para la angiogénesis in vivo y promueven invasién de tumores
(Desprez y col, 1998; Lyden y col, 1999; Lin y col., 2000).

Estudios con ratones Knockout han mostrado que se necesita al
menos una copia de un gen /D7 o ID3 para evitar la muerte de estos
embriones mutados, asociada con una diferenciacién prematura y defectos
angiogénicos en el cerebro (Lyden y col, 1999. La letalidad es debida,
probablemente, a una hemorragia intraventricular lo que produce la
muerte en humanos (Periman y Volpe 1986) y roedores (Bader y col,
1998).

Reducir la dosis de proteinas IDs podria tener efectos sobre el
crecimiento y la metastasis de tumores. Ademés, los niveles de estas
proteinas en tejidos adultos de humanos son extremadamente bajos. Por
todo ello, las proteinas IDs podrian ser importantes dianas de drogas de
disefio anti-angiogénicas extremadamente dtiles en el tratamiento de

tumores.
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Objetivos:

(Anélisis y caracterizacién de los mecanismos moleculares a través
de los cuales el acido retinoico induce diferenciacién en las células
SH-SY5Y. Para ello llevaremos a cabo un analisis y caracterizacion
de genes regulados por acido retinoico en la linea celular de
neuroblastoma humano SH-SY5Y e intentaremos estudiar el
posible papel de alguno de los genes encontrados en la

diferenciacion neuronal.

\ _J
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MATERIALES
1. PRODUCTOS

1.1 Reactivos quimicos.

Los productos y reactivos empleados en el laboratorio fueron
suministrados por las siguientes casas comerciales: Amresco, Biorad,
Biotools, Pharmacia, Prolabo, Gibco, Merck, Promega, Pronadisa,

Scharlau, Serva y Sigma.

1.2 Productos de Biologia Molecular.
Los enzimas fueron suministrados por: Roche, Life Technologies,
Promega, Biotools. Los cebadores empleados fueron adquiridos a:

Amersham Pharmacia Biotech, Isogen Bioscience y Genset Oligos.
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1.3 Material radiactivo.
Los productos radiactivos empleados: [0??P]-dCTP (10mCi/ml),
[032P]-UTP (10mCi/ml), [y*2P]-ATP (10mCi/ml) fueron suministrados por

Amersham Pharmacia Biotech y New England Nuclear.

2. CULTIVOS CELULARES.
2.1 Materiales.

El material de plastico utllizado en cultivos celulares fue
suministrado por Sarstedt. Los medios de cultivo RPMI, suero fetal de
ternera, Glutamina y antibiéticoé fueron suministrados por Bio-Whittaker
y Gibco. El 4cido todo trans retinoico (RA), el forbol 12-miristato-13-
acetato (TPA), el inhibidor de la PI3K LY294002 y la cicloheximida (CHX)

se obtuvieron de Sigma.

2.2 Lineas celulares.

-Células SH-5Y5Y: linea celular de neuroblastoma humano (ATCC:
CRL 2266) cedida por los Dres. Angel Pascual y Ana Aranda (IIB, CSIC-
UAM, Madrid). Se incuban a 37°C y 5% de CO,. Medio de cultivo: RPMI

1640, 10% suero fetal bovino, glutamina 2 mM, gentamicina 0.2 mg/ml,
fungizona 0.5 pg/ml. Se crecen hasta una densidad de 80-90% en placas
de 100/150 mm y se diluyen 1:5 cada 2-3 dias.
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2.3 Tratamientos.

Las células SH-SY5Y se pasan un dia antes de hacer el tratamiento.
A las células consideradas control se les cambia el medio simultdneamente
al cambio por medio tratado del resto de placas. Los tratamientos con RA
y TPA se hicieron afiadiendo 1 uM y 100 nM respectivamente al medio
RPMI completo. Se hicieron pre-tratamientos con 10-50 uM LY294002 y
10 pg/ml CHX, tras el transcurso de una hora se afiadi6 directamente al
medio pretratado 1 pM RA.

3. SONDAS.

Las sondas de cDNA para Northern Blot y Run-on se obtuvieron en
su mayorfa como clones de ADNc del Consorcio IMAGE (LLNL) (Lennon
y col, 1996), a través del Human Genome Mappping Program Resource
Centre del Reino Unido (UK HGMP RC).

Nombre Simbolo | IMAGE clone ID | Acceso T(‘:("I‘)‘;'m
. Al793261
! . ASCLT 1 .
Achaete-Scute-like 1 569301 AAG73580 0.8
Artemina ARIN 2465029 AJ935302 1.3
H74208
BCL2 2 .
BCL2 32714 73130 1.3
o T98383
CENP-F (Mit CENPF 12206 .
(Mitosina) 0 Tog384 1.0
AA171547
GAP43 GAP43 610197 AA171875 1.2
GFRo-1 GFRA1 1700429 AT049675 1.5
H05619
_ GFRA2 43207 .
GFRo-2 112081 1.2
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Nombre Simbolo | IMAGE clone ID Acceso T(?(r:)\;mo
GFRa-3 GFRA3 2150100 AlI887844 0.5
: Wi05829
Hairy (HES-1) HRY 299820 N77872 1.3
hsp89a HSPCA 995519 AA53012 0.8
HT036 HT036 433419 AA694184 0.8
H79454
D1 .
ID1 235131 1179339 1.3
H54369
D2 .
ID2 203370 54291 0.7
H13599
ID3 .
ID3 148057 113232 1.0
1D4 ID4 1032880 AA628493 0.3
NeuroD1 NEUROD1 2518343 AlB78975 3.0
NeuroD6 (Hath2, | NEURODG 171864 HI9169 0.8
H18504
Nex1)
Neurogeninal NEUROG1 383463 AA074359 1.5
Neurturina NRIN 2558497 AWO050617 1.2
AA122019
, OCRL
OCRL 490412 AA122000 1.2
PI3- Kinasa p110c PIK3CA 2286773 Al628512 2.3
PI3- Kinasa p110B PIK3CB 645170 AA206574 2.5
PI3- Kinasa p110y PIK3CG 1471326 AA885030 1.0
Receptor de LAMRI
Laminina 37/67 KD 1271323 AA748648 1.0
RET tirosin kinasa RET 4127655 BF311041 2.5
Ribonucleoprot. HRPR 610945 iﬁ;g?gg 0.8
HnRNP R
AA225897
- LOC51639
RNP CGI-110 1007840 AA26090 0.7
. . AA164770
S5YT4 .
Sinaptotagmina IV 632239 AAL66875 4.0
1 AA039409
SRM
Esperrmdma 485174 AA039306 0.8
sintetasa
Ubiquitin-like 5 UBL5 714237 AA293612 0.9
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Nombre Simbolo | IMAGE clone ID Acceso ‘I;?(mb?no
Zinc Finger FLI12298 AA579152 0.8
FL]J12298 / 715064 .

Tablal. Sondas
Se indica el nombre, el simbolo, la clave de /mage clone ID, la clave de acceso y el

tamafio en Kb de cada sonda empleada.

Algunas de las sondas fueron amablemente proporcionadas por otros

investigadores:

e La sonda para el oncogen c-myc (MYC), que incluye un fragmento
de 1.4 Kb correspondiente al exon 3 del ADN gen6mico de MYC
(pMC413RC, Dalla-Favera y col, 1983), fue donado por la Dra. Ana
Aranda (IIB, CSIC-UAM, Madrid).

s El plasmido pG4PTA, que contiene el ADNc completo (0.6 Kb) de la
Protimosina o (P7MA), fue donada por la Dra. Clara Alvarez (Depto.
de Fisiologfa, Universidad de Santiago de Compostela).

¢ Lasonda de ADNc de la Hidroxiacil-coA deshidrogenasa II (ERAB,
HADH?2, Sambamurti y Lahiri, 1998) (1.0 Kb) fue donada por el Dr.
Kumar Sambamurti (Dept. of Pharmacology, Mayo Clinic. Jacksonville,

Florida, USA).

e La sonda de ADNc del GDNF (0.4 Kb) fue donada por los Dres.
Jens Pohl y Michael Hanke (Biopharm GmbH, Heidelberg, Alemania).
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e Lasonda de ADNc del RARB2 (RARB, de The y col., 1987) (1.5 Kb)
fue donada por el Dr. Henk. G. Stunnenberg (Dept. of Molecular
Biology. University of Nijmegen, Holanda)

Finalmente, otras sondas fueron generadas por PCR, utilizando como
molde el ADNc (primera hebra) obtenido a partir de ARN total de células
SH-SY5Y.

e La sonda de la Ciclofilina A (peptidil-prolil-isomerasa A, FFIA)
(Haendler y col, 1987 ), se gener6 a partir de un fragmento de PCR de
415 bp, obtenido con los cebadores: HCYC-U 5'-CTG CTC CIT TGA
GCT GTT TG-3' y HCYC-L 5'-GGT GAT CIT CIT GCT GGT CT-3".

¢ Lasonda de la B-actina (ACTB) ( Vandekerckhove y Weber, 1978), se
gener6 a partir de un fragmento de PCR de 183 bp, obtenido con los
primers: HBACT-U 5-AGC ACG GCA TCG TCA CCA ACT-3' y
HBACT-L 5'-ACA TGG CTG GGG TGT TGA AGG-3.

e La sonda para el Neuropéptido Y (NPY) (Takeuchi y col, 1956), se
gener6 a partir de un fragmento de PCR de 403 bp, obtenido con los
primers: NPY-U 5-GCC AGC CAC CAT GCT AGG TAA-3' y NPY-L 5'-
AGT GGC TGC ATG CAT TGG TAG-3'.
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4. ANTICUERPOS.
Los anticuerpos monoclonales de ratén especificos para la

fosfotirosina PY99, la fosfotirosina PY20 y la a-tubulina fueron
suministrados por Santa Cruz Biotechnology. Los policlonales de conejo
especificos para pl110a, pl10B, pl110y, RET, ID1, ID2 e ID3 fueron

suministrados por Santa Cruz Biotechnology.

METODOS
1. EXTRACCION DE ARN

Para la obtencién de ARN total se utilizé el método de extraccién
con isotiocianato de guanidina-fenol-cloroformo (Chomczynski y Sacchi,
1987). Una vez extraido, se comprueba la integridad del ARN mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE. La concentracién de ARN se
estima espectrofotométricamente por absorbancia a 260 nm, conservando

las muestras alicuotadas a - 80 °C hasta su utilizacion.

2. TECNICA DE DISPLAY DIFERENCIAL ORDENADO

Hemos empleado el Display Diferencial Ordenado (Matz y col,
1997; Matz y Lukyanov, 1998). Esta técnica es una modificacién del
Display Diferencial tradicional (Liang y Pardee, 1992) y consta de varias
etapas (figura 11):
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2.1 Sintesis de ADN complementario.

Se hace una transcripcion reversa con la enzima Superscript RT
partiendo de 1 pg de ARN total, extraido de células SH-SY5Y con el
cebador T (figura 11) que hibrida con la cola de poli (A) y deja un extremo
3’ libre que se extiende con la transcriptasa reversa. Se forma una molécula
hibrida ARN-ADN. En este punto, el ARN se degrada con KNasa H
creando unos huecos que permiten a la DNA polimerasa I copiar la
segunda cadena incorporando los correspondientes nucle6tidos.
Finalmente la muestra se trata con 74 DNA polimerasa para producir

extremos romos.

2.2 Digestion del ADNc con Rsa L.

Este ADNc de doble cadena, previamente purificado con fenol-
cloroformo, se digiere con la enzima de restriccion Ksa / que reconoce la
secuencia GT/AC y corta con alta frecuencia produciendo fragmentos de

unos 300-500 pares de bases y de extremos romos.

Comprobacion de la digestion.

Para comprobar que la enzima de restriccibon ha cortado
completamente, hemos disefiado un test en el que se realiza una reaccién
de PCR para el ADNc de actina con los cebadores correspondientes (ver
Materiales pdrrafo 3). Entre los sitios de hibridacién de los cebadores hay

un sitio Ksa [, de modo que el ADN cortado no puede amplificarse. La
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PCR se realiza con cantidades equivalentes de material de antes y después
de la digestién. La reaccion hay que hacerla'de modo semicuantitativo,
porque si se hacen muchos ciclos directamente (ej. 30 ciclos) la presencia
de pequefias cantidades de ADNc resistente al corte puede llevar a
conclusiones equivocadas. Normalmente hacemos reacciones de 25 pl,
tomando alicuotas de 3 ul a 16, 19, 22, 25, 28 ciclos que luego se cargan en
un gel de agarosa al 1.5% en TAE. Ha de observarse una diferencia de al
menos 4-5 ciclos en la aparicién del producto de PCR entre la muestra no

cortada y la digerida con Ksa J, lo que significa un 94-96 % de digestion.

2.3 Ligacién con el adaptador.

Al ADNc digerido se le liga un adaptador. Se utilizan cantidades
equimolares del adaptador U y L previamente anillado. El adaptador U+L
utilizado es de pseudo-doble cadena, estd formado por dos
oligonucle6tidos: uno de 43 pb y otro més pequefio de 12 pb
complementario al lugar 3" del largo (figura 10). Sélo el oligo de mayor
longitud se liga al ADNc ya que ambos carecen del grupo 5’fosfato, el
pequerio sirve para orientar la hebra larga. La ligacion se lleva a cabo con
la enzima 74 DNA ligasa . Las ligaciones se diluyen 1:5 con 40 pl de agua

milli Q para el siguiente paso.

2.4 Amplificacién por PCR de los fragmentos de interés.
Este ADNc cortado y ligado al adaptador se utiliza para hacer una
PCR con la enzima Platinum Tag DNA polimerasay con el cebador T y un

cebador externo (cebador O) que hibrida con el adaptador a una
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temperatura de anillamiento de 65°C (figura 71). Con esta PCR s6lo se
amplifican los fragmentos que contengan la cola de poli (A) y el
adaptador. Este conjunto de ADNc es selectivamente amplificado con los
cebadores T y O, mientras que la amplificacion de los fragmentos internos
de ADNc, asi como la contaminacién con ADN genémico o ARN
ribosomal, es suprimida porque no hibridan con el cebador T. El cebador
O no puede amplificar por si s6lo estos fragmentos porque durante la PCR
se forman estructuras secundarias en forma de sartén que bloquean el
lugar de hibridacion (figura 11).

El nimero de ciclos de la PCR se determina empiricamente de la
siguiente manera: se pone una reacciéon de PCR y se toman 3 pl de muestra
a15,17,19, 21 ciclos... Se cargan las alicuotas en un gel de agarosa al 1.5 %
en TAE. Cuando se vea sefial alrededor de 500 pb se ha alcanzado el
ntimero 6ptimo. En general, simpre hemos detectado la sefial entre 17 y 20
ciclos. Luego se hace una PCR con el namero de ciclos 6ptimo
determinado, que se usard como base para la segunda PCR, después de

diluir 100 veces con agua.

2.5 Amplificacion de los subconjuntos.

El conjunto de fragmentos de ADNc 3’, amplificados selectivamente
en la primera reaccién de PCR, es objeto de comparacién, de modo que las
moléculas de ARNm son discriminadas en base a la distancia entre la cola

de poli (A) y el sitio Rsa I més cercano al exiremo 3'. Para hacer méas



Materiales y métodos 49

sencilla la comparaci6n, este conjunto de fragmentos de PCR, se subdivide
en grupos amplificados con cebadores especificos disefiados en base a la
secuencia que esta adyacente a la cola poli (A) y el sitio de restriccion Ksa
I Estos cebadores estdn disefiados con una extensién de dos bases en el
extremo 3 (figuras 10 y 11). En los cebadores internos extendidos s6lo las
dos bases distales son relevantes en la especificidad de los subconjuntos
amplificados, ya que las bases proximales (CC) que cubren el sitio Rsa J
tienen una base cambiada (TG en la cadena complementaria); este cambio
(mismatch) en la 4? posicion del extremo 3’ del cebador contribuye a hacer
el anillamiento mas selectivo. De esta forma en cada PCR se selecciona
1/192 parte del conjunto total (existen 192 combinaciones, 16 posibles
variaciones del adaptador especifico IE y 12 de cebador TE). Los cebadores
internos extendidos se marcan radiactivamente con [y*2P}-ATP utilizando
la enzima T4 polinucledtido Kinasa. Después de marcar, la enzima se
inactiva calentando 20 segundos a 100°C. Tras enfriar se afiaden 40 ul de
agua y se separa la sonda mediante cromatograffa de filtracién en gel
Sephadex G-50 (Amersham Pharmacia Biotech) en columnas preparadas
en el laboratorio.

Para la segunda PCR se usa la cantidad adecuada de cebador
correspondiente a 500.000 cpm afiadiendo cebador frio hasta tener un total
de 2 pmoles en la reaccién. El namero de ciclos 6ptimo para esta segunda
PCR se calcula del mismo modo que para la anterior, pero utilizando en
este caso cebadores internos extendidos frios (no marcados
radiactivamente). El namero estimado fue de 20 ciclos y la temperatura de

anillamiento empleada 69°C.
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Secuencias de cebadores y adaptadores utilizados en el DDO:

5- TGTAGCGTGAAGACGACAGAA cebador O
5'- AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGT cebador In
5'- AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCXX IE-XX
5'- AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCTA IE-TA (p.ej)

Adaptador U+L

5'- TGTAGCGTGAAGACGACAGAAAGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGT
3-CGCCTCCCGCCA-5

5'- CGCAGTCGACCG(T)13 T-primer
5'- CGCAGTCGACCG(T)13XX TE-XX
5'- CGCAGTCGACCG(T)13GC TE-GC (p.¢j.)

Figura 10.
Secuencias de los cebadores y el adaptador utilizados en el DDO.

2.6 Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Para comparar los ADNc amplificados por PCR, se cargan en un
gel de secuencia preparado con acrilamida al 6 % en TBE 2X. Al correr el
gel se pone TBE 2X en la cubeta de electroforesis inferior y TBE 1X en la
superior. Esto produce un gradiente de fuerza iénica que mejora la
resolucién de los fragmentos de alto peso molecular. El gel se precorre en
un aparato de electroforesis vertical Modelo 52001 de Life Technologies
durante 5 minutos a 2000 V, 30 mA y W cte = 25 W con una fuente Power
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Pac 3000 de Biorad. Se toman 3 ul de la 2° PCR vy se afiaden 3 pl de tampén
de carga de secuencia (95% formamida, 20 mM EDTA, 0.05 % azul de
bromofenol, 0.05 % Xyleno Cyanol FF) y se denaturan 5 minutos a 95°C.
Los pocillos del gel se lavan inmediatamente antes de cargar las muestras
con TBE 0.4 X. En un carril del gel se cargan 30.000-50.000 cpm de
marcador (MWM V, Roche) marcado radiactivamente del mismo modo
que los cebadores. Finalmente se cargan las muestras y se corre a 2000 V,
30 mA y W cte = 25 W durante tres horas aproximadamente, hasta que e}

marcador de xyleno cyanol haya corrido unos 3/4 del gel.

2.7 Recuperacién y amplificacién de las bandas de interés.

Tras correr el gel, se seca en un aparato Slab Gel Dryer SG-4050 de
TDI durante 1 h a 80 °C. Luego se coloca sobre un papel 3 MM en el que
se hacen varias marcas con tinta radiactiva (1000 cpm/pl) para poder
alinearlo correctamente con la pelicula una vez revelada. La exposicién se
hace con una pelicula autorradiografica Konica X-Ray film AX (Sakura).
Las peliculas se revelaron en un aparato Curix-60 de Agfa. Tras revelar el
film, las bandas expresadas diferencialmente entre las distintas
poblaciones se cortan del gel y se extrae el ADN. Se hace una PCR con
5-10 pl de muestra y los cebadores T e IN y 30-35 ciclos y se carga en un
gel de agarosa al 1.5 % para comprobar el tamafio. El resto de muestra se
purifica con unas columnas CONCERT Rapid PCR purification Kit (Life
Technologies). Y finalmente se secuencian con el cebador IN (Servicio de
Secuenciacién del Instituto de Biologfa Molecular y Celular de Plantas-

CSIQ).
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ARNm
Sintesis de la AAAA
1°hebra (TR)
i i “— TTIT
AAAA
Sintesis de la ADNe TTTT
2%hebra ADNe
Digestion con Rsa I Rsa 1
(corte cada aprox. 256 pb) SE—
I
ligacidn
del adaptador
——— ]
s pu——— ]
Amplificacién
PCR por PCR
- exponencial
[ ccrsmarosnce ]
]
0 amp

PCR suprimida

Simplificacién con

cebadores 192 ‘/

extendidos combinaciones

Electroforesis en gel

Figura 11.
Esquema de Ia técnica de Display Diferencial Ordenado.
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2.8 Identificacion de secuencias.

Las comparaciones de secuencias se realizaron con el programa
BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool, Altschul y col., 1990).

Para identificar los genes expresados diferencialmente se

compararon las secuencias obtenidas con las siguientes bases de datos:

1. EMBL DNA sequence Databank. En el servidor del EBL
http:/ /www2.ebi.ac.uk/blast2/

2. TIGR (The Institute of Genome Research) Human Unique Gene Index
(incluye Tentative Consensus and Singleton EST sequences y engloba la

informacion publica sobre ESTs). En el servidor del TIGR:

http: / /www.tigr.org /cgi-

bin/BlastSearch/blast_tgi.cgi?organism=Human

3. Ensembl Databases (genome golden path, ADNs complementarios
confirmados y predichos). Proyecto conjunto del EMBL-EBI y el Sanger
Centre. Incluye los datos ptblicos del Programa del Genoma Humano.

http: / / www.ensembl.ore / perl/ blastview

4. Blast the Human Genome (en el NCBI). Incluye los datos ptblicos del
Proyecto del Genoma Humano (genoma, mRNAs y mRNAs predichos con
gene_scan).

http: / / www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/HsBlast.html
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5. Celera Consensus Human Genome. Conjunto de bases de datos hechas
putblicas por Celera, utilizadas para el articulo publicado en 2001 ( Venter
y col, 2001). Incluye: transcritos, regiones que contienen genes, esqueleto

del genoma, y regiones no ensambladas del genoma.

hitp: / /publication.celera.com /celerascience/ homediscovery.cfm?object n

ame=Discovery % 20System&parent menu=Discovery%20System

3. ANALISIS POR NORTHERN BLOT.
3.1 Extraccion de ARN

(ver Métodos parrafo 1)
3.2 Transferencia a membrana.

Las muestras de ARN (15 pg) obtenidas de las células SH-SY5Y se
separaron por electroforesis en geles de agarosa-formaldehido y se
transfirieron a membranas de nylon (Nytran N, Schleicher & Schuell)
segtn protocolos estandar (Sambrook y col, 1989 Ausubel y col., 2000).
El ARN se fij6 a la membrana mediante irradiacién con 120 mJ/cm? de luz
UV a 254 nm en un aparato Bio-Link BLX-254 Para comprobar la
eficiencia de la transferencia, asi como la igualdad de carga de los
diferentes carriles, los filtros se tifieron con 0.04 % azul de metileno en

0.3 M acetato sédico pH=5.5.
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3.3 Sondas radiactivas.

Las sondas se obtienen por PCR o bien por extraccién del ADN
plasmidico mediante una midiprep (Kit Concert High Purity Plasmid
Midiprep system de Gibco), siendo posteriormente digerido con enzimas
de restriccion para extraer el fragmento de interés y purificarlo.

Las sondas de ADNc (10 ng) se marcaron utilizando el Kit
RadPrime DNA Labeling System de Life Technologies. El ADN marcado
con [0*?P]-dCTP se separ6 de los nucleétidos no incorporados mediante
cromatografia de filtracién en gel Sephadex G-50 (Amersham Pharmacia

Biotech) en columnas preparadas en el laboratorio.

3.4 Hibridacion y lavado de membranas.

Las membranas se prehibridaron a 65°C, siguiendo una
modificacién del método de Church y Gilbert (1964), durante al menos 30
minutos en solucién de hibridacién (14 % SDS, 500 nM fostato sédico
pH=7.2, 1 mM EDTA) en un horno de rotacién Combi-H de Finemould
Precision Ind. Co. Posteriormente se aiadieron 10 ml de solucién de
hibridacién nueva y la sonda radioactiva (106 cpm/ml de solucién de
hibridacién) previamente desnaturalizada a 100°C durante 5 minutos. La
hibridacién se llevé a cabo durante al menos 16 hdras a 65°C. A
continuacién se lavaron los filtros con una solucion 0.5X SSC, 0.1% SDS

durante 20-30 minutos a 65°C .,
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3.5 Autorradiografia.

Para detectar las sefiales radiactivas las membranas hibridadas se
expusieron a una pelicula autorradiografica Konica X-Ray film AX
(Sakura). Las exposiciones se hicieron a varios tiempos en casetes con
pantallas intensificadoras a - 80°C. Las peliculas se revelaron en un

aparato Curix-60de Agfa.

4. INMUNODETECCION DE PROTEINAS (WESTERN BLOT)

4.1 Obtencitn de extractos de proteinas.

Se obtuvieron extractos totales de proteinas lisando las células SH-
SY5Y sobre la placa con un tampén RIPA (50 mM Hepes pH=7.4, 150 mM
NaCl, 10% glicerol, 1.5 mM MgClz, 1 mM EGTA, 100 mM NaF, 1% triton
X-100, 1% deoxicolato s6dico, 0.1% SDS) al que previamente se afiadieron
inhibidores de proteasas y fosfatasas (10 pg/ml aprotinina, 10pg/ml
leupeptina, ImM PMSF, 1mM ortovanadato sédico). Con la ayuda de un
rascador se recogioé y centrifugé el lisado, el sobrenadante se pas6 10
veces por una aguja para romper €l ADN. La concentracién de proteinas

se midi6 con un Kit Biorad DC Protein Assay.

4.2 Geles de acrilamida y transferencia a membrana.
Los geles de poliacrilamida-SDS para proteinas y la transferencia a

membranas se hicieron segin protocolos estdndar (Sambrook y col., 1989).
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Las proteinas se transfirieron mediante el sistema semiseco, con un
aparato7rans blot SD semi-dry transfer cell de Biorad, a membranas de
nitrocelulosa (Hybond ECL de Amersham Pharmacia Biotech) durante 1
hora a 0.8mA/cm? con una fuente Power Pac 3000 de Biorad.
Posteriormente se comprobo la eficiencia de la transferencia de proteinas

por tincién con rojo-Ponceau (0.5% rojo-ponceau, 1% é4cido acético glacial).

4.3 Bloqueo e incubacién con los anticuerpos.

Las membranas se bloqueron durante al menos dos horas con: PBS
1X, 0.1% Tween, 5 % leche desnatada en polvo, con agitaciéon y a
temperatura ambiente. A continuacién se incubaron con el anticuerpo
primario correspondiente disuelto en la solucién de bloqueo (1:500-1:1000)
durante 16 horas a 4°C. Finalmente y tras tres lavados de 8 minutos a
temperatura ambiente con PBS 1X, Tween 0.1%, se incubaron con el
anticuerpo secundario correspondiente, conjugado con peroxidasa,
disuelto en la solucion de bloqueo (1:1000) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente se hicieron cuatro lavados de 8 minutos con PBS
1X, Tween 0.1% a temperatura ambiente. La deteccién de la sefial se hizo

por quimioluminiscencia (ECL, Amersham Pharmacia Biotech).

5. ENSAYOS DE CAMBIO EN LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA
EN GEL.
5.1 Obtencién de extractos de proteinas.

Los extractos proteicos se obtuvieron de las células en cultivo

tratadas con 1 uM RA a diferentes tiempos. Las células se lavan
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previamente con PBS, se afiaden 2 ml/placa de 100 mm de solucién TEN
(20 mM Tris, 10 mM EDTA, 100 mM NaCl) para levantar las células, se
centrifugan y se guardan los precipitados congelados en nitr6geno
liquido. Posteriormente se lisan en tampoén de lisis (10mM HEPES pH 7.9,
0.1mM EDTA, 5% glicerol, 400 mM NaCl, 1 mM DTT, 1mM PMSF) y se

estima la concentracién con un Kit Biorad Protein Assay.

5.2 Sonda radiactiva.

El oligonucle6tido de doble cadena MCKE que corresponde a la
secuencia del E-box presente en el enhancer de la creatina kinasa de
musculo fue marcadado con [a32P]-dCTP. Este oligonucleétido posee
extremos 5 protuberantes que se rellenan con la enzima Klenow de la
DNA polimerasa. El ADN marcado se separ6 de los nucle6tidos no
incorporados mediante cromatografia de filtracién en una columna
Sephadex G-50 (Amersham Pharmacia Biotech) preparada en el

laboratorio.

5 TCGACCCAACACCTGCTGCCGTACC
GGTTGTGGACGACGGCATGGAGCT &

Figura 12. Secuencia de la sonda MCKE

En negrita se marca la secuencia correspondiente a la caja E-box.
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5.3 Ensayo de movilidad electroforética.

Los extractos proteicos (5-15 pg) se incuban 15 minutos en hielo en
un volumen final de 12 pl (20 mM HEPES pH 7.9, 100 mM Na (1, 0.1 mM
EDTA, 1mM DTT, 20 % glicerol, 0.1 % Triton X-100, 200 ug BSA, 2 pg poli
(dI-dC)). Tras la adicién de la sonda se incuban otros 10 minutos en hielo
antes de cargarlos en el gel. El gel se precorre a un voltaje de 300V durante
1h y a 4 °C en un aparato Power Pac 3000 de Biorad. Las muestras se
cargan en un gel de acrilamida-bis acrilamida 30:1 al 6% en TBE 0.5X, y se
corre a un voltaje de 300V durante 2 horas y a 4°C. Posteriormente se seca
durante 1 h a 80°C en un aparato Gel Dryer (modelo 583) de Bio-Rad.
Finalmente se expone a una pelicula autorradiografica Konica X-Ray film

AX (Sakura) a - 80°C y se revela en un aparato Curix-60de Agfa.

6. TRANSCRIPCION RUN ON.
6.1 Obtenci6n de nicleos y marcado del ARN naciente.

Las células se levantan de las placas con tripsina y se centrifugan, el
precipitado se resuspende en un tampén (600 mM KCl, 150 mM NaCl, 200
mM Tris/HCl pH=8, 5 mM Spermidina, 1.5 mM Spermina, 20 mM EDTA,
5 mM EGTA) al que se afiade antes de usar 0.5 mM B-mercaptoetanol y
0.3 M sacarosa. Luego se adiciona tampén con 0.2% Igepal, se mezcla
invirtiendo el tubo y se incuba en hielo 5 minutos. Se centrifuga a 640 g a
4°C durante 5 minutos y el precipitado se resuspende en tampén B (50
mM HEPES pH=8.0, 5 mM MgClz, 0.5 mM DTT, 1 pg/ml BSA, 25%

glicerol). Se vuelve a centrifugar y el precipitado se resuspende en un
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pequefio volumen del tampén B para tener una concentracion de 107
nticleos/50 ul de tampén B. Se congelan en Nitrégeno liquido y se
conservan a -70°C. Posteriormente se marcaron con [o®?P]-dUTP (100
mCi) en un tampén (50 mM HEPES, 2mM MgClz, 2mM MnClz, 1 mg/ml
BSA, 300 mM NH4Cl) durante 20 minutos a 30°C en presencia de RNVasin
(40 u) y 400 uM de ATP, GTP y CTP. Luego se afiade DNasa RQI (10 u) y
se incuba 10 minutos a 37°C. Finalmente se afiade Solucién D y tRNA (20
ug) vy se purifica el ARN por extraccién con fenol-cloroformo-isoamilico

(Chomczynski y Sacchi, 1987).

6.2 Preparacion de filtros.

Se preparan los filtros segtn protocolos estandar (Ausubel y col,
1997: Marzluft 1978: Marziuff y Huang, 1985) con un aparato Slot- Blot
minifold I (Schleicher & Schuell). Las muestras de ADN (5 pg de
fragmentos procedentes de plasmidos o 1 pg si son fragmentos de PCR)
se preparan en 50 ul de 10 mM Tris-ImM EDTA y se denaturan con 5 ul de
1 M NaOH durante 5 minutos a 37°C. Posteriormente se neutralizan con
150 pl de SSC 10X y 100 pl de H20. Los pocillos se lavan dos veces con
SSC 5X y a continuacién se cargan las muestras de ADN en las membranas
(Nytran N, Schleicher & Schuell). El ADN se fija a la membrana mediante
irradiacién con luz UV de 254 nm (120 m]/cm?) en un aparato Bio-Link

BL-254.
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6.3 Hibridacién.,

Los filtros se prehibridaron durante 2 horas con 2 ml de la solucién
de hibridaciéon (200 mM NalPOs pH=72, 1 mM EDTA, 7% SDS, 45%
formamida, 250 pg/ml E.coli tRNA) a 42°C. Las muestras de ARN
marcadas se incubaron durante 5 minutos a 65°C, previa adicién de 100 pl
de formamida. Posteriormente se afiadieron a 2 ml de la solucién y se
hibridaron durante un minimo de 48h a 42°C. Para detectar las sefiales
radiactivas las membranas hibridadas se expusieron a una pelicula
autorradiografica Konica X-Ray film AX (Sakura) lavandolas previamente
con 0.5X SSC, 0.1% SDS durante 30 minutos a 42°C. Las exposiciones se
hicieron a varios tiempos en casetes con pantallas amplificadoras a - 80°C.

Las peliculas se revelaron en un aparato Curix-60de Agfa.

7. ENSAYO DE ACTIVIDAD PI3-KINASA.

Se obtienen extractos totales de protefnas recogiendo las células
SH-SY5Y con la ayuda de un rascador, en un tamp6n base (50 mM Tris-
HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM NaF) al que previamente se han
afiadido inhibidores de proteasas (10 pg/ml aprotinina, 10 pg/ml
leupeptina, 100 uM PMSF) y un inhibidor de fosfatasas (1 mM
ortovanadato sédico). Las células se lisan mediante sonicacién (2 pulsos de
10 segundos, 80 %) con un sonicador modelo MS5E Soniprep 150 de Sanyo
Gallenkamp PLC. Posteriormente se centrifugan y la concentracién de
proteinas se estima con un Kit Biorad Profein Assay.

Las reacciones se hicieron mezclando 40 pg de los extractos de

proteinas totales y 20 pl de 0.5 mg/ml L-a fosfatidil-inositol (Sigma) en
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10 mM HEPES pH 7.4, 0.1 mM EGTA y 10 pl de 50 mM HEPES pH 7.4,
25 mM MgClz con 10 pCi de [y3?P] -ATP. Como control negativo se afladié
en algunas muestras 30 uM de LY29004. Las reacciones se incubaron 10
minutos a temperatura ambiente y se pararon adicionando 60 pl de
2 M HCI. Los lipidos se extrajeron con 160 pl de cloroformo:metanol (1:1).
Se aplic6 la fase orgénica a las placas TLC. Las placas son de gel de silice
(Silica Gel 60 de Merck) y se pretratan con 1% oxalato potdsico en agua. La
cromatografia en capa fina se lleva a cabo en cubetas de vidrio saturadas
con cloroformo:metanol:H2O:amonio 43:38:8:2 y se deja correr hasta un
80 % de la placa. |

Para detectar las sefiales radioactivas las placas TLC se expusieron a
una pelicula autorradiografica Konica X-Ray film AX (Sakura). Las
exposiciones se hicieron a varios tiempos en casetes con pantallas
amplificadoras a - 80°C. Las peliculas se revelaron en un aparato Curix-60

de Agfa.
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1. CARACTERIZACION DE GENES REGULADOS POR ACIDO
RETINOICO IMPLICADOS EN LA DIFERENCIACION DE CELULAS DE
NEUROBLASTOMA.

Las lineas celulares de neuroblastomas humanos son buenos
modelos para el estudio 7n vitro de la diferenciacién de células de linaje
neuronal. Los neuroblastomas son tumores que tienen su origen en la
cresta neural, en los cuales, alteraciones que afectan a su desarrollo normal
deben estar implicadas en la tumorigénesis (para revision: Maris y
Matthay, 1999 Schor, 1999; Alexander, 2000). Sin embargo, algunas lineas
de neuroblastoma mantienen la capacidad de diferenciarse como
respuesta a diversos estimulos.

Algunas lineas de neuroblastoma se diferencian por tratamiento
con 4cido retinoico (Sidell, 1982: Lovat y col, 1997 Irving y col., 1998). Este
es el caso de las células procedentes de un neuroblastoma humano

denominadas SH-SY5Y que se utilizaron en este estudio.
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1.1 Diferenciaci6n celular inducida por RA: cambios morfolOgicos.

El tratamiento con 1 pM de 4cido retinoico (RA) induce la
diferenciacion morfol6gica de las células SH-SYS5Y dando lugar a la
extension de neuritas (Pahlman y col, 1954). A las 24 h de tratamiento ya
se observa claramente un fenotipo neuronal siendo més notorio a las 48 h

(figura 13).

Figura 13. Diferenciacién morfol6gica de las células SH-SY5Y en respuesta a RA.
Microfotografias de contraste de fase de células SH-SY5Y. a) Control, b) tratadas 48 h con
1 uM RA.
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1.2 Andlisis de genes regulados por RA mediante Display Diferencial
Ordenado.

El RA acttia regulando la expresion de genes a nivel transcripcional.
Por ello, para caracterizar los mecanismos moleculares a través de los
cuales el RA induce la diferenciacién en las células SH-SY5Y, se analizaron
los genes expresados diferencialmente mediante Display Diferencial
Ordenado (DDO) (Matz y col, 1997). Se utiliz6 esta técnica porque
presenta importantes ventajas respecto a otros métodos como la técnica
original de Display Diferencial (Liang y Pardee, 1992) o la hibridacion
substractiva (Sargent y Dawid, 1983, Duguid y Dinauer, 1990; Diatchenko
y col, 1996), que permiten también un estudio de expresion diferencial de
genes. El DDO tiene una alta sensibilidad, puesto que tan s6lo se necesita
1 pg de ARN de partida. Ademads, permite en un mismo experimento el
estudio tanto de genes infraexpresados como sobreexpresados. La
reproducibilidad es alta comparada con el Display Diferencial original,
puesto que la generacién del fingerprint se basa en un sitid de restriccion,
en vez de la hibridacién arbitraria de cebadores. Asimismo, presenta una
mayor simplificacion de la muestra y menor redundancia, ya que cada
ARN mensajero s6lo origina una banda. Ademas posibilita un analisis
sistemdatico del transcriptoma.

Se parti6 de ARN extraido de células SH-SY5Y control y células
tratadas con 1 uM RA durante 8 y 24 h. Se obtuvieron 43 fragmentos de
PCR (tabla 2) correspondientes a 33 genes conocidos y 10 secuencias no
identificadas previamente. Los experimentos de DDO se lievaron a cabo

con la siguiente combinacién de cebadores: IE-AA, IE-AT, IE-AG, IE-AC,
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IE-GC, IE-TA, IE-TT, IE-TG, IE-TC y TE-AG, TE-GT, TE-GC, TE-CA, que
corresponde a un 18.8 % del total de combinaciones posibles.
Los 43 genes expresados diferencialmente se muestran en la tabla

siguiente agrupados segtn la funcién que desempefian:

1. Transcripciéon y Expresiéon Génica.

Nombre Simbolo Acceso Reg. | Conf. NB | Observac.
Protimosina a PTMA M14630 + Si
ID3-HLH iD3 BCQ003107 - Sl
Expresiéon muy
RNP CGI-110 LOC51639 | AF151868 + NO abundante
Prot. Zinc Producto
Finger clonado
FLJ12298 FLJ12288 | AKO22360 | + NO? | sonda contiene.
Alu
RuvB-like 2 RUVBL2 BC000428 - n.r.
producto
clonado. No se
hnRNP R HRPR AF000364 + NO observa sefial
en NB
2. Transduccién de seiiales y ciclo celular
Nombre Simbolo Acceso Reg. | Conf. NB | Observac.
Prot. G beta2-like1 GB2L1 BC000214 - n.r.
Receptor de
Laminina de LAMR1 | BCO005391 - Sl
37/67KD
Spermidina
sintetasa SRM BC000309 - S
hsp 89 alfa HSPCA M27024 + Sl
CENP-F (Mitosina) | CENPF U30872 + Si
Fosfoprot. NUCKS | NUCKS | AK025133 - n.r.
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3. Genes relacionados con funciones neuronales

Nombre Simbolo Acceso Reg. Conf. NB | Observac.
Sinaptotagmina IV SYT4 D38522 + Sl
OCRL (IPP-5'-
Fosfatasa) OCRL 273496 + SI
Receptor de acetil- n.r.
colina alfa3 (nicot) | CHRNAZ | U62432 *
ATPasa vacuolar,
subun. 1 ATP6S1 | AL136851 + n.r.
Receptor de p|r OGU: to
opiodes mu 1 clonado
OPRM1 | AL136444 + n.r. posible nueva
(NPI-13) variante de
splicing.
Prot. de unién de
Fosfatidil- PBP D16111 + nr. P ::::f
Etanolamina
4. Otros Genes
Nombre Simbolo Acceso Reg. Conf. NB Ohservac.
Citocromo B
mitocondrial MTCYB M28016 + n.r.

L RNA muy
Ubiquitin-like 5 UBLS AF313915 - NO abundante
Citocromo C
oxidasa If mitoc MTCO2 M25171 + n.r. producto

clonado
Hidroxiacil-coA
| deshidrogenasa HADH2 U73514 - sl
(ERAB)
Factor eucariético
de iniciacion de la
sub. 4
Prot. ribosomal S2
(LIRep3) RPS2 BC001795 - n.r.
Prot. ribosomalL18 | gpr1g | Bcooos74 | - nr.
Prot. ribosomal RPS15A X84407 - n.r.
S15a
Prot. ribosomal L31 RPL31 X69181 - n.r.
Prot. ribosomal $19 RPS19 BC000023 + n.r.
. ) producto
Prot. ribosomal .21 RPS19 BC001603 n.r. clonado
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5. ESTs y secuencias genomicas

Nombre Simbolo Acceso Reg. | Conf. NB | Observac.
ZAP31 (NPI-5) AF222023 - n.r.
YAB1 (NPI-11) AF220415 - nr.
Secuencia
gendmica AL390878 AL390878 + n.r.
del crs. 13 (NPi-10)

producto
HTO036 HTO36 AF284751 + NO clonado

No se observa

sefial en NB
6. Secuencias no identificadas previamente (NPIs)
Nombre Simbolo Acceso Reg. Conf. NB | Observac.
NPI-1 - nr. 316 pb
NPI-2 + n.r. 53 bp
NPI-3 - n.r. 106 bp
NPI-4 - n.r. 105 bp
NPI-6 - n.r. 67 bp
NPI-7 - n.r. 87 bp
NPI-8 - n.r. 183 bp
NPI-9 + n.r. 355 bp
NPI-12 - n.r. 580 bp
NPI-14 - n.r. 136 bp

Tabla 2. Genes expresados diferencialmente por RA obtenidos por DDO.
En la tabla se indica el nombre de cada gen, el simbolo asignado, el nimero de acceso en
las bases de datos, Reg. indica la regulacion (positiva o negativa) por efecto de 1 pM RA,
si ha sido confirmado por Northern blot ¢ no ha sido realizado (n.r.) y las observaciones
pertinentes de algunos de ellos. Producto clonado indica que la secuencia se obtuvo de
clones de un fragmento de PCR cuya secuencia no result6 de calidad suficiente para la

identificacién.
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1.3 Confirmacién de los genes regulados por RA mediante Northern Blot.

La técnica de DDO se caracteriza por una elevada reproducibilidad
siendo muy bajo el porcentaje de resultados falsos (Matz y col, 1997). No
obstante, se ha confirmado la expresién diferencial de los genes que se
consideraron més interesantes. Se hicieron Northern Blots con ARN
extraido de células SH-SY5Y tratadas diferentes tiempos con 1 pM RA (Oh-
96h), que fueron hibridados con sondas radiactivas especificas de cada gen
en estudio (figura 14). Los resultados obtenidos por Northern Blot
coinciden, en su mayoria, con los datos de expresion génica del DDO
(tabla 2. La regulaci6bn de algunos genes no pudo ser confirmada
mediante Northern Blot. Las sondas RNP CGI-110 y Ubiquitin-like-5
dieron sefiales muy abundantes, pero no se observé regulacién por RA y
lo mismo ocurri6 en el caso del gen FLJ12298 pero con menor intensidad
de sefial. En el caso del gen FLJ12298 la sefial obtenida no es del peso
molecular que se esperaria. Como este gen contiene una secuencia Alu
(muy repetitiva) puede ser que la sefial que vemos no sea la que
corresponda. En otras ocasiones no se detect6 una sefial como fue el caso

de hnRNP R y HT036.

Figura 14. Genes regulados por RA.
Northern Blots obtenidos con 15 pg de ARN total extraido de células SH-SY5Y tratadas con 1 uM
RA durante los tiempos indicados. La sefial de ARN ribos6mico 28S tefiida con azul de metileno se
muestra como control de carga, salvo en el caso de LAMRI, donde se muestra la sefial obtenida
para PPIA (Ciclofilina A). En el margen izquierdo de los blots se muestra Ja posicién de los

fragmentos marcadores de peso molecular (en Kb). Se muestran los resultados obtenidos con
sondas especificas de LAMRI (1.3 Kb), ID3 (1.2 Kb), PTMA (1.4 Kb), FISPCA (hsp89a., 4.0 Kb),
SYT4 (13.0, 10.0, 4.2 y 0.3 Kb), CENPF (mitosina, 12 Kb), OCRL (6.0 Kb), SRM (1.5 Kb),
HADH?2 (1.3Kb).
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Figura 14. Genes regulados por RA.
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1.4 Recopilaci6n sobre los resultados obtenidos por DDO.

Para confirmar la fiabilidad del método mostramos una
recopilacién de los datos obtenidos mediante DDO. De las 48 bandas
picadas del gel, una no pudo ser reamplificada. Del resto, de un 83 % de
los casos se obtuvieron secuencias directamente, mientras que un 17 % dio
secuencias de baja calidad. Trece de los fragmentos que pudieron ser
secuenciados directamente se comprobaron por Northern Blot y en 11
casos se pudo confirmar la regulacién diferencial.

Los fragmentos de PCR que dieron secuencias de baja calidad (7)
fueron clonados y secuenciados. Tres de estas secuencias se probaron por
Northern blot, pero no pudo confirmase su regulacién. Estos resultados
indican que la fiabilidad de la técnica de DDO es muy alta siempre que
las bandas obtenidas del gel den secuencias de alta calidad. Cuando la
secuencia es de baja calidad, posiblemente se deba a una mezcla de
productos de PCR, y al clonar y secuenciar no se puede distinguir bien si
se ven las bandas reguladas o si son contaminaciones. Por eso en estos

casos la fiabilidad es baja.
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48 bandas picadas
(100%)
1fallo (2%) 47=> reamplificadas (98%)

v v

7 =dieron secuencias

40 = secuenciadas de baja calidad (17%)

directamente (83%)

se probaron 13 clonadas y secuenciadas

en Northern Blot (100%) ¢

/ \ 3 mfueron probadas en NB

11« se confirmé 2 = no se confirmod
su regulacion en NB (85%) su regulacion en NB (15%)

3 & no se confirmé su regulacién en NB (100%)

Figura 15. Esquema de los resultados obtenidos mediante DDO.

2. REGULACION DE FACTORES HLH, SUBFAMILIA ID, POR RA.

Entre todos los genes regulados por RA identificados mediante
DDO, nuestro interés se centr6 en ID3 que pertenece a la subfamilia de los
factores IDs. FEstos son factores de transcripcién HLH que acttian como
reguladores positivos del crecimiento celular y como reguladores

negativos de la diferenciacion (ver Introduccion pdrrafo 4).
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2.1 El RA regula la expresién de ID3.
Medjante DDO se observé una banda (n° 13) muy intensa en células
SH-SY5Y no tratadas. La intensidad se mantenia tras 8 h de tratamiento

con 1 uM RA pero se produjo un notorio descenso tras 24 h de tratamiento

(figura 16).

1uM RA

Figura 16. Regulacién negativa de la banda n® 13 por efecto de RA.
Detalle de la autorradiografia del gel de poliacrilamida utilizado en el DDO, donde se
observa el descenso en la intensidad de la banda n°13 tras 24 h de tratamiento con 1 uM

RA.

Una vez secuenciado, el ADN correspondiente a la banda n°13 fue
identificado como ID3. 7

ID3 es un factor de transcripcién de la familia HLH que acttia como
inhibidor dominante negativo de otros factores bHLH. /D3 se une a
algunos factores de transcripcion bHLH formando heterodimeros no
funcionales que producen una inhibiciébn de la expresién de genes
implicados en diferenciacién (figura 8).

Para confirmar la regulacién negativa de /D3 por RA se hizo un

Northern Blot. Se utiliz6 ARN total extraido de células SH-SY5Y control y
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de células tratadas durante 1, 6, 24 y 48 h con 1 uM RA. El resultado
obtenido confirmé la regulacién negativa, ya que produce un descenso de
los niveles de mensajero de /D3 entre 6 y 24 h de tratamiento con RA. Este
descenso se mantiene cuando el tratamiento se prolonga hasta 48 h
(figura 17). Como control del experimento se hibrid6 el mismo blot con
una sonda especifica para RARB, cuya transcripcién es inducida por
tratamiento con RA (de The y col,, 1987, Perez-Juste y Aranda, 1999). Del
mismo modo se utilizé como control una sonda especifica de MYC cuya
expresion se inhibe en presencia de RA (Thiele y col.,, 1985). Como control
de carga se emple6 una sonda especifica de PPIA (Ciclofilina A) puesto

que este gen se expresa en todas las células por igual.

1 yM RA
0 1 6 2448 h.
%e W % | RARB
| myc

| 1D3

| PPIA

Figura 17. Regulacién negativa de /D3 por efecto de RA.
Northern Blot obtenido con 15 ug de ARN total extraido de células SH-SY5Y tratadas con
1 uM RA durante: 0 h, 1 h, 6 h, 24 h y 48 h. EL blot fue hibridado secuencialmente con
sondas especificas para los ARNs mensajeros de RARB (3Kb), MYC (2.5Kb), ID3 (1.2Kb),
PPIA (Ciclofilina A, 1Kb).
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2.2 La regulacion de /D3 por RA es transcripcional.

Para estudiar si la regulacion de /D3 por RA se produce a nivel
transcripcional se llevé a cabo un experimento de transcripcién Run-on
con niicleos aislados de células SH-SYSY control y de células tratadas
durante 24 h con 1 pM RA. El experimento de Run-on permite una
comparacién directa de la tasa de transcripcién de los genes. E1 ARN
naciente es marcado radiactivamente con una alta actividad especifica en
ntcleos aislados (Marzluft, 1978) y se hibrida en filtros en los que se han
fijado muestras de ADN de los genes que queremos estudiar. Los
resultados demostraron que existe una severa reducciéon de la tasa de
transcripcion de D3, (aproximadamente unas 3.5 veces) en consonancia
con lo observado a nivel de expresion de ARN mensajero. Est4
documentado que el RA produce la induccién de BCL2 regulada a nivel
transcripcional (Lasorella y col,, 1995), por ello lo utilizamos como control
positivo. La tasa de transcripcion de PPIA y ACTB no debe variar en
presencia de RA puesto que estos genes se expresan igualmente en células
control que en células tratadas, por ello se utilizaron como control. Como

control negativo de especificidad se utiliz6 el plasmido pBS-KS (figura 18).
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ID3
BCL2
PPIA

ACTB
pBS-KS

Figura 18. Regulacién a nivel transcripcional
Run On, Los nticleos se aislaron de células control y células tratadas durante 24 h con
1pM RA. La transcripcién de los nicleos aislados fue analizada por hibridacion de ARN
marcado con 3P-UTP con 5 pg de ADN de /D3 BCL2Z, PPIA, ACTB y pB5-KS
inmovilizados en una membrana de Nylon. Autorradiografia del andlisis por Run On. Se
observa una inhibicién de ID3 por efecto de RA y una inducciéon de BCL2. PPIA, ACTBy

PE-KS se utilizaron como controles.

2.3 El RA regula coordinadamente la expresién de factores de la familia
ID.

Ademas de ID3 existen otros IDs (ver Introduccion pdrrafo 4) que
se caracterizan por una alta homologia en estructura y funcién
Actualmente son conocidos cuatro: ID1, ID2, ID3 e ID4 y constituyen la
subfamilia ID (Benezra y col, 1990). Con la finalidad de ver si los otros IDs
presentaban un perfil de expresién similar a /D3 se hibridé un Northern
Blot secuencialmente con sondas especificas para /D3, ID1, ID2 e ID4. Los

resultados obtenidos con las sondas de /D7 e /D2 son comparables con los
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descritos para ID3 (figura 19. Los niveles de expresién de /DI en células
SH-SY5Y son similares a los observados para /D3, El tratamiento con 1 pM
RA produce un descenso drastico de la expresién de /DI entre 6 y 24 h.
Los niveles del ARNm de /D2 son menores que los de IDI e /D3, pero
también descendieron por efecto de RA con una cinética comparable a la
de ID3e ID1. Sin embargo no se detecta expresién de /D4 en células SH-
SY5Y control, ni después del tratamiento con RA.

14M RA
0 6244896 h.

9.5 '
7.57
4.4-
241
1-3' “ ~ R e ID3
0.2-

11D
- |1D2
rRNA

Figura 19. Regulacion negativa de los IDspor RA
Northern Blot obtenido con 15 pg de ARN total extraido de céfulas SH-SY5Y tratadas con
1 uM RA durante: 0 b, 6 h, 24 h, 48 h y 96 h. El blot fue hibridado secuenciaimente con
sondas especificas de 7D3 (1.2 kb), ID7 (1.2 kb) e /D2 (1.2 kb). La sefial de ARN
ribosémico 285 tefiido con azul de metileno se muestra como control de carga. Se indica

en el margen izquierdo los pesos moleculares del marcador de ARN.
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2.4 Los cambios en la expresion de los IDs inducidos por RA se reflejan en
los niveles de proteinas ID.

Una vez conocidos los cambios de expresion a nivel de ARN
mensajero, se procedi6 al estudio de los niveles de proteinas de los IDs,
mediante Western Blot con anticuerpos especificos (figura 20). Los niveles
de proteinas ID1, ID2 e ID3 disminuyeron de manera notoria, tras 24 h de
tratamiento con RA, en paralelo a lo observado a nivel de ARN mensajero

(ver figura 19).

1uM RA

0_6 2448 h.
- e~ |ID3
ID1

ID2
o-tub

Figura 20. Disminucién de los niveles de proteinas IDs por efecto de RA.
Western Blot obtenido con 20 ug de extracto de proteinas de células SH-SY5Y tratadas
con 1 pM RA durante 0 h, 6 h, 24 h y 48 h y anticuerpos especificos para cada proteina ID.
Como control de carga se utiliz6 a-tubulina.
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2.5 La uni6n de factores HLH al ADN se incrementa con el tratamiento
con RA.

Los productos de los genes /D actttan como inhibidores dominante-
negativos de la diferenciacién, al impedir la unién de otros factores de
transcripcién con dominio bésico bHLH a las secuencias de DNA,
llamadas E-boxes (para revisién: Norton y col, 1998). Para estudiar la
posible formacién de complejos E-box/bHLH, se realiz6 un ensayo de
movilidad electroforética con un elemento de unién E-box presente en el
enhancer del gen de la creatina kinasa muscular (MCK E-box) marcado
radiactivamente y extractos de proteinas de células control y células
tratadas durante diferentes periodos de tiempo con 1 pM RA. Se observo
que el tratamiento de las células SH-SY5Y con RA produjo un incremento
de la unién de proteinas al elemento E-box (figura 21).

Este incremento en la unién de complejos al E-box seria compatible
con la reduccién observada en los niveles de proteinas ID, ya que habria
mas factores de transcripciéon bHLH libres, que podrian fomar

heterodimeros funcionales y unirse al elemento E-box.
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Figura 21. Incremento de la formacién de complejos E-box/bHLH por RA.
Retardo en gel con una sonda que contiene un elemento E-box del gen creatina kinasa
muscular (MCK), marcado radiactivamente y extractos de proteinas de células SH-SY5Y

tratadas con 1 uM RA como se indica en la figura.
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2.6 El RA produce cambios en la expresioén de factores HLH y de los genes
regulados por éstos.

Los IDs actiian regulando la actividad de otros factores de la familia
bHLH. Pensamos que seria posible que el tratamiento con RA afectara a la
expresion génica de alguno de estos factores HLH, que estdn implicados
en el control del destino celular y diferenciaciéon en células neuronales
(para revision: Kageyama y col, 1997; Lee, 1997). Hicimos Northern Blots
con ARN extraido de células SH-SY5Y tratadas con 1 pM RA durante O, 6,
24 y 48 h y utilizamos sondas especificas de algunos genes bHLH (figura
22. El ARN mensajero de ASCLI, un gen expresado en algunas
poblaciones del SNC y SNP (Guiliemot y col, 1993; Cau y col, 1997
Soderholm y col., 1999), disminuy6 tras 6 h de tratamiento. Por otro lado,
los genes NEUROD estan implicados en diferenciacién en el Sistema
Nervioso (Rostomily y col, 1997, Cho y col, 2001). Hemos visto que los
niveles de ARN mensajero de NEUROD6 (NEXI, HATH2) son
abundantes y aumentan muy rapidamente tras 6 h de tratamiento con RA.
Asimismo, se detectan niveles de ARN mensajero de NEURODI en células
tratadas aunque su induccién es retardada. Los mensajeros de otros
factores de transcripcién bHLH como neurogenina y ATOHI no fueron
detectados. Como marcador de diferenciacion neuronal se utilizé GAP43
(Pfenninger y col, 1991). Estd documentado que GAP43 se encuentra
regulado por factores HLH (Chiaramello y col,, 1996). Se ha visto que los
niveles de expresiéon de GAP43 son muy bajos en células SH-SY5Y no
tratadas y se ha observado un fuerte incremento durante la diferenciacion

inducida por RA, alcanzandose un valor maximo tras 24 h de tratamiento.
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Figura 22. Regulacién .de factores de transcripcién HLH por RA.
Northern Blot obtenido con 15 pg de ARN total extraido de células SH-SY5Y tratadas con
1 uM RA durante: 0 h, 6 h, 24 h y 48 h. EL blot fue hibridado secuencialmente con sondas
especificas de ASCLT (2.6 kb), NEURODG6 (1.4 kb), NEURODT (4.2 kb) y GAP43 (1.4 kb).
La sefial del ARN ribosémico 28S tefiido con azul de metileno se muestra como control de

carga.

Estos resultados indican que el tratamiento con RA inhibe la
expresion de genes implicados en la determinacién como ASCLT e induce
la expresion de genes implicados en la diferenciacién neural como

NEURODI, NEURODE6 v genes especificos de neuronas.



Resultados 83

2.7 El TPA regula coordinadamente la expresion de IDs.

Otro de los compuestos que inducen diferenciacién neuronal en
lineas celulares de neuroblastoma son los ésteres de forbol (Fahlman y
col, 1981; Ota y col.,, 1989; Parrow y col., 1992; Perez Juste y Aranda, 1999
Soderholm y col,, 2001). Hemos estudiado si los tratamientos con TPA en
la linea SH-SY5Y producen cambios en los niveles de expresion de los IDs,
de un modo analogo a los que produce el tratamiento con RA. El
tratamiento con 100 nM TPA durante 48 h altera la morfologia de las
células SH-SY5Y, dando lugar a la extension de neuritas muy similares a
las observadas con RA y a un fenotipo neuronal. Los resultados obtenidos
indican que los niveles de ARN mensajero de [D1, ID2e ID3 se mantienen
después de 6 h de tratamiento y disminuyen rapidamente entre 6-24 h de
diferenciacion, siguiendo una cinética similar a la observada durante el
tratamiento con RA. Ademds se observé una induccién transitoria de /D4,
cuyos ARNs mensajeros se detectan a las 6 h de tratamiento y disminuyen
de un modo similar a los otros IDs tras 24 h (figura 23). Como controles de
diferenciacion por TPA se utilizaron sondas especificas para
Neuropéptido Y (NPY), cuya expresién es inducida por tratamiento con
TPA en células SH-SY5Y (Lerchen y col, 1995; Wernersson y col, 1998) y
para MYC que se regula negativamente ({ammerling y col., 1957).
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Figura 23. Regulacién negativa de los IDs por TPA.
Northern Blot obtenido con 15 pg de ARN total extraido de células SH-SY5Y tratadas con
100 nM TPA durante: 0 h, 6 h, 24 h, 48 h. EL blot fue hibridado secuencialmente con
sondas especificas de ID3 (1.2 kb), ID1 (1.2 kb), ID2 (1.2 kb), ID4 (4.0, 2.8, 1.7 kb), NPY (1
kb) y MYC (2.5 kb). La sefial de ARN ribosémico 285 tefiido con azul de metileno se

muestra como control de carga.

3. EL MECANISMO MOLECULAR DE LA REGULACION NEGATIVA
DE LOS IDs POR RA.

Hemos visto que se produce una regulacién negativa de los ARNm
de los IDs en células SH-SYSY por efecto de RA (figura 19) y que esta
regulacién ocurre a nivel transcripcional (figura 18). El TPA también

produce una regulacién negativa de los mensajeros de los genes IDs en
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células SH-SY5Y (figura 23). Aunque tanto el RA como el TPA producen la
diferenciacion de células de neuroblastoma (Fah/man y col, 1984), su
mecanismo de acciéon es muy diferente y generalmente producen efectos
opuestos en cuanto a la activacion transcripcional. El hecho de que tanto
en la diferenciacién inducida por RA como por TPA, se produzca una
regulacion negativa coordinada de los genes ID resalta su papel en la
diferenciaci6n celular. Sin embargo, también nos indica que el mecanismo
molecular por el que el RA regula negativamente la expresién de los IDs
no debe ser sencillo, sino complejo. El siguiente paso fue estudiar los
posibles mecanismos moleculares implicados en esta inhibicién producida

en los IDspor el tratamiento con RA.

3.1 La regulacion negativa de los IDs requiere proteinas de nueva sintesis.
La regulaciéon negativa de la transcripcién de los IDs por el
tratamiento con RA requiere sintesis de nuevas proteinas, puesto que no
se produce en presencia de 10 ug/ml de cicloheximida (CHX), un potente
inhibidor de la sintesis de proteinas (figura 24). El tratamiento con CHX
produce un incremento de los niveles de ARNm y se ha visto que este es
un efecto caracteristico sobre mensajeros con una alta tasa de recambio y

en cuya degradacién son importantes proteinas de vida media muy corta

(Sadouk y col, 1991).
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Figura 24. La regulacién negativa de los IDs requiere sintesis de nuevas
proteinas.
Northern Blot obtenido con 15 ug de ARN total extraido de células SH-SY5Y tratadas con
1 uM RA durante: 0 h, 6 h'y 24 h en ausencia y en presencia de 10 pg/ml de CHX, como
se indica. El blot fue hibridado secuencialmente con sondas especificas de ID3 (1.2 Kb),
ID1 (1.2 Kb) y RARB (3 Kb). La presencia de CHX anula el efecto inhibidor del RA sobre
la transcripcién de ID3 e ID1. La induccién de RARB no se ve tan afectada por el
inhibidor de la sintesis de proteinas. La sefial del ARN ribos6mico 28S tefiido con azul de

metileno se muestra como control de carga.

3.2 La regulacion negativa de los IDs requiere actividad Fosfatidil-
Inositol-3-Kinasa.

La via de sefializacién de la PI3K esta implicada en diferenciacion
en muchos tipos de células (para revisién: Stein y Waterfield, 2000). Nos

llamo la atencidn e] paralelismo entre lo que sucede en la diferenciacién de
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células musculares y las células de neuroblastoma. En ambos casos
intervienen proteinas de la familia bHLH. En células musculares los
efectores de la diferenciacién son los factores IGF-I e IGF-II y resulta en la
activaciéon de NF-xB y la produccion de NO, que también se producen en
la diferenciacién de células de neuroblastoma (Florini y col., 1996; Kaliman
y col, 1998 Kaliman y col,, 1999; Feng y Porter, 1999). En la diferenciacion
de mioblastos desempefia un papel muy importante la activacién de la via
de sefiales de la PI3K/AKT y la inhibicion de la PI3K mediante su
inhibidor selectivo 1.Y294002 produce un bloqueo en la diferenciacion.
Basandonos en estos datos, planteamos la posibilidad de que la via de
PI3K/AKT estuviera implicada en la diferenciacién celular de células de
neuroblastoma mediante RA, y por lo tanto en la regulacién negativa de la
expresién de los IDs. Para comprobar esta hipétesis se ha utilizado un
inhibidor especifico de la PI3K, LY 294002. Se hicieron Northern blots con
ARN extraido de células SH-SY5Y tratadas simultineamente con
10/50 uM LY 294002 y 1 uM RA. Los resultados obtenidos indican que la
regulacién negativa de los IDs por el tratamiento con RA requiere
actividad PI3K, puesto que esta regulacion no se produce en presencia de

10/50 pM de LY 294002 (figura 25).
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Figura 25. La regulacién negativa de los IDs requiere actividad PI3-Kinasa
Northern Blot obtenido con 15pg de ARN total extraido de células SH-SY5Y tratadas con
1uM RA durante: 0 h, 6 h, 24 h y 48 h en ausencia y en presencia de 10 pM y 50 uM de
LY294002, como se indica. El blot fue hibridado secuencialmente con sondas especificas
de ID3 (1.2 Kb) e ID1 (1.2 Kb). La presencia de LY294002 bloquea parcialmente la
regulacién negativa de los IDs producida por RA. La sefial del ARN ribosémico 285

tefiido con azul de metileno se muestra como control de carga.

3.3 Una posibilidad: induccién por RA de RET, un receptor tirosina-
kinasa y un activador de la PI3K.

Hemos mostrado que la regulacién negativa de la expresion de los
IDs por RA requiere actividad PI3K. Para explicar esto se plantearon dos
posibilidades:

1) EI RA induce algtn factor que activa la PI3K, y en consecuencia

se produce una disminucién de la expresi6n de los IDs.
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2) El RA produce la activacién de la PI3K y esto a su vez provoca
la induccién de un factor que hace que disminuya Ja expresi6n
de los IDs.

Fl estudio se sigui6 con la primera hip6tesis porque el mecanismo
de accién tipico del RA es la regulacion de genes. Entre los posibles
factores que podrian resultar de la activacion de la PI3K encontramos RET.

RET es un receptor tirosina-kinasa que se localiza en la membrana
celular. La expresion del mensajero de RET es relativamente frecuente en
tumores y lineas celulares de neuroblastoma (lkeda y col,, 1990; Nagao y
col.,, 1990 Tahira y col, 1990; Borrello y col, 1993). Pensamos en RET como
un posible candidato en la via de actuacién del RA porque se induce en
presencia de RA (Tahira y col, 1991) y ademés es un activador de la ruta
de la PI3K (Worby y col., 1996; Hayashi y col,, 2000) que como se ha visto
anteriormente es necesaria para la regulacién negativa de los IDs por

efecto del RA (figura 25).

3.3.1 Induccion de RET por RA.

En primer lugar se estudiaron los niveles de expresion de
mensajero y de proteina de RET. Los niveles de los ARNs mensajeros de
RET se incrementan tras 6 h de tratamiento con RA, alcanzando su
méximo tras 24 h y se mantienen cuando se prolonga el tratamiento hasta

las 48 h (figura 26).
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Figura 26. Regulaci6én positiva de RET por RA.
Northern Blot obtenido con 15 pg de ARN total extraido de células SH-SY5Y tratadas con
1 UM RA durante: O h, 6 h, 24 h, 48 h. EL blot fue hibridado con una sonda especifica de
RET (42 'y 6.0 Kb). La sefial del ARN ribosémico 28S tefiido con azul de metileno se
i muestra como control de carga. Se muestran en el margen izquierdo los pesos

moleculares del marcador de ARN.

El estudio de los niveles de proteina mediante Western Blot con un
anticuerpo especifico contra RET demostré la induccién producida por

RA, dando lugar a una cinética de expresién paralela a la del mensajero
(figura 27).
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Figura 27. Incremento de la expresion de protetna RET por RA.

Western Blot obtenido con 20 pg de extracto de proteinas de células SH-5Y5Y tratadas
con 1 uM RA durante 0 h, 6 h, 24 h y 48 h y un anticuerpo especifico contra RET (170 KD).

332 La induccion de RET es directa v no requiere profeinas de nueva

sintesis ni la actividad de la PI3K.

A continuacién se estudio6 el efecto de la inhibicién de la sintesis de
proteinas con CHX en la expresién de ARNm de RET. La regulacién
positiva producida por el RA no se vio afectada ante la presencia de
10 pg/mil del inhibidor (figura 28). Asimismo, el tratamiento con LY
294002 no alter6 la regulacién positiva inducida por RA (figura 29). Esto
parece indicar que la expresion de RET estd mediada por un efecto directo

del RA.
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Figura 28. La regulaciéon de RET no requiere sintesis de nuevas proteinas.
Northern Blot obtenido con 15 pg de ARN total extraido de células SH-SY5Y tratadas con
10 pg/mi CHX + 1 uM RA durante: 0 h, 6 h y 24 h. EL blot fue hibridado con una sonda
especifica de RET (4.2, 6.0 Kb). La presencia de CHX no afecta a la regulacién positiva de
RET inducida por RA. La sefial del ARN ribos6mico 28S tefiido con azul de metileno se

muestra como control de carga.
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Figura 29. La regulacién de RET no requiere actividad PI3K.
Northern Blot obtenido con 15 ug de ARN total extraido de células SH-SY5Y tratadas con
10 uM LY 294002 + 1pM RA  durante: 0 h, 6 h y 24 h. EL blot fue hibridado con una
sonda especifica de RET (4.2, 6.0 kb). La presencia de LY 294002 no afecta a la regulacién
positiva de RET inducida por RA. La sefial del ARN ribosérﬁico 28S tefiido con azul de

metileno se muestra como control de carga.
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3.3.3La inducci&n de RET es especifica de RA y no es inducida por TPA.
Con la finalidad de ver si el efecto del TPA era similar al del RA 'y

producia una regulacién positiva de RET, se trataron células SH-SY5Y con
100 nM de TPA durante 0, 6, 24 y 48 h y se utiliz6 una sonda especifica de
RET en un Northern Blot (figura 30). Se observé que en presencia de TPA
no se produce un incremento notorio en la expresién de RET . Esto quiere
decir que la induccién de RET es especifica de RA y no es inducida por

ésteres de forbol.

100 nM TPA
0 6 2448 h.

RET
rRNA

Figura 30. El tratamiento con TPA no induce RET

Northern Blot obtenido con 15 ug de ARN total extraido de células SH-SY5Y tratadas con
100 nM TPA durante: 0 h, 6 h, 24 h, 48 h. El blot fue hibridado con una sonda especifica
de RET. 1.a sefal del ARN ribosémico 28S tefiido con azul de metileno se muestra como

control de carga.

3.3.4 Deteccion de GFRs y GFLs en células SH-SY5Y.

RET forma parte del complejo receptor de los factores neurotréficos
de la familia del GDNF (para revisién: Airaksinen y col., 1999). RET es un

receptor transmembrana con actividad tirosina-kinasa y requiere para su
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activacion de un co-receptor perteneciente a la familia de los GFRs. Estos
co-receptores son proteinas de la cara externa de la membrana plasmética,
a la que se anclan mediante un resto de Glicosil-fosfatidil-inositol. La
familia GDNF esta constituida por varios factores neurotr6ficos: factor
neurotréfico derivado de glia (GDNF), Neurturina (NRTN), Artemina
(ARTN) y Persepina (PSPN). Los miembros de la famila GDNF
interacttan preferentemente con sus receptores proporcionando
especificidad de ligando: GDNF se une preferentemente a GFRal, NRTN
a GFRo2, ARTN a GFRa3 y PSPN a GFRa4 (Buj-Bello y col, 1997; Klein y
col,, 1997 Baloh y col,, 1998: Enokido y col, 1996) aunque existe algdn
grado de promiscuidad (para revision: Airaksinen y col, 1999: Encinas y
col,, 2001). Hemos visto que RET se induce en presencia de RA tanto a
nivel de mensajero como de proteinas (figuras 26 y 27). Para la inducci6n
transcripcional de RET por RA resultara en su activacion requeriria la
expresion de alguno(s) de los co-receptores, asi como la expresion y
liberacion al medio de alguno(s) de los ligandos de la familia de GDNF,
que pudieran activar el complejo RET-GFR de un modo
autocrino/ paracrino. Por este motivo, estudiamos la expresién de GFRs y
GFLs durante la diferenciacién inducida por RA, mediante Northern Blot
y RT-PCR. S6lo pudimos detectar la expresion de GFRaZ (figura 31) entre
los GFRs y de ninguno de los GFLs.

La activacién de RET por ligandos de la familia de GDNF y sus co-

receptores da lugar a su autofosforilacién en residuos tirosina. De acuerdo
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con estos resultados, no hemos podido detectar fosforilacién en residuos
de tirosina, en experimentos de inmunoprecipitacién con anticuerpos
especfficos contra RET y fosfotirosina PY99.

Estos resultados indican que la expresién de RET se induce
directamente por RA sin necesidad de sintesis de nuevas protefnas ni
actividad PI3K (figuras 28 y 29). Este incremento de los niveles de RET por
efecto del tratamiento con RA no da lugar, sin embargo, a su activacion,

posiblemente por falta de un ligando de la familia del GDNF.

1uM RA
0 6244896 h,

Figura 31 Induccién de GFRA2 por RA

Northern Blot obtenido con 15 ug de ARN total extraido de células SH-SY5Y tratadas con
1 uM RA durante: Oh, 6 h, 24 h, 48 y 96 h. EL blot fue hibridado con una sonda espectfica
de GFRA? (4.2 Kb). La sefial de GFRA2 aparece marcada con una flecha. Las sefiales de
alto peso molecular (>12 Kb), marcadas con triangulos, corresponden, posiblemente, a
transcritos no procesados. La seiial del ARN ribosémico 28S tefiido con azul de metileno
se muestra como control de carga. Se muestran en el margen izquierdo los pesos
moleculares del marcador de ARN.
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3.4 Induccién de la via de sefializacién de PI3-Kinasa en células SH-SY5Y
por RA.
341 El tratamiento con RA incrementa la_actividad PI3K en las células
SH-SY5Y.

La segunda posibilidad es que el RA active la via PI3K/AKT

directamente, a través de una accién atipica no genémica de su receptor.
En los dltimos afios se han documentado acciones no genémicas de los
receptores nucleares involucradas en diversos procesos biol6gicos, como
la proliferacion celular, la relajacién de los capilares, etc... (para revision:
Gerdes y col, 2000; Rouayrenc y col, 2000; Schmidt y col, 2000). En
primer lugar estudiamos si el tratamiento con RA da lugar a un
incremento de la actividad PI3K, mediante un ensayo kinasa in vitro en el
que se cuantifica la generacién de fosfatidilinositol-3-fosfato a partir de
fosfatidil inositol y [y 32P]-ATP.

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con RA da
lugar a un incremento de cerca de 4 veces en la actividad PI3K. Este
incremento no se observa en presencia del inhibidor especifico de la PI3K
LY 294002 (figura 32). El incremento en la actividad PI3K es estable
durante un largo tiempo, al menos 48 h. A ello pudiera contribuir que el
tratamiento con RA produce un incremento en los niveles de proteina
p110B, la subunidad catalitica de la PI3K, como se detecta en Western Blot

con anticuerpos especificos (figura 33). Este incremento no se debe a una
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accién transcripcional, ya que no se ha observado un incremento en los

niveles del ARNm de la p110p (datos no mostrados).

1 pl!ll" RA
1M RA 30 pM LY294002
0 24 48 0 24 48 h.

PIP3 & ‘ ‘ O

400
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Actividad PI3-kinasa

Figura 32. Incremento de la actividad PI3-Kinasa por RA.
Se presenta un detalle de la autorradiograffa de la placa de TLC, donde se observa la
generacion de Fosfatidil-Inositol-3-Fosfato in vitro por extractos totales de células
tratadas con 1 pM RA durante 0, 24 y 48 h. En paralelo se llevé a cabo un ensayo en
presencia de 30 pM LY 294002. En la parte de debajo de la figura se muestra la
cuantificacion de la radiactividad presente en las sefiales mostradas expresada como
porcentaje de la actividad observada en condiciones control. El experimento fue repetido
4 veces con distintas cantidades de proteina, y se obtuvieron resultados equivalentes. La

figura muestra un experimento representativo.
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Figura 33.Incremento de la expresién de proteina p110p por RA.
Western Blot obtenido con 20 pg de extracto de protefnas de células SH-SY5Y tratadas
con 1 uM RA durante 0, 6, 24 y 48 h y un anticuerpo especifico contra p1108 (110 KD).

3.4.2 El tratamiento con RA incrementa la fosforilacion de AKT en Ser 473.

AKT es una proteina diana de la PI3K. Se piensa que AKT
desempefia un importante papel en la proteccién de células frente a la
apoptosis y promueve su supervivencia (para revisién: Eves y col, 1998
Downward, 1998). La forma activa de AKT est4 fosforilada en Thr 308 y
Ser 473 por la PDK-1 en respuesta a niveles altos de fosfatidil-inositol-3-
fosfato (Alessi y col, 1997; Sato y col, 2000). Para comprobar si el RA
induce la fosforilacién de AKT se hizo un Western Blot con extractos de
proteinas de células SH-SY5Y tratadas: 0 h, 30 min, 1h,2h,3h,4hy6hy
un anticuerpo especifico de AKT-fosforilado. Tras media hora de
tratamiento con 1 uM RA ya se detecta fosforilaciéon de AKT que alcanza
un méximo a las 2-3 h (figura 34). El blot se revel6 a continuacién con un

anticuerpo contra AKT.
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Figura 34. El RA induce fosforilacién de AKT.
Waestern Blot obtenido con 20 ug de extracto de proteinas de células SH-SY5Y tratadas
con1pM RA durante 0 h, 0.5h, 1 h, 2 h, 3h, 4 hy 6 h y anticuerpos especificos contra
AKT fosforilado en Ser 473 (P-AKT) y contra AKT (60 KD). Como control se incluye el
extracto de células SH-SY5Y sometidas a un shock térmico (HS, 45°C, 30 min.)) un
conocido inductor de la fosforilacién (Bijur y Jope, 2001).

3.4.3 La inhibicion de la via PIBK/AKT por LY294002 bloguea la

diferenciacion inducida por RA.

Queremos verificar la importancia de la activacién de la via de
sefializacion PI3K/AKT por RA en la diferenciacién celular. Para ello
hemos comprobado el efecto de la inhibicién de la PI3K mediante su
inhibidor selectivo L'Y294002 en la diferenciacién celular inducida por RA.
En primer lugar, hemos estudiado el efecto sobre los cambios
morfoldgicos que el RA produce sobre las células SH-SY5Y.

Consideramos que una célula estd diferenciada cuando posee
neuritas con una longitud igual o superior a dos veces la de su cuerpo
celular. Con este criterio, observamos que el tratamiento con T uM RA
durante 24 h produce un notable incremento en el porcentaje de células
diferenciadas (figura 35). Este incremento no se produce en presencia de

10 uM LY 294002. El tratamiento con el inhibidor incluso reduce el
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porcentaje de células que se diferencian espontdneamente en ausencia de
RA.

Como criterio bioquimico de diferenciaciéon neuronal hemos
tomado la expresion del gen GAP43. Es una proteina que interviene en el
crecimiento del ax6n y cuya expresion se asocia con las primeras fases de
la diferenciacién neuronal. Mediante Northern Blot hemos observado que
la expresion de GAP43 se incrementa fuertemente durante la
diferenciacion inducida por RA 1 uM. En presencia del inhibidor selectivo
LY 294002 se produce un incremento de los niveles basales del ARNm de
GAP43, producido posiblemente por un efecto colateral del inhibidor. Sin
embargo, no se observa un incremento en la expresion de GAP43 por el

tratamiento simultdneo con RA y LY 294002 (figura 36).
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Figura 35. La diferenciacién inducida por RA requiere actividad PI3K.
Grafica que representa el porcentaje de células SH-SY5Y diferenciadas morfolégicamente
después de un tratamiento con 50 uM LY 294002 durante 0 h'y 24 h y en ausencia y
presencia de 1 uM RA tal como se indica en la figura. Los resultados corresponden a la

media * desviacion estdndar de una determinaci6n realizada por triplicado.

El tratamiento con RA también da lugar al incremento de la
expresion del gen anti-apoptético BCL2 En paralelo a lo observado para
GAP43, se observa un pequefio incremento en el nivel basal de BCLZ por
efecto del inhibidor LY 294002. Sin embargo, no se produce una induccién
de BCL2por el tratamiento con RA en presencia del inhibidor (figura 37).
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Figura 36. La regulacién positiva de GAP43 por RA requiere acﬁvidad PI3K.
Northern Blot obtenido con 15 ng de ARN total extraido de células SH-SY5Y tratadas con
1 uM RA durante: 0 h, 6 h, 24 h'y 48 h en ausencia y en presencia de 10 uM LY294002,
como se indica. El blot fue hibridado con una sonda especifica de GAP43 (1.4 Kb). La
sefial del ARN ribos6mico 285 tefiido con azul de metileno se muestra como control de

carga.

En resumen, la inhibicién de la PI3K mediante el inhibidor selectivo
LY 294002 evita la diferenciacién celular producida por RA, como hemos
mostrado segtn criterios morfolégicos y moleculares. Ademas, el
tratamiento con LY 294002 bloquea la activaci6én de la expresién del gen
anti-apoptético BCL2 y probablemente abole los efectos del RA sobre la

supervivencia celular.
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Figura 37. La regulacién positiva de BCL2 por RA requiere actividad PI3K.
Northern Blot obtenido con 15 ug de ARN total extraido de células SH-SY5Y tratadas con

1 uM RA durante: 0 h, 6 b, 24 h y 48 h en ausencia y en presencia de 10 uM LY294002,
como se indica. El blot fue hibridado con una sonda especifica de BCL2 (7.6 kb). La sefial

del ARN ribosémico 283 tefiido con azul de metileno se muestra como control de carga.
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El objetivo del presente trabajo es analizar y caracterizar los
mecanismos moleculares a través de los cuales el 4cido retinoico induce
diferenciacion en las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y.

Como el papel del RA en la diferenciacién de células del Sistema
Nervioso es conocido, (para revision: Maden y Holder, 1992), pensamos
que las células de neuroblastoma SH-SY5Y podrian ser un buen modelo
para llevar a cabo dicho analisis. En células de neuroblastoma SH-SY5Y, el
tratamiento con 1 uM de RA induce la diferenciacién morfoldgica y
bioquimica (Sidell, 1982: Irving y col, 1998 y se observa un fenotipo
neuronal ya a las 24 h de tratamiento.

Estudiar el mecanismo molecular a través del cual, actaa el RA,

también resulta interesante desde un punto de vista biomédico, puesto
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que los retinoides y sus derivados sintéticos son utilizados en terapia de
neuroblastoma y también de otros tipos de canceres (ver pdrrafo 1.3 de
Introduccion). El estudio de los genes regulados diferencialmente por RA,
asi como de los mecanismos por los que se producen estos cambios en la
expresién génica, puede ayudar a mejorar la eficiencia de los tratamientos
existentes y contribuir a detectar nuevas dianas terapéuticas en la lucha
contra el cancer.

Mediante DDO hemos identificado una serie de genes que estan
regulados por RA en el proceso de la diferenciacion celular. Aunque s6lo
hemos explorado una pequefia parte de los cambios de expresién génica
que produce el RA en estas células, este rastreo ha sido suficiente para
encontrar genes que estimamos muy relevantes en el proceso de
diferenciaci6n celular. Esto nos indica que la estrategia empleada es util.

No obstante, el objetivo de esta tesis no es hacer un listado mas o
menos detallado de genes regulados diferencialmente por RA, sino
profundizar en los posibles mecanismos moleculares de accién del RA,
partiendo de esta primera busqueda. A través del estudio de la regulacion
de uno de los genes identificados, hemos descrito un nuevo mecanismo
involucrado en la regulacién de la diferenciacion por RA. Hemos
demostrado que el RA induce la activacion de la via de sefializacion de la
PI3K/AKT. La activaci6n de esta via es necesaria para la diferenciacion
celular, y probablemente tiene una gran relevancia a nivel fisiol6gico,
puesto que acopla procesos vitales como son la diferenciacion y la
supervivencia celular. Aunque el mecanismo molecular por el cual el RA

activa la via PI3K/AKT no est4 todavia definido, los resultados obtenidos
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indican que, probablemente, podria tratarse de una accion extragendmica
del RAR, entre otras razones por la rapidez con la que se produce. No
obstante, hasta ahora no ha sido posible demostrar que exista una

interaccién directa entre el RAR vy la subunidad reguladora de la PI3K.

1. El DDO es una técnica ttil para el estudio de la expresi6n diferencial
de genes regulados por RA.

El DDO constituye una técnica vélida, que ha resultado de gran
utilidad como estrategia para identificar genes expresados
diferencialmente por RA, lo que constituye nuestro primer objetivo. El
DDO se caracteriza por una alta sensibilidad y ademés permite en un
mismo experimento el estudio tanto de genes regulados positivamente
como negativamente (Matz y col, 1997). Ademas, ha presentado una
elevada fiabilidad, ya que se ha confirmado por Northern Blot la
regulacion diferencial de un alto porcentaje (83%) de las secuencias de alta
calidad obtenidas. Tras estos resultados, consideramos que es un método
atil, fiable, versatil y flexible. Sin embargo, esta técnica presenta algunos
inconvenientes: es bastante laboriosa, y requiere mucho tiempo y esfuerzo
para llegar a analizar una fracci6n significativa del genoma, y por lo tanto
no resulta adecuada para el estudio de la totalidad del mismo. En ia
actualidad el uso de nicrochips permite un andlisis de la expresién
diferencial de genes de un modo mucho méas répido, eficiente y menos
laborioso, aunque requiere un equipo mucho més sofisticado y su coste
actual resulta muy elevado. Por lo tanto, el empleo de los microchips no

resulta préactico para las fases iniciales de un proyecto, en las que no se
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dispone de un conocimiento importante del fenémeno a estudiar. Lo mas
correcto quizés, serfa combinar ambas técnicas: primero realizar una
bisqueda orientativa con el DDO, para caracterizar inicialmente el
fenémeno en cuanto a cinética y complejidad de la respuesta, y una vez
conocidos estos paradmetros, emplear los microchips para un anélisis

masivo.

2. Los genes expresados diferencialmente por RA identificados reflejan los
cambios que se producen en la diferenciacion celular.

Hemos observado que el RA afecta a la expresion de genes
implicados en maltiples procesos dentro de la célula, y hemos agrupado
los genes identificados segin su supuesta funcién: transcripcion y
expresién génica, transduccién de sefiales y ciclo celular, genes
relacionados con funciones neuronales etc... (ver tabla 2).

En un proceso como la diferenciacion celular, hay que pensar que se
produzcan cambios en la expresién de un altisimo niimero de genes. Esto
explicaria la presencia entre los genes identificados de proteinas
relacionadas con la expresion génica en sentido amplio. Factores de
transcripcién o factores asociados a estos, como /D3 o RUVBLZ son
regulados diferencialmente por tratamiento con RA. Lo mismo ocurre con
la PTMA, cuya funcién es controvertida, pero que se ha implicado en la
remodelaci6bn de la cromatina (Gomez-Mdrquez y Rodriguez, 1998
Karetsou y col, 1998) y con el HRNFP que pudiera estar implicado en el
procesamiento del ARN (Min y col, 1995). La helicasa RUVBLZ2 esta

regulada negativamente por RA. Se trata de una proteina de la matriz
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nuclear que interacciona con MYC (Wood y col, 2000), y esto se podria
correlacionar con la disminucion paralela observada en la expresion de
este gen por efecto del RA.

En células derivadas de linaje hematopoyético se ha descrito que la
expresion de PTMA estd elevada en células en proliferacién y su expresion
disminuye durante la diferenciacién. Ademds, su transcripcién es
estimulada por mitégenos (Gomez-Mdrquez y col, 1989 Bustelo y col,
1991) y en respuesta a niveles altos de MYC (Eilers y col,, 1991). Nuestros
resultados en células SH-SY5Y no coinciden con estos datos, puesto que
hemos encontrado que el RA incrementa los niveles de PTMA y a su vez
reduce la expresion de MYC (Thiele y col, 1985 ver figura 14). Los
resultados indican que la expresion de PTMA estaria controlada por otros
mecanismos adicionales a la simple regulacién directa por MYC. En este
sentido, en células de neuroblastoma SK-ER3, que expresan el receptor de
estrogenos, se ha descrito también una regulacién positiva de PTMA
durante la diferenciacion celular (Garnier y cols., 1997), lo que podria
implicar mecanismos de regulacion especificos de tejido en la regulacion
de este gen. Es de destacar que en el promotor de PTMA se ha localizado
un E-box (Szabo y col, 1993), secuencia a la cual se pueden unir tanto el
heterodimero MYC/MAX, como factores bHLH, cuya expresién también
se incrementa durante le diferenciacién inducida por RA (figura 22).

El tratamiento con RA también induce cambios en genes implicados
en transduccién de sefial y en genes relacionados con la regulacién del
ciclo celular. Este es el caso de SRM, que codifica la Espermidina sintetasa,

una enzima implicada en la biosintesis de poliaminas que son necesarias
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para la proliferacién de células animales (Janne y col, 1991). También
hemos observado la induccion de HSPCA, que codifica para la proteina
de respuesta a shock térmico hsp89a, una chaperona que interacciona con
multiples proteinas involucradas en la regulacién transcripcional y la
transduccién de sefial (Hickey y col., 1986). La Mitosina (CENPF) es una
fosfoproteina nuclear de 350 KD que se une a la proteina de
retinoblastoma y que se ha implicado en la progresién del ciclo celular en
la fase de mitosis (Zhu y col,, 1995). CENPF se expresa durante la fase S y
las fases G2/M y desaparece rdpidamente cuando finaliza la mitosis. Se ha
postulado que desempefie un papel en carcinogénesis, debido a su
localizacién en el cromosoma 1g32-41, una regién que estd alterada en
multitud de canceres de pecho, de pulmén y leucemias (Lemoine, 1994
Minna, 1993; Hawkins y col, 1992). Otro de los genes identificados es
NUCKS, una fosfoproteina nuclear que sirve como sustrato de CDK1 in
vivoy se encuentra fosforilada durante la mitosis en residuos de freonina
(Ostvold y col., 2001).

El gen LAMRI es un receptor de laminina no integrina, que
recientemente se ha demostrado que es el receptor de priones
(Gauczynski y col, 2001; Hundt y col, 2001). Lo més destacado de este
gen, es su papel en la progresién y metastasis de diversos tipos de céncer,
y se ha asociado a su expresion una mayor agresividad e invasividad del
tumor (Menard y col,, 1995). Este receptor puede ser una importante diana
para el tratamiento del céncer, ya que la inhibicion de su expresién podria
disminuir la agresividad del tumor. Aunque no hay ningan dato

experimental que lo sustente, es tentador especular con que la



Discusion 111

disminucién de la expresién de LAMRI provocada por RA puede estar
relacionada con el efecto terapéutico del RA en el tratamiento del
neuroblastoma.

De acuerdo con la idea de que con la diferenciacién la célula de
neuroblastoma inicia su transicibn a una neurona madura, hemos
encontrado genes relacionados con funciones neuronales que estin
regulados positivamente por RA, como son el receptor de opioides mu 1
(OPRMI) (Chen y col, 1993), el receptor de acetil-colina o3 (CHRNA3)
(Pornasari y col, 1990) y la proteina de unién de fosfatidil-etanolamina
(PBP) (Horf y col, 1994). Otros genes regulados positivamente por RA,
como el OCRL, SYT4 o ATP651 estan implicados en el tréfico de vesiculas
singpticas. Las sinaptotagminas son proteinas de membrana de vesiculas
sindpticas que sirven como sensores de Ca?* en el proceso de tréfico
vesicular y exocitosis (Wang y col,, 2001 ). La SYT4, que detectamos que se
inducia con RA, se expresa en muchas regiones del sistema nervioso
principalmente en el hipocampo, pero es indetectable en tejidos
extraneurales (Ferguson y col, 2000). La SYT4 es critica para el correcto
funcionamiento del cerebro, puesto que mutaciones en este gen afectan a
la capacidad de aprendizaje y memoria del hipocampo, asi como a la
coordinacién motora (Ferguson y col, 2000). El gen OCRL codifica para
una inositol polifosfato-5-fosfatasa, que controla los niveles celulares del
metabolito fosfatidil-inositol-4,5-bifosfato, y cuyo déficit provoca el
sindrome oculocerebral de Lowe, que es un desorden del desarrollo
asociado al cromosoma X (Zhang y col, 1995). La ATP651 forma parte de

la ATPasa vacuolar, que establece un gradiente electroquimico de
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protones y sistemas de transporte especificos para cargar los
neurotransmisores en las vesiculas sindpticas (para revision: Moriyama y
col., 1992).

Entre los genes identificados también hemos encontrado genes
relacionados con la sintesis de proteinas, como las proteinas ribosomales y
otras. Cabe especular que este fenémeno esté relacionado con la parada de
la divisi6n celular que produce el tratamiento con RA.

Ademas, hemos detectado secuencias reguladas por RA de cuya
funcién no se tienen datos, como ESTs y secuencias genémicas. También
se han obtenido secuencias nuevas, que no han sido identificadas
previamente y no aparecen en las bases de datos. Algunas de estas
secuencias no identificadas, son cortas, y si su calidad es baja pudiera
resultar dificil encontrar homologias significativas en las bases de datos.
Sin embargo, también hemos obtenido secuencias largas y de alta calidad
para las que no hemos obtenido una identificacién positiva. Aunque se ha
popularizado la idea de que la secuencia del genoma humano se conoce
completamente, todavia hay una parte significativa de la secuencia del
genoma humano que no ha podido ser obtenida o no se ha hecho publica.
Aunque el andlisis de estas secuencias podria resultar interesante, su

estudio detallado se alejaba de nuestro objetivo inicial.
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3. Regulacién negativa de los factores de transcripcion IDs por RA y por
TPA.

Entre los genes obtenidos expresados diferencialmente por RA, nos
llamo la atencién un factor de transcripcion denominado /D3, puesto que
es un inhibidor de la diferenciacién (para revision: Benezra y col, 1990
Norton, 2000), que es regulado negativamente durante la diferenciacién
celular inducida por RA (figura 17). Planteamos como hipétesis, que el RA
permitiria el inicio de la diferenciacién a través de la reduccién de la
expresién de un inhibidor de la diferenciacion como /D3,

Hemos observado, que el tratamiento con RA provoca un descenso
de los niveles de ARN mensajero de /D3, siguiendo una cinética diferida,
ya que tiene lugar tras 6-24 h de tratamiento (figura 17). El estudio
mediante ensayo de transcripcion Run on, indica que el tratamiento con
RA produce una severa reduccién de la tasa de transcripcion de ID3, en
consonancia con lo observado en el nivel de expresién del ARN mensajero
(figura 18).

La familia de los IDs est4 constituida por cuatro genes relacionados
en estructura y funcién (para revision: Norton y col, 2000). La expresion
de los genes ID1 e ID2es regulada por RA con una cinética paralela a la de
ID3 (figura 19). No detectamos la expresion de /D4 en células SH-SYSY.
Los niveles de proteinas ID1, ID2 e ID3 disminuyeron de manera notoria
tras 24 h de tratamiento con RA, en paralelo a lo observado a nivel de
ARN mensajero (figura 20). Los resultados obtenidos indican que el RA

produce una regulacion negativa coordinada de los genes D
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Los factores ID actiian impidiendo la formacién de heterodimeros
funcionales entre factores de transcripcién HLH con dominio bésico, lo
que impide su uni6n a secuencias especificas de ADN vy la activacion
transcripcional de genes implicados en diferenciacion celular (figura 8). La
inhibicién de la expresion de los genes ID por RA, dejaria libres a factores
de transcripcion bHLH capaces de formar heterodimeros funcionales que
activaran la diferenciacion celular. El ensayo de retardo en gel apoya esta
idea y muestra un incremento en la formacién de complejos sobre un
elemento E-box en las células tratadas con RA, a pesar de que el ensayo de
EMSA que planteamos no demuestra estrictamente que los complejos
formados sobre el elemento E-box sean entre factores de transcripcién
bHLH (figura 27). La regulacion negativa de los IDs darfa lugar a un
incremento de factores bHLH libres capaces de formar heterodimeros
funcionales y unirse a secuencias E-box. Adicionalmente, la activacién de
la expresion de factores bHLH observada durante la diferenciacion
inducida por RA también deberia contribuir a contrarrestar el efecto
inhibitorio de los factores ID. Es de notar que la expresién de los factores
bHLH implicados en diferenciacién neural, como NEURODI y
NEURODES, es regulada a través de secuencias E-box presentes en su
region promotora (Miyachi y col, 1999 Bartholom4 y Nave, 1994), y por lo
tanto el descenso en los niveles de los factores ID producido por el RA
permitirfa quizas una induccién auto-regulatoria. La expresién de estos
genes de la subfamilia afonal podria ser suficiente para iniciar el proceso
de diferenciacién neural, ya que se ha demostrado que su expresion

ectopica es suficiente para producir la diferenciacion (Lee 7995 Cho y col,
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2001). Del mismo modo, se podria explicar la induccién de la expresién de
GAP43, un conocido marcador neuronal, durante el tratamiento con RA
(figura 22). EstdA documentado que GAP43 se encuentra regulado por
factores bHLH y en su promotor posee secuencias E-box que podrian ser
ldiana de los factores bHLH (Chiaramello y col.,, 1996).

También se observan otros tipos de regulacion en genes
involucrados en determinacién y diferenciacién neuronal, como la rdpida
regulacion negativa de ASCLI, que es un gen de determinacion tipico de
neuroblastos no diferenciados (figura 22). Esta regulacién negativa de
ASCL] en la diferenciacién de células SH-SY5Y inducida por RA (y por
TPA) ha sido descrita por otros autores mientras este trabajo estaba en
preparacién (Soderholm y col, 1999 Grynfeld y col., 2000). Estos autores
también han detectado la expresién en células SH-SY5Y de factores bHLH
ubicuos, como E2-2 (Persson y col., 2000).

Vistos en su conjunto, los resultados obtenidos indicarian que los
genes bHLH neurogénicos actGan como genes efectores de la sefial de |
diferenciacién iniciada por RA.

También hemos estudiado el efecto del TPA, otro de los
compuestos que inducen diferenciaciéon neuronal en lineas celulares de
neuroblastoma, sobre la expresién de los genes /I%. El TPA produce una
regulacién negativa coordinada de los genes IDs similar a la inducida por
RA (figura 23). A diferencia del RA, el tratamiento con TPA resulta en una
induccién transitoria de /D4 Esta induccién transitoria podria deberse al

solapamiento de dos mecanismos de regulacién, por un lado la activacién
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directa y a corto plazo de /D4 por TPA y por otro lado una regulacion
negativa conjunta diferida de los genes /Ix.

Nos parece que hay que destacar la importancia de que estimulos
diferenciadores que actdan a través de mecanismos muy distintos, como
es el caso de TPA y RA, convergen en la regulacién negativa y coordinada
de los genes IDs. Esto indica que la regulacién negativa de los genes /7%
desempefia un importante papel en la regulacion de la diferenciacién.

Por otro lado, estos resultados también sugieren que el mecanismo
a través del cual el RA produce la regulacién negativa coordinada de los
genes /D5 debe ser complejo. Intentando profundizar en este mecanismo
de regulaci6n, hemos demostrado que la regulacion negativa coordinada
de los genes ID requiere proteinas de nueva sintesis (figura 24). Ademas
hemos descrito que en esta regulaci6n estd implicada una importante ruta
de sefializacién intracelular: la via de la PI3K, ya que la represion
transcripcional de los genes /Ds por el tratamiento con RA no se produce
en presencia de LY294002, un inhibidor especifico de la PI3K (figura 25).
La via de sefalizacién de la PI3K esta implicada en diferenciacion en
muchos tipos de células y de hecho nos llamé la atencion el notable
paralelismo entre lo que sucede en la diferenciacion de células musculares
y de células de neuroblastoma. En ambos casos intervienen proteinas de la
familia bHLH, y durante la diferenciacién se produce la activacion de
NF-kB y la produccion de NO, que también se producen en la
diferenciacién de células de neuroblastoma (Florini y col., 1996; Kaliman y
col,, 1998, Kaliman y col, 1999 Feng y Porter, 1999). En la diferenciacién

de mioblastos desempefia un papel muy importante la activacion de la via
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de sefiales de la PI3K/AKT y la inhibicion de la PI3K mediante su
inhibidor selectivo 1.Y294002 produce un bloqueo en la diferenciacion
(Kaliman y col., 1998, Kaliman y col,, 1999).

4. Bl RA activa la via de PI3K/AKT, y esta activaci6n es requerida para la
diferenciacién neural.

El hecho de que sea necesaria la via de la PI3K/AKT para la
regulacién negativa de los IDs puede deberse a un requerimiento de una
actividad enzimatica basal, o bien porque se produzca una activacién de
PI3K por RA. Los resultados obtenidos en el ensayo de actividad PI3K
revelan que existe una intensa induccién (unas cuatro veces) de la
actividad PI3K a las 24 h de tratamiento con RA, que se mantiene hasta
las 48 h (figura 32). El hecho de que esta induccién sea tan sostenida en el
tiempo, puede ser debido al incremento observado de los niveles de la
subunidad catalitica p110p de la PI3K (figura 33). Esta induccion de p110p
no se produce a nivel transcripcional, puesto que no hemos detectado
incremento de su ARN mensajero, sino que posiblemente se debe a un
efecto sobre la estabilidad de la proteina. Otros autores han observado un
incremento similar de p110p durante la diferenciacién de adipocitos de
ratén (Asano y col, 2000). La proteina kinasa AKT es una de las dianas de
la PI3K, y es activada por la PDK1 en respuesta a niveles altos de
Fosfatidil-inositol. AKT desempefia un importante papel en la proteccion
de las células frente a la apoptosis y por lo tanto promueve la
supervivencia celular (para revisién: Brunet y col, 2001). Hemos

demostrado que AKT se encuentra en su forma activa, fosforilada en Ser
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473, tras solo 30 minutos de tratamiento con RA (figura 34). Estos
resultados indican que el RA activa la ruta de la PI3K/AKT, que es clave
en la regulacién de la supervivencia celular. Ademés, nuestros resultados
revelan que la via de la PI3K/AKT es necesaria para que se produzca la
diferenciacién ya que si se impide su activacion mediante el inhibidor
LY294002, no se produce diferenciacion de acuerdo a criterios
morfolégicos ni bioquimicos. La extensién de neuritas tipica de la
diferenciacién celular inducida por RA no se observa en células SH-SY5Y
tratadas con RA en presencia del inhibidor LY29004 (figura 35). También
hemos descrito que la activacién transcripcional del marcador neuronal
GAP43 por RA no se produce en ausencia de actividad PI3K (figura 36).
Los resultados obtenidos indican que la activacién de la via de
sefializaci6n de la PI3K/ AKT es necesaria para la diferenciacion de células
de neuroblastoma SH-SY5Y. Sin embargo, no pensamos que la activacion
de la via de sefializacién de la PI3K/AKT sea suficiente para iniciar el
proceso de diferenciacién neural. Recientemente, otros autores han
expresado transitoriamente en células SH-SY5Y una PI3K-p110 mutante
de actividad constitutiva y han observado que tinicamente se produce una
extension de neuritas muy incipiente (F. Wandosell, datos no publicados).
En este mismo sentido el IGF-], un potente activador de la PI3K, no s6lo
no induce diferenciacién sino que es mitogénico en células SH-SY5Y
(Pérez-Juste y Aranda, 1999). Sin embargo, el IGF-I coopera fuertemente
con RA en la induccién de la diferenciacién, lo que ahora se explica mas

claramente a la luz de nuestros resultados.
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Una importante cuestion que se deriva de los resultados obtenidos
es el mecanismo molecular por el que el RA activa la PI3K. Los activadores
tipicos de la PI3K son los que acttian a través de receptores de tirosina-
kinasa: IGF, PDGF, FGF... Ademas muchos factores de este tipo favorecen
la diferenciacién de células de neuroblastoma (LaVenius y col, 1994).
Baséndonos en estos datos y puesto que el mecanismo de accién tipico del
RA es la regulacién génica, pensamos en un principio que el RA podria
activar la PI3K a través de la induccion de la expresién de un receptor
tirosina-kinasa. Un posible candidato para esta accién es el receptor
tirosina-kinasa RET, que se localiza en la membrana celular y cuya
expresion es relativamente frecuente en tumores y lineas de
neuroblastoma y en células derivadas de la cresta neural (Tahira y col,
1997). La expresion de RET se detecta tras 6 h de tratamiento con RA, su
induccién no requiere sintesis de nuevas protefnas ni actividad PI3K
(figuras 26, 27, 28 y 29). RET es el receptor de los factores neurotréficos de
la familia del GDNF. El complejo receptor de factores de la familia GDNF
requiere ademés de RET, que es la subunidad tirosina-kinasa, un co-
receptor denominado GFRa, del que existen cuatro isoformas con distintas
especificidades de ligando(Airaksinen y col, 1999). Por lo tanto, para que
la induccién transcripcional de RET por RA resultara en la activacién de
su actividad kinasa requeriria la expresiéon de alguno(s) de los co-
receptores, asi como la expresion y liberacién al medio de alguno(s) de los
ligandos de la familia de GDNF, que pudieran activar el complejo RET-
GFRa, de un modo autocrino/ paracrino. Hemos detectado la expresion del

co-receptor GFRa2 en las células SH-SY5Y (figura 31), pero no hemos
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detectado ninguno de los ligandos de la familia del GDNF. Tampoco
hemos detectado fosforilacién en residuos tirosina en RET, lo que indicaria
que aunque aumenta su expresion, RET no esté activado y por lo tanto no
podria ser responsable de activar la PI3K. La induccién de RET por RA,
resulta de este modo, en la generacion de la capacidad para responder a
factores neurotréficos de la familia de GDNF, y curiosamente ésta parece
ser una accién especifica del RA, ya que los tratamientos con TPA no
conducen a la activacion transcripcional de RET (figura 30).

Aunque no se pueden excluir otros mecanismos, parece probable
que el RA active la via PI3K/AKT directamente a través de una accién
atipica extragenémica de su receptor. Ademés no hemos podido detectar
activacion de la PI3K por RA a partir de inmunoprecipitados de extractos
celulares con anticuerpos anti-fosfotirosina, lo que argumentaria en contra
de una activacién mediada por tirosina-kinasas. Pensamos en una accion
no genémica porque la respuesta se produce de una forma muy rapida, y
ya detectamos fosforilacion de AKT a los 30 minutos de tratamiento. Se
han descrito un ntmero creciente de acciones extragenémicas de los
receptores nucleares en los tltimos afios, que han sido involucradas en
diversos procesos biol6gicos (para revision: Falkenstein y col, 2000
Schmidt y col, 2000). En el caso concreto de la PI3K, se ha descrito su
activacién por Estradiol en células endoteliales , a través de una accién
extragenémica del ER. Esta activacién tendrfa como resultado la
produccién de NO y la relajacion del endotelio (Haynes y col, 2000
Simoncini y col, 2000. Ademas se ha postulado que los efectos

neuroprotectivos de los estrégenos en células nerviosas se deberfan a la
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activacién de la via PI3K por ER a través de acciones extragenémicas
(Honda y col, 2000; Honda y col, 2001). Finalmente, se ha descrito una
activacion de la PI3K a través de una accién extragenémica del receptor de
Vitamina D3, que estarfa implicada en la diferenciacién de células
mieloides (Hmama y col., 1999). En estos casos se ha podido establecer la
formacién de un complejo entre el receptor nuclear y la subunidad
reguladora p85 de la PI3K (Hmama y col, 1999 Simoncini y col.,, 2000,
Castoria y col, 2001). Sin embargo, en nuestro caso, no hemos podido
demostrar hasta el momento una interaccién directa entre p85 y RARa
mediante co-inmunoprecipitacion .

Los resultados obtenidos, nos llevan a postular, que el RA
desempefia un papel muy importante en la regulacion de la supervivencia
de las células neurales. La regulacién positiva del gen anti-apoptético
BCL2 durante la diferenciacién inducida por RA en células de
neuroblastoma es un hecho conocido desde hace tiempo (Hanada y col,
1993), y la diferenciacion incrementa la resistencia a la apoptosis inducida
por drogas (Lombet y col, 2001, Lasorella y col, 1995). También se han
descrito efectos del RA sobre la sﬁpervivencia celular en cultivos
primarios de neuroblastos de médula espinal (Wuarin y col.,, 1990; Wuarin
y Sidell 1991) v en neuronas derivadas de células madre neurales
(Takahashi y col, 1999). Los resultados presentados aqui proporcionan un
mecanismo molecular para explicar estos efectos.

Ademas, pensamos que el fenémeno aqui descrito en células de
neuroblastoma pudiera ser relevante en la diferenciacién neural en

general. La coordinacion de las acciones genémicas y extragenémicas del
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RA da lugar al acoplamiento entre la diferenciacién y la supervivencia
celular (figura 38). Por una parte el RA regula la transcripcién de genes
especificos implicados en diferenciacion celular. Por otra parte, a través
de una acci6én extragen6mica, el RA activa la via de PI3K/AKT, que esta
implicada en la supervivencia celular. Los dos tipos de acciones no se
producen de un modo independiente, sino que estdn entrelazados. La
activacion extragenémica de la via PI3K/AKT también estd implicada en
la regulacién transcripcional de genes decisivos para la diferenciacion,
como hemos demostrado en el caso de la regulacién negativa coordinada
de los genes IDs. Reciprocamente, el RA puede contribuir a la
supervivencia celular a través de la regulaci6n transcripcional positiva de
receptores de neurotrofinas, como RET y de kB (7ahira y col, 1991,
Kaplan y col, 1993 Lucarelli y col, 1995). Este acoplamiento entre
diferenciacion y supervivencia es un fenémeno novedoso. En otro sistema
modelo muy utilizado de diferenciacion neural, las células de
feocromocitoma PC12, la diferenciacién y la supervivencia parecen estar
reguladas independientemente. La diferenciaciéon de células PC12
mediante NGF requiere la actividad de la via RAS/ERK, pero su
inhibicion no afecta a la supervivencia que produce NGF. Reciprocamente,
la inhibicién de la via PI3K afecta a la supervivencia celular pero no a la

diferenciacién (Klesse y col,, 1999; Ashcroft y col., 1999).
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Figura 38 Acciones genémicas y no genémicas del RA
Esquema que representa las dos vias de accién del RA. Una via genémica tipica por
la que regula transcripcion de genes implicados en diferenciacion (y supervivencia).
Ofra via no gen6mica atipica, que implica la activacién de la ruta PI3K/AKT que

estd vinculada a procesos de supervivencia (y diferenciacion).
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La regulacién conjunta de la diferenciacién y la supervivencia a
través de RA pudiera desempefiar un importante papel fisiol6gico. En el
caso de las neuronas, se genera un nimero mucho mayor de células que
las que se requieren, para asegurar que se produzcan todas las conexiones
necesarias. Las células que establecen la conexién con su célula diana
reciben de ella factores de supervivencia, mientras que las que no logran
conectar con su célula diana sufren muerte celular por apoptosis, en un
proceso que se ha denominado “estrategia neurotréfica” (Pettmann y
Henderson, 1998). El acoplamiento entre diferenciacién celular y
supervivencia, permitiria evitar una muerte celular prematura,
permitiendo la supervivencia de la neurona recién diferenciada por un
periodo limitado de tiempo, hasta que eventualmente estableciera
contacto con su célula diana que le aporte factores neurotréficos.

El RA y los retinoides sintéticos son utilizados cada vez maés
frecuentemente en la terapia del neuroblastoma y otros tipos de tumores.
Otra consecuencia que se deriva de los resultados aqui presentados es que
una activacién de la via PI3K/AKT que resulte en un incremento de la
resistencia a la muerte celular puede ser un efecto poco deseable en el
tratamiento del céncer. Por lo tanto es necesario tener en cuenta este tipo
de efectos al disefiar la terapia, si se ha de combinar con tratamientos
anti-cancerosos cuya base sea la induccion de muerte celular, como la
quimioterapia o la radioterapia. Una posible solucién serfa obtener
retinoides sintéticos que no tuvieran la capacidad de activar la via

PI3K/ AKT, y que deberian de ser ventajosos como terapia anti-cancerosa.
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® Hemos identificado 43 genes regulados diferencialmente por RA
durante la diferenciacién de células de neuroblastoma humano. De ellos,
33 corresponden a genes o secuencias conocidos/as y 10 corresponden a
secuencias para las que no se han encontrado homologias en las bases de
datos.

@ El tratamiento con RA produce una regulacién negativa del ARN

mensajero de ID3, a través de un descenso en su tasa de transcripcion.

@ El RA produce una regulacién negativa coordinada de los genes
ID1, ID2 e ID3. En paralelo, el RA produce una reduccién en los niveles de
las proteinas ID1, ID2 e ID3. ID4 no se expresa en células SH-SY5Y ni en

condiciones control, ni tras el tratamiento con RA.

@ Tratamientos con ésteres de forbol (TPA), que conducen a la
diferenciacién de células SH-SY5Y, también producen la regulacion
negativa coordinada de la expresién de los genes IDs. En este caso se

produce una activacién transitoria de la expresién de ID4.
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® El RA produce cambios en los niveles de expresién de los factores
bHLH involucrados en la especificacién de destino y la diferenciacién
neural. El gen ASCLI, un gen de determinacién neural tipico de
precusores en proliferacion, es regulado negativamente. El RA activa la
expresion de los genes NEUROD6 y NEURODI, que promueven la

diferenciacién neural terminal.

® El mecanismo a través del cual el RA produce la regulacién
negativa de los genes IDs es complejo, y requiere proteinas de nueva

sintesis y la actividad de la via PI3K/AKT.

@ El RA activa la via de transduccién de sefial de la PI3K/AKT. El
mecanismo por el cual el RA activa la via de PI3K/AKT no ha podido ser
establecido, pero probablemente intervenga una accién extragenémica del

receptor RAR.

La activacidén de la via de transduccidon de sefial PI3K/AKT es

requerida para la diferenciacién celular inducida por RA.
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Anexo [/

[1. Ribonucleoproteina CGI-110)

SECUENCIA

CTTATAATGNCCACAGGGCATTTCCGAAGATCGCEGCACARAGAAGAAGGAGGAACAGTTGA
AGCTTCTTAAGGACAAATATGGCATCAACACAGATCCACCAAARTAAATGTTTTCTACAT
TTTCATTTGGACTAAARTCCCACGAATGACAACTACCACCTTTTTTTCCTTTTTAATTAAT
ACTAAATATTGTGATTTCTTATTTGAGGTTCAAAATGACCTGCTTGARACTTITGATACAT
ATTGGAATACATTATGTTAATAAACTTGTAGCTTTTTGTGAAARAAAARAALA

BLAST

EM_HUM:AF151868 AF151868 Homo sapiens CGI-110 protein mR... 1352 1.4e-54 1
EM_HUM:AF184213 AF184213 Homo sapiens ht006 protein mRNA... 1352 1.4e-54 1
EM_HUM:AK000621 AK000621 Homo sapiens cDNA FLJ20614 fis,... 1352 1.6e-54 1
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:AF151868 AF151868 Homo sapiens CGI-110 protein mRNA, complete cds.
Length = 808

Plus Strand HSPs:

Score = 1152 (178.% bits), Expect = 1.5e-45, P = 1.5e-45
Identities = 234/239 (97%), Positives = 234/239 (97%), Strand = Plus / Plus

Query: 3 TATAATGNCCACAGGGCATTTCGGAAGATGGGCACARAGAAGAAGGAGGAACAGTTGAAG 62
CEUCEEE T R TP TP T g e
Sbjot: 485 TATAATGCCAACAGGGCATTTCAGAAGATGGACACAAAGAAGAAGGAGGAACAGTTGAAG 544
Query: 63 CTTCTTAAGGAGAAATATGGCATCAACACAGATCCACCAAAATAAATGTTTTCTACATTT 122
PIVEL S5 e T PR L T TR LT
Sbjet: 545 CTTCTCAAGGAGAAATATGGCATCAACACAGATCCACCARAATAAATGTTTTCTACATTT 604

Query: 123 TCATTTGCACTAAATCCCACGAATGACAACTACCACCTTTTTTTCCTTTTTAATTAATAC 182

CEPEES L T T TR PR TP TEEE

Sbjct: 605 TCATTTGGACTAAATCCCACGAATGACAACTACCACCTTTTTTTCCTTTTTAATTAATAC 664

Query: 183 TAAATATTGTGATTTCTTATTTGAGGTTCARAATGACCTGCTTGAAACTTTGATACATAT 242

CEPPES AR DL L LT b

Shjct: 665 TAARATATTGTGATTTCTTATTTGAGGTTCAAAATGACCIGCTTGARACTTTGATACATAT 724

Query: 243 CATTATGTTAATAAACTTGTAGCTITTTGTGA 281

IIIHiiiii|||IllililliiillHIIIilIIIlIl

Shjct: 725 AATACATTATGTTAATAAACTTGTAGCTITTTGTGA 763



Anexo Il

[2. Protimosina alfa

SECUENCIA

TCTTATAAGTACTTGGTTTGTATGCGATGGTTAAAARGGCCAAAGATAAAAGGTTTCTTT
TTTTTTCCTTTTTTGTCTATGAAGTTGCTGTTTATTTTTTTTGGCCTGTTTGATGTATGT
GTGAAACAATGTTGTCCAACAATAAACAGGAAT TTTATTTTGCTGAGTTGTTCCAARRAAA
ADAARDD

BLAST

EM_HUM:HSTHYMA M14630 Human prothymosin alpha mRNA, com... 824 6.6e-31
EM_HUM:541694 841694 [pseudogene} PTMAP2=prothymosin a... 824 6.7e-31
EM_HUM:BC005228 BC005228 Homo sapiens, clone MGC:12250, ... 814 1.%e-30
EM_HUM:BC003510 BC003510 Homo sapiens, prothymosin, alph... 809 3.le-30
EM_HUM: HSPORAC J04799 Human prothymosin-alpha pseudogen... 805 3.5e-30
EM_HUM:HSPROAA2 M67480 Human prothymosin-alpha gene, com... 824 4.6e-30
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:HSTHYMA M14630 Human prothymosin alpha mRNA, complete cds.
Length = 1200

Plus Strand HSPs:

Score = 833 (131.0 bits), Expect = 2.6e-31, P = 2.6e-31
Identities = 169/172 (98%), Positives = 169/172 (98%), Strand = Plus / Plus

Query: 4 TATAAGTACTTGGTTTGTATGCGATGGTTAAAAAGGCCAAAGATAAAAGGTTTCTTTTTT 63

CEERPLEE AT TEETE L T VR R R R R L]

Sbjct: 1029 TATAAGTAGTTGGTTTGTATGAGATGGTTAAAAAGGCCARAGATAAAAGGTTTCTTTTTT 1088

Query: 64 TTTCCTTTTTTGTCTATGAAGTTGCTGTTTATTTTTITTGGCCTGTTTGATGTATCTGTG 123

CELERLTTLT LT LT T
Sbjct: 1089 TTTCCTTTTTTCTCTATGAAGTTGCTGTITATTTTTTTTGGCCTGTTTGATGTATGTGTG 1148
Query: 124 AAACAATGTTGTCCAACAATAAACAGGAATTTTATTTTGCTGAGTTGTTCCA 175

FELLLEECR L e i L TR T TR TE VR T L]

Sbjct: 1149 AAACAATGTTGTCCAACAATAAACAGGAATTTTATTTTGCTGAGTTGTTCTA 1200

3. NPI-]
SECUENCIA

NCTTTTCTTGCCGAGGAGCAATAGGTGTAGCTATTTTCTCCATACCTGAGGTTATARATA
TCGCAAGATTCAAGAGAACTCATCATTTAAATAAAATTT TATTTATTATTTTGTTTTTAG
CATCATTATGTTTTTTTGTTTCAGGTGTTTATTTCTGTATTARATCCACTGAAGTAGCAT
TTCAAGCAGCTGTTACTACAGCARACGGTATTTCAATGCTTTCTTCTGGTTTCATTTTAG
TTCAARAATTCTGAAACATTCATAACGCTAAAAAATTAGGAATTACAGAAGCTGAATTTG
CACAAAARARAARMARA

F R e e e



Anexo [T

[4. Proteina G beta 2-like 1

SECUENCIA

TCTTNAGCAGCGGCNCAGAACCACCCCARATGCACCTCCCTGGCCTGGTCTGCTGATGGC
CAGACTCTGTTTGCTGGCTACACGGACAACCTGGTGCGAGTGTGECAGGTGACCATTGGC
ACACGCTAGAAGTTTATGGCAGAGCTTTACARAAARARARARA

BLAST

EM_HUM:BC000214 BC000214 Homo sapiens, guanine nucleotide... 672 5.le-24 1
EM_HUM:BC000366 BC000366 Homo sapiens, guanine nuclectide... 672 5.2¢-24° 1
EM_HUM:HSMHB123 M24194 Human MHC protein homologous to ch... 663 1.4e-23 1
EM_HUM:BC000672 BCO00672 Homo sapiens, guanine nucleotide... 672 3.7e-23 1
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:BC000214 BC000214 Homo sapiens, guanine nucleotide binding protein (G
protein), beta polypeptide 2-like 1, clone MGC:2416, mRNA, complete
cds .
Length = 1137

Plug Strand HSPs:

Score = 672 (106.9 bits), Expect = 5.1e-24, P = 5.le-24
Identities = 140/146 (95%), Positives = 140/146 (95%), Strand = Plus / Plus

Query: 6 AGCAGCGGCNCAGAACCACCCCAARTGCACCTCCCTGGCCTGGTCTGCTGATGGCCAGAC 65
LT LECELLEREEEEr  DEEELC T TR
Sbjct: 956 AGCAGCAAGGCAGAACCACCCCAG-TGCACCTCCCTGGCCTGGTCTGCTGATGGCCAGAC 1014
Query: 66 ACCATTGGCACACG 125
!||||||||||Hi||||||H|||||||1||H1|i||||||||||||||||I|l||||
sbjct: 1015 GACCATTGGCACACG 1074
Query: 126 CTAGAA TGGCAGAGCTTTACA 151

H||||||IIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct: 1075 TGGCAGAGCTTTACA 1100



Anexo IV

5. RuvB-like 2

SECUENCIA
NTTTTANNGGCGNCCTCCTCTTCAATTCGCTCAAAGGCGAGACCATGGACACCTCCTGAG
TTGGATGTCATCCCCCGACCCCACCCTGTTTTCCACCAGAGTTCTGACACTGTGACTCTG
TATAAAATGGTTGGGAAGCTGCAAARRRRRRAAAR

BLAST

EM_HUM:HSM801711 AL136743 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp43... 614 1.le-20
EM_HUM:HOSA18417 Y18417 Homo sapiens mRNA for erythrocyte... 614 1l.le-20
EM_HUM:BC000428 BC000428 Homo sapiens, RuvB (E coli homo... 614 1.1e-20
EM_HUM:AF124607 AF124607 Homo sapiens Reptin52 mRNA, com... 614 1.le-20
EM_HUM:BC004531 BCO004531 Homo sapiens, RuvB (E coli homo... 614 1.le-20
EM_HUM:AF151804 AF151804 Homo sapiens CGI-46 protein mRN... 614 1.le-20
EM_HUM:AK027762 AK027762 Homo sapiens cDNA FLJ14856 fis, ... 614 1.2e-20
EM_HUM:AF155138 AF155138 Homo sapiens RUVBLZ protein (RU... 609 1.8e-20
EM_HUM:AB024301 AB024301 Homo sapiens mRNA for RuvB-like... 609 1.8e-20
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:BC000428 BC000428 Homo sapiens, RuvB (E coli homolog)-like 2, clone
MGC:8354, mRNA, complete cds.
Length = 1508

Plus Strand HSPs:

Score = 614 (98.2 bits), Expect = 1.le-20, P = 1.le-20
Tdentities = 128/135 (94%), Positives = 128/135 (94%), Strand = plus / Plus

Query: 9 GGCGNCCTCCTCTTCAATTCGCTCARACGCGAGACCATGGACACCTCCTGAGTTGGATGT 68

LT L CCLLPVLEL L LEEL DT b L]

Shjct: 1356 GACGCCTTCCTCTTCAACGAACTCARAGGCGAGACCATGGACACCTCCTGAGTTGGATGT 1415

Query: 69 TGTGACTCTGTATARAAT 128

llIIIIIIIII||||||1Ii|II|Iil|l|i|EI||¥i||||||||iiitii|il||||
sbjct: 1416 GACTCTGTATARAAT 1475
Query: 129 GGTTGGGAAGCTGCA 143

PLVEHTTTLTLT

Sbject: 1476 GGTTGGGAAGCTGCA 1490

SECUENCIA

CTTATTGCCGCCGCGAATAATATTGTTGATAAGGTGGCTGAAAAAARARRARRA

FRERPEPBRPR



Anexo V

7. Sinaptotagmina IV (KIAA0080)]

SECUENCIA

TTNTTATGGNGNGCCACAGTGGCTTGGCGTCACGATGACTGTCACGACATAGTGGTTGTC
TGTCTTTACAGTGTGTCTTCACATCT TAAAGATGAAACTCAGGAATARARTAAATGTGTC

AAATTTTGAAAABAAAAAAND

BLAST

EM_HUM:HSORF002 D38522 Human mRNA for KIAAQ00S80 gene, part... 368 4.0e-09 1
EM_HUM:AK026178 AK026178 Homo sapiens cDNA: FLJ22525_fis,... 368 2.6e-09 1
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:HSORF002 D38522 Human mRNA for KIAAO080 gene, partial cds.
Length = 4001

Plus Strand HSPs:

Score = 419 (68.9 bits), Expect = 1.9e-11, P = 1.9e-11
Identities = 105/127 (82%), Positives = 105/127 (82%), Strand = Plus / Plus

Query: 16 ACAGTGGC-TTGGCGTCACGATGACTGTCACGACATAGTGGTTGTCTGTCTTTACAGTET 74

S N N .

Sbjet: 1125 ACAGTGACATTGCCCTCACCATGA-TCCCTCTCCAAAGTGGTTGTCTTTCTTTACCTTGT 1183

Query: 75 GTCTTCACATGTTAAAGATGAAACTCAGGAATAAAATAAATGTGTCAAATTTTGA 129

L R e R A

Sbjct: 1184 GTCTTCTCTTGTAAAA-ATGAAACTCARAAATARAATAAATGTGTCAAATTTTGA 1237

SECUENCIA

CTTTATTGNGGNNCGCCGCTCTGANTTCGTGGATTTCGGATTCAGCAGGTTAGGARAATT
CTGAAGCCGECTGTCCTAAGGAAGGTATGGGTCARAGCCAAGGAGTGACATTGCATGAAT
CTCCCTTACACCGATTTCTGAGTCTGTCGTTGATGGTGATGTTTCCCAATGTACGACCTS
ATCACTATATGCAAATCTGCTATTGGGAGTCTACCTTTCAGGCCATCTTTCTCATTAAAG
CATTAGTGCAAACATCTTACTGACAATATACATGTTCTGTAAAAAAAAAARAR

BLAST

EM_HUM:HSU120E2 273496 Human DNA sequence from cosmid cUl... 692 1.le-23 1
EM_HUM:HS454M7 AL022162 Homo sapiens DNA sequence from PA. .. 692 1l.le-23 1
EM_HUM:HSU57627 US7627 Human fetal brain oculocerebrorena. .. 652 §5.5e-22 1
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:HSU120E2 273496 Human DNA gequence from cosmid cU120E2, on chromosome X
contains Lowe oculocerebrorenal syndrome (OCRL) ESTs and STS.
Length = 43,902

Plus Strand HSPs:

Score = 692 (109.9 bits), Expect = 1.1e-23, b = 1.1e-23
Identities = 200/267 (74%), Positives = 200/267 {74%), Strand = Plus / Plus



Anexo VI

Query: 15 GCCGCTCTGANTTCGTGGATTTCGGATTCAGCAGGTTAGGAAAATTCTGAAGCCGGCTGT 74

N S AN R e v

Sbject: 4891 GCTGCTCTGAAGTAA-GGATTTCGGATTCAGCTGGTNA - - AAGACTCTGTCACCTGCTGT 4947

Query: 75 CCTAAGG-AAGGTATEGGTCAAAGCCAAGGAGTGACATTGCATGAATCTCCCTTACACCG 133

C T e FEEE T T e e |

Sbict: 4948 CTTCAGGGAAGARATGGTTCAAATCCATGTGGTGACATTGCATTAGTCTCCCTTTCACTG 5007

Query: 134 ATTTCTGAGTCTGTGGTTGATGGTGATGTTTCCCAATGTACGACCTGATCACTATATGCA 153

R s

Sbjct: 5008 TTTTCPTATTCTGTAATTGTTTGTTATATTTCCCAAAA-ACGTCTTGATCACTA-A-GCA 5064

Query: 194 AATCTGCTATTGGGAGTCTACCTTTCAGGCCATCTTTCTCATTAAAGCATTAGTGCAAAC 253

AR A Ay

Sbject: 5065 AAGCTGCTAGTGGCATTCTATATTTCGTGTCATCTTTTTTATTATAAT - TTATTGCAAAT 5123

Query: 254 ATCTTACTGACAATATACATGTTCTGT 280

Sbjct: 5124 TTTTTTCTGAATAAATATATGTTGTGT 5150

9. NPI-3
SECUENCIA

TCTTAARACNGCNCGCAATTAATGTACGTTTCARAATCAGGAACTACAATTGAACCAGCA
ATTGCTTTTAGAGAATTTAGAAAGCTTTTGGAACTAAAAAAAMALA

[Lo. Citocromo B mitocondrial|

SECUENCIA

CTTATACTTCACAACAATCCTAATCCTAATACCAACTATCTCCCTAATTGAAARCAARAT
ACTCARATGGGCCTAAAAAANMARARA

BLAST
EM_OR:MIHSUMMIT M28016 Human wmitochondrial cytochrome b g... 360 2.le-09
EM_OR:MTHSLAll4 X89847 H.sapiens mitochondrial DNA for lo... 360 3.3e-09
EM_HUM:BC007851 BC007851 Homo sapiens, clone MGC:i4302, m... 365 4.3e-09
EM_HUM:BC005845 BCO05845 Homo sapiens, clone MGC:2724, mR... 365 4.4e-09
EM_OR:AF254896 AF254896 Homo sapiens cytochrome b gene, ... 360 5.8Be-09
EM_OR:MIHSSU095 U0950¢ Human mitochondrion cytochrome b g... 355 8.4e-09
ALINEAMIENTO
>EM_OR:MIHSUMMIT M28016 Human mitochondrial cytochrome b gene, partial cds.
Length = 337

Plus Strand HSPs:

Score = 360 (60.1 bits), Expect = 2.le-09, P = 2.1e-09

Identities = 72/72 (100%), Positives = 72/72 (100%), Strand = Plus / Plus
Query: 3 TATACTTCACAACAATCCTAATCCTAATACCAACTATCTCCCTAATTGAAAACAAAATAC 62

CEVECEE TR EE TR L PP TP e g 1

Sbijct: 266 TATACTTCACAACAATCCTAATCCTAATACCAACTATCTCCCTAATTGAAAACAAAATAC 325
Query: 63 TCAAATGGGCCT 74

OTEITTELT

Shjct: 326 TCAAATGGGCCT 337

N



Anexo VI

11. Receptor nicotinico de acetil-colina, subunidad alfal]

SECUENCIA

TCCTTTTTYCONGGCTGGCCCCAAGCTACCAGCTTTGTTTTTGGCATTTCGAGGTTTACT
TATTTTCCACTTATCTTGGAATCATGCAAAAAARAARARR

BLAST
EM_HUM:HSU62432 U62432 Human nicotinic acetylcholine rece... 335 1.0e-07 1
EM_HUM:BC002996 BC002956 Homo sapiens, cholinergic recept... 335 1.2e-07 1
EM_HUM:BC000512 BC000513 Homo sapiens, cholinergic recept... 335 1.2e-07 1
EM_HUM:BC001642 BC001642 Homo sapiens, Similar to choline... 335 1.2e-07 1
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:HSU62432 U62432 Human nicotinic acetylcholine receptor alpha3 subunit
precursor, mRNA, complete cds.
Length = 1908

Plus Strand HSPs:

Score = 335 (56.3 bits), Expect = 1.0e-07, P = 1.0e-07
Identities = 67/67 (100%), Positives = €7/67 (100%), Strand = Plus / Plus

Query: 22 CAARGCTACCAGCTTTGTTTTTGGCATTTCGAGGTTTACTTATTTTCCACTTATCTTGGAA 81

LEVERLEECEL O L LT R ECE TR TR LT

Sbjct: 1791 CAAGCTACCAGCTTTIGTTTTTGGCATTTCGAGGTTTACTTATTTTCCACTTATCTTGGAA 1850

Query: 82 TCATGCA 88

LTI

Sbjct: 1851 TCATGCA 1857



Anexo Vil

12. ID3-HLH

SECUENCIA

CCTTTTTTTACAGGARGGTGACTTTCTGTAGCAGTGCGCACTGTATATTAAACTTTTTAG
AAAGCGTTAACATTTTGCATAATAAACGATTTTTAAACAAAAARAARAARD

BLAST

EM_EUM:BC003107 BC003107 Homo sapiens, inhibitor of DNA b... 400 4.9%e-11
EM_HUM:HS1D3HELH X73428 H.sapiens Id3 gene for HLH type tr... 400 1.2e-10
EM_HUM:#S15005 AL021154 Homo sapiens DNA sequence from PA... 400 1.7e-10
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:BC003107 BC003107 Homo sapiens, inhibitor of DNA binding 3, dominant
negative helix-loop-helix protein, clone MGC:1988, mRNA, complete
cds.
Length = 976

Plus Strand HSPs:

Score = 400 (66.1 bits), Expect = 4.%e-11, P = 4.%e-11
Identities = 90/98 (91%), Positives = 90/98 (91%), Strand = Plus / Plus

Query: 2 CTTTTTTTACAGGAAGGTGACTTTCTGTAGCAGTGCGCACTGTATATTAAACTTTTTAGA 61
FATLELEEETEC i et er L b LRy
Sbject: 859 CCTTTTTTACAGGAAGGTGACTTTCTGTAACAATGCG-A-TGTATATTAAACTTTTTATA 916
Query: 62 AAGCGTTAACATTTTGCATAATAAACGATTTTTARACA 99
CE TP PP T
Sbjct: 917 ARA-GTTAACATTTTGCATAATAAACGATTTTTAAACA 953
13. NPI-14
SECUENCIA

TTCTTNGGGAGCGNCCTTCACAATGACCTGTGTCAACTCTTTAGTCTTAGCATTATTTTC
TTTTTAGCCTTTTGAATAATTTGAATAATCACTATTTTTATCAAAAGCTTTGAATTTGAR
GACAAADAANDARDAR

{14. Hidroxiacil-coA deshidrogenasa II (ERAB)]

SECUENCIA

CCTNCTCTCGGACCTTGAGGAGGAAGCCCAGTAGCCATTTTGTAACTGCCTACCAGTCGC
CCGTCTGTGCCTAATARAGTCTCTTTTTCTCACAAAAARAAARAND

BLAST

EM_HUM:HSU73514 U73514 Human short-chain alcohol dehydrog... 395 7.%e-11
EM _PAT:RX069385 AX069385 Sequence 45 from Patent WO0102600. 395 7.%e-11
EM_HUM:BC000823 BC000829 Homo gapiens, hydroxyacyl-Coenzy... 395 8.2e-11
EM_HUM:AF069134 AF069134 Homo sapiens c¢DNA selection clon... 395 B8.3e-11
EM_HUM:BC000372 BC000372 Homo sapiens, hydroxyacyl-Coenzy... 395 8.4e-11
EM HUM:U96132 U96132 Homo sapiens amyloid beta-peptide ... 395 8.8e-11

e R SIS



Anexo IX

ALINEAMIENTO
>EM_HUM:HSU73514 U73514 Human short-chain alcohol dehydrogenase (XH98G2) mRNA,
complete cds.
Length = 947
Plus Strand HSPs:

Score = 395 (65.3 bits), Expect = 7.%9e-11, P = 7.9e-11
Identities = 87/93 (93%), Positives = 87/93 (93%), Strand = Plus / Plus

Query: 2 CTNCTCTCGGACCTTGAGGAGGAAGCCCAGTAGCCATTTTGTAACTGCCTACCAGTCGCC 61

CEVELE AT TP L TR BRI
Sbjct: 855 CTACTCTCC-AGCTTG-GGAGGAAGCCCAGTAGCCATTTIGTAACTGCCTACCAGTCGCC 912
Query: 62 CGTCTGTGCCTAATAAAGTCTCTTTTTCTCACA 94

LALLLEV TRy

Sbhjct: 913 C-TCTGTGCCTAATAAAGTCTCTTTTTCTCACA 944



Anexo X

[15. Proteina Ribosomal L1§]

SECUENCIA

CTTNAGCACGNNCGCAAGGCCCNAACTGACCCCGCACAGCCACACCARACCCTACGTCCG
CTCCARGGGCCGGAAGTTCGAGCGTGCCAARGGCCGACGGECCATTCCGAGGCTACAAAA
GATCGTAACCCATGGATCCTACTCTCT TATTAAAAAGATTTTTGCTGACAAAAAARANAA

AR

BLAST

EM_HUM:BC000374 BC000374 Homo sapiens, ribosomal protein ... 643 1.8e-22
EM_HUM:AK026558 AK026558 Homo sapiens ¢DNA: FLJ22905 fis, ... 643 1l.8e-22
EM_HUM:HSRPL18A L11566 Homo sapiens ribosomal protein L18... 643 1.9e-22
ALINEAMIENTO

>EM HUM:BC000374 BCO00374 Homo sapiens, ribosomal protein L18, clone MGC:8373,

mRNA, complete cds.
Length = 657

Plus Strand HSPs:

Score = 643
Identities
Query: 14
Sbhjet: 474
Query: 74
Sbict: 533
Query: 134
Sbict: 588

{102.5 bits), Expect = 1.8e-22, P = 1.8e-22
145/157 (92%), Positives = 145/157 (92%), Strand = Plus / Plus

GCAAGGCCCNAACTGACCCCGCACAGCCACACCARACCCTACGTCCGCTCCAAGGGCCGG 73

PLLRELTEL PEVELLTEEELT LT LT T

GCAAGGCCCCAGGA - ACCCCGCACAGCCACACCAAACCCTACGTCCGCTCCAAGGGCCGG 532

AAGTTCGAGCGTGCCAAAGGCCGACGGGCCATTCCGAGGCTACAARAGATCGTAACCCAT 133

FECERETETEELEE TELCELELECTEN T LU e e et |

AAGTTCGAGCGTGCCAGAGGCCGACGGGCCAG-CCGAGGCTACAARA~-A-C-TAACCC-T 587

GGATCCTACTCTCTTATTAAAAAGATTTTTGCTGACA 170

P LR EET ]

GGATCCTACTCTCTTATTAARAAAAGATTTITGCTGACA 624

[y



Anexo X1

[L6. Proteina Ribosomal 5154

SECUENCIA

CTCTAACAANGGTCAGCTGGCATCAAGAGACCATGARGAAGCAAGACGAAAACACACAGG
AGGGAAAATCCTGGGATTCTTTTTCTAGGGATGTAATACATATATTTACAAATAAARTGC
CTCATGGACAAAANADARAARA

BLAST

EM_HUM:HSRPS15A X84407 H.sapiens mRNA for ribosomal prote... 571 4.7e-19 1
EM_HUM:BC001697 BC001697 Homo sapiens, Similar to ribosom... 567 6.le-19 1
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:HSRPS15A X84407 H.sapiens mRNA for ribosomal protein Sl5a
Length = 450

Plus Strand HSPs:

Score = 571 (91.7 bits), Expect = 4.7e-19, P = 4.7e-19
Identities = 121/127 (95%), Positives = 121/127 {95%), Strand = Plus / Plus

Query: 3 CTAACAANGGTCAGCTGGCATCAAGAGACCATGAAGAAGCAAGACGAAAACACACAGGAG 62
LEEE TR b L L e ]
Sbjct: 310 CTGACAACC-TCAGCTGGCATCATG-GACCATGAAGAAGCAAGACGARAACACACAGGAG 367
Query: 63 GGAAAATCCTGGGATTCTTTTTCTAGGGATGTAATACATATATTTACAAATAAAATGCCT 122
CCCC PR LR L LTI T
sbjct: 368 GGAAAATCCTGGGATTCTTTTTCTAGGGATGTAATACATATATTTACARATAARATGCCT 427

Query: 123 CATGGAC 129

TTH

Shjct: 428 CATGGAC 434



Anexo X1{

fi7. Proteina Ribosomal L31|

SECUENCIA

TTCTTTNTTACNGGACTTCAAAAATCTATGNGACAGTCAATGTGGATGAGAACTAATCGC
TGATCGTCAGATCAAATAAAGTTATAAAATTGCAAAARAAARAAAR

BLAST
EM HUM:HSL31 X69181 H.sapiens mRNA for ribosomal protein L31 355 3.0e-09
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:HSL31 X69181 H.sapiens mRNA for ribosomal protein L31
Length = 403

Plus Strand HSPs:

Score = 355 (59.3 bits), Expect = 3.0e-09, P = 3.0e-09
Identities = B81/89 (91%), Positives = 81/89 (91%), Strand = plus / Plus

Query: § TNTTACNGGACTT-CAAAAATCTATGNGACAGTCAATGTGGATGAGAACTAATCGCTGAT 64
DEEE L T R LT b
Sbjct: 318 TGTTACC--ACTTTCAARRATCTAC-AGACAGTCAATGTGGATGAGAACTAATCGCTGAT 374
Query: 65 CGTCAGATCAMATAAAGTTATAAAATTGC 93
CEVEEECTTEEE LT
Sbjct: 375 CGTCAGATCAAATAAAGTTATAAAATTGC 403
i8. NPI-4
SECUENCIA

CTTTTNAGGNNCCCCACACTGTTARANAGAACTTCATTCGCTGCACCTTGAATTACARGA
ARAGTTGCGTTTTTAATTCATATTTTAGGCTTACCARGAGARTTAGCAAARGCTTTGATA
ATTGATTCTGCTATTAGTTGACAAAAAAAAAAARA



Anexo XI1I

[L19. Proteina Gastrica no caracterizada ZAP31 (NPI-5)j

SECUENCIA
AGAACTAATTTTGTTTGATTTACTTCAARATTGAAGGAACTCTTTTAGGTTTTGTTGAAAT
AGTAARAGAAATTCGATTAGTAATTCAATCAAAGAATARTGAATTGACAAATTCTGACAT
AAAAACAGCCAARGAATATCATTTAGARCAACTAAGAGCGCTTAAAARRACTTCAAATTA
ACAAATATAATTTATAATTTATTGCACTATGAAAAAAAAAADLIAA
BLAST
EM_HUM:AF222023 AF222023 Homo sapiens uncharacterized gas... 1041 2.3e-40 1
ALINEAMIENTO
>EM_HUM:AF222023 AF222023 Homo sapiens uncharactexized gastric protein ZA31P
mRNA, partial cds.
Length = 549
Plus Strand HSPs:

Score = 1041 (162.2 bits), Expect = 2.3e-40, P = 2.3e-40
Identities = 211/213 (99%), Positives = 211/213 (99%), Strand = Plus / Plus

Query: 1 AGAACTAATTTTGTTTGATTTACTTCAAATTGAAGGAACTCTTTTAGGTTITGTTGARAT 60
COPPELETLEV T PR E LT LR LT T T
Sbjct: 325 AGAACTAATTTTGTTTGATTTACTTCAAATTGRAGGRACTCTTTTAGGTTTTGTTGARAT 384
Query: 61 AGTAAAAGAAATTCGATTAGTAATTCAATCAAAGAATAATGAATTGACAAATTCTGACAT 120
FLELTEEEPET R TP e T e TR E T
Sbjct: 385 AGTAAAAGAAATTCGATTAGTAATTCAATCAAAGAATAATGAATTGACAAATTCTGACAT 444

Query: 121 AAAAACAGCCAAAGAATATCATTTAGAACAACTAAGAGCGCTTAAAAAAA-CTTCARATT 179

PIRETERE LA r LT e L e e

Skbjct: 445 AMAAACAGCCAAAGAATATCATTTAGAACAACTAAGATCGCTTAARAAAMACTTCAAATT 504

Query: 180 AACAAATATAATTTATAATTTATTGCACTATGA 212

FEEDERLTTE LR LR

Sbjct: 505 AACAAATATAATTTATAATTTATTGCACTATGA 537



Anexo XIV

20. Fosfoproteina Nuclear NUCKS, similar a Casein Kinasa Nuclear Ubicua 2 (mRNA
desconocido AF306939)

SECUENCIA

CTTCATTTTGCTACCTTGTAGGGAGGGTGGGCAATGGGGTTACCTGACCTTATTTGAGGE
TATGGGCTTTCTTTTTTATTTCATCACTTGTTATCTCAAAGAGACTCGGAGCCAGTGATC
CTTTTATCCTGCTACAGTCTTTAGGGAGCTAAAAAARRRAARA

BLAST

EM_HUM:AF306939 AF30653% Homo saplens unknown mRNA. 704 3.4e-25 1
EM_HUM:AK025133 AK025133 Homo sapiens CDNA: FLJ21480 fis, .. 712 4.4e-25 1
ALINEAMIENTO

>EM _HUM:AF306939 AF306939 Homo sapiens unknown mRNA.
Length = 611

Minus Strand HSPs:

Score = 704 (111.7 bits), Expect = 3.4e-25, P = 3.4e-25
Tdentities = 146/150 (97%), Positives = 146/150 (97%), Strand = Minus / Plus

Query: 151 TAGCTCCC-TAARGACTGTAGCAGGATAAAAGGATCACTGGCTCCGAGTCTCTTTGAGAT 93

COCEECEE SPEEEE L e P LT

sbjct: 16 TAGCTCCCCTAAAGACTGTAGCAGGATAAAAGGATCACTGGCTCCGAGTCTCTTTGAGAT 75
Query: 92 AACAAGTGATGAAATAAAAAAGAPAGCCCATACCCTCAAATAAGGTCAGGTAACCCCATT 33

PP L T LR LR LT
sbjct: 76 ANCAAGTGATGAAATAAAAAAGAAAGCCCATACCCTCABATAAGGTCAGGTAACCCCATT 135
Query: 32 ACCCTCCCTACABGGTAGCARAATGA 3

||III§|H||||||||1||| PELEIT

Sbjct: 136 CCTCCCTACAAGGTAA-AAARATGA 164




Anexo XV

21. Proteina Ribosomal $19|

SECUENCIA

CTTCANGNCGGCCAGCTGGGETTGECTCCATGACGAACTATCTATGGGGGACGTCAGACT
AAACGGCGTCATGCCCAGCCACTTCAACCGATGCTCCATTAGTGTGGTCCGCCGGGTCCT
CCAAGCCCTGGAGGGGCTTAAAATGGTGGARAAGGATCATGATGGTGGACGCAAACTGAC
ACCTCAGGGACAGAGAAATCTGGACATGAATCGCCGGACACAGTGGCATCTGCCARTARC
GAACGCATTATAACAGACCATGCTGGGTTARAACATTGCCTCATTCGTACTCCTGAAAAR

AAAARBDA

BLAST

EM_HUM:BC000023 BC000023 Homo sapiens, ribosomal protein ... 1087 1.8e-42 1
EM_HUM:BC007615 BC0O07615 Homo sapiens, ribosomal protein ... 1087 2.0e-42 1
EM HUM: HSS19RP M81757 H.gapiens 819 ribosomal protein mRN. 1087 2.le-42 1
ALINEAMIENTO

»>EM_HUM:BC000023 BC000023 Homo sapiens, ribosomal protein S19, clone MGC:1630,
mRNA, complete cds.
Length = 578

Plug Strand HSPs:

Score = 1087 (169.1 bits), Expect = 1.8e-42, P = 1.8e-42
Identities = 247/275 (89%), Positives = 247/275 (89%), Strand = Plus / Plus

Query: 15 GGTTGGCTCCATGACGAACTATCTATGGGGGACGTCAGACTAAACGGCGTCATGC 74
lIlII|||||i|||||||l| LU R EEEET L T
sbjct: 286 GGTTGGCTCCATGACCAAG - ATCTATGGGGGACGTCAGAG - ABARCGGCGTCATGE 343
Query: 75 CCAGCCACTTCAACCGATGCTCCATTAGTGTGGTCCGCCGGGTCCTCCAAGCCCTAGAGG 134
COCCUAEEELTD FEE P P AL i
Sbjct: 344 CCAGCCACTTCAGCCGAGGCTCCAAGAGTGTGGCCCGCCGGGTCCTCCAAGCCCTGGAGG 403
Query: 135 GGCTTAAMATGGTGGAAARGGATCATGATGGTGGACGCAAACTGACACCTCAGGGACAGA 184
DO PP LR ST T T T PP L i et Lt
Sbjct: 404 GGCTGAARATGGTGGAARAGGACCAAGATGGCGGCCGCAAACTGACACCTCAGGGACAAA 463
Query: 195 GAAATCTGGACATGAATCGCCGGACACAGTGGCATCTGCCAATARCGAACGCATTATAAC 254
LU AP PR et r e D 1 T LEEEL] T
Sbjct: 464 GAGATCTGGACA-GAATCGCCGGACAG-GTGGCAGCTGCCAACAA-GAA-GCATTAGAAC 519

Query: 255 AGACCATGCTGGGTTAAAACATTGCCTCATTCGTA 289

LS T, D TR

shjct: 520 ABACCATGCTGGGTTAATAAATTGCCTCATTCGTA 554



Anexo XVI

[22. Receptor de Laminina de 37/67 KO

SECUENCIA

CTNGGTGCCGCCTGTECCTATTCAGCAATTCCCTACTGARGACTGGAGCGCTCAGCCTGC
CACGGAAGACTGGTCTGCAGCTCCCACTGCTCAGGCCACTGAATGGGTAGGAGCAACCAC
TGACTGGTCTTAAGCTGTTCTTGCATAGGCTCTTAAGCAGCATGCAAAAATGEGTTGATGG
AAAATAAACATCAGTTTCTARAAAAAAARAAR

BLAST
EM_HUM:BC005391 BC005391 Homo sapiens, laminin receptor ... 967 2.6e-37
EM_PAT:102029 102029 Nucleotide sequence 1 from patent... 967 3.3e-37
EM_HUM:BC002533 BC002533 Homo sapiens, laminin receptor ... 967 4.3e-37
EM_HUM:HSLBP X15005 Human mRNA for potential laminin-... 962 4.5e-37
EM_HUM:HSLAMB J03799 Human c¢olin carcinoma laminin-bin... 962 4.7e-37
EM_HUM:HSLAMR M14199 Human laminin receptor (2H5 epito... 967 5.8e-37
EM_HUM:HS389791 U38979 Human PMS2 related (hPMSR3) gene, ... 939 6.7e-36
ALINEAMIENTO
>EM_HUM:BC005391 BC005391 Homo sapiens, laminin receptor 1 (67kD, ribosomal
protein $A), clone MGC:12521, mRNA, complete cds.
Length = 1065
Plus Strand HSPs:
Score = 967 (151.1 bits), Expect = 2.6e-37, P = 2.,6e-37
Tdentities = 195/197 (98%), Positives = 195/197 (98%), Strand = Plus / Plus
Query: 4 GGTGCCGCCTGTGCCTATTCAGCAATTCCCTACTGAAGACTGGAGCGCTCAGCCTGCCAC 63
PEEEEE  PEEEEE T TP T TR LT
Sbhjet: 840 GGTGCCCTCTGTGCCTATTCAGCAATTCCCTACTGAAGACTGGAGCGCTCAGCCTGCCAC 859
Query: 64 GTCTGCAGCTCCCACTGC AGGAGCAACCACTGA 123
HIIIIH|11||II|HII||||||||IIHIIII||IIIIIIHIIIIIIIIIIIIII
Shbjct: 900 GGAGCAACCACTGA 9589
Query: 124 CTTRAGCTGTT GCTCTTAAGCAGCATGGAAARATGGTTGATGGARA 183
_ IIIIIJH|||||II|HIf||HI|||IIIiIIIIIIIIIIIHIIIIIII|||IIII!
Sbkjet: 960 TCTTAAGCAGCATGGAAAAATGGTTGATGGAAA 1012
Query: 184 ATAAACATCAGTTTCTA 200

CEELETTELE R

Sbjct: 1020 ATAAACATCAGTTTCTA 1036

23. NPI-6
SECUENCIA

TCTTCAATCNCCCATTGCTARGTATCTCTGTCATTATGGAACATTTATTGTATGAARARA
ARAMAAA

HR R R R



Anexo XVII

24. Factor eucaridtico de de iniciacién de la traduccién 3 (eIF3), subunidad 4

SECUENCIA

CTCGGTCGGGACCCTTGGCGACAGAAGACAGCCTCCGAGAGCGCGGGCTCCAAGGGCAAT
AAAGCAGCTCCACTCTCTCTARAARAAAAAAAAD

BLAST

EM_HUM:AC020931 AC020931 Homo sapiens chromosome 19 clone... 395 2.8e-10 1
EM_HUM:AF094850 AF094850 Homo sapiens eukaryotic translat... 386 . 3.1le-10 1
EM_HUM:AF092453 AF092453 Homo sapiens eukaryotic translat... 385 7.2e-10 1
EM_HUM:AF020833 AF020833 Homo sapiens eukaryotic translat... ~ 375 9.3€-1077"1
EM_KHUM:U96074 U96074 Human translation initiation facto... 375 9.5e-10 1
EM_HUM:BC000733 BC000733 Homo sapiens, eukaryotic transla... 375 9.6e-10 1
ALINERMIENTO

>EM_HUM:AF094850 AF054850 Homo sapiens eukaryotic translation initiation factor
3 subunit p42/p44 mRNA, complete cds.
Length = 1174

Plus Strand HSPs:

Score = 386 (64.0 bits), Expect = 3.le-10, P = 3.1le-10
Tdentities = 80/82 (97%), Positives = 80/82 (97%), Strand = Plus / Plus

Query: 1 CTCGGTC-GGGACCCTTGGCGACAGAAGACAGCCTCCGAGAGCGCGGGCTCCAAGGGCAA 58

DT TR T L LTIt

Shject: 1023 CTCGGTCCGGGACCCTTGGCGACAGAAGACAGCCTCCGAGAGCGCGGGCTCCAAGGGCAA 1082

Query: 60 TAAARGCAGCTCCACTCTCTCTA 81

PCRLLLUELLETTEE L]

Sbjet: 1083 TARAGCAGCTCCACTCTCTCCA 1104



Anexo XVIII

[25. ATPasa Vacuolar, subunidad |

SECUENCIA

CAGGGTTATCCTGTNGCGTTCAAGAAGGANTANNANACATGTGGGCTGGGTACATCTCCG
GCTGTCAGGCATGTTCTCACCGGGAGTGCCTAGGCAGGAGCATAGGCGTGGTTGGTTGTT
TCCTTCTTACATTTATAAACCCTGGTCGCCATGCAAAAAAAAAAAAA

BLAST

EM_HUM:HSMBOIBlQ AL136851 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp43. .. 427 6.5%5e-12
EM_PAT:AX086813 AX086813 Sequence 765 from Patent WO0112659. 427 6.5e-12
EM_HUM:HSFLNGEPD L44140 Homo sapiens chromosome X region ... 422 1.7e-11
EM_HUM:HSXQC D16469 Human mRNA for ORF, Xq terminal portion. 417 2.1le-11
EM_HUM:AK026519 AK026519 Homo sapiens cDNA: FLJ22866 fis, ... 407 4.8e-11
EM_HUM:BC000724 BC000724 Homo sapiens, Similar to ATPase, ... 407 5.4e-11
ALINEAMIENTO

»>EM_HUM:HSM801819 AL136851 Homo sapiens mRNA; CDNA DKFZp434B0535 (from clone
DKFZp434B0535) ; complete cds
Length = 2043

Plus Strand HSPz:

Score = 427 (70.1 bits), Expect = 6.5e-12, P = 6.5e-12
Tdentities = 125/162 (77%}, Positives = 125/162 (77%), Strand = Plus / Plus

Query: 1 CAGGGTTATC—CTGTNGCGTTC—AAG—AAGG—ANTANNAN—ACATGTGGGCTGGGTAC—A 54

I e Y RN

Sbjet: 1876 CGGGTTTATTTCTGTGGCCTGAGAAGGAAGGGACCTCCACGACAGGTGGGCTGGGTGCGA 1935
Query: 55 TCTCCGGCTGTCAGGCATGTTCTCACCGGGAGTGCCTAGGCAGGAGCATAGGCGTGRTTG 114

TR A TR R E A Y
Sbjct: 1936 TCGCCGGCTGTTTGGCATGTTCCCACCGGGAGTGCCG-GGCAGGAGCATGEG-GTGCTTG 1993
Query: 115 GTTGTTTCCTTCTTACATTTA-TAAACCCTGGTCGCCATGCA 155

DL T bE T Lt

Sbhjct: 1994 GTTGTTTCCTTCCTA-ATAAAATAAACGCGGGTCGCCATGCA 2034
26. NPI-7
SECUENCIA

NNCCAAAGCTATTTTTTTGGGAGTACAAGGAATTGATAAACCGTGAGTTGGTGAATTAGC
TGCACATCTTAGACAARAAARRAAAAA

[



Anexo XIX

ﬁii Spermidina Sintetasé

SECUENCIA

ANGATTACGCTTTTTTATGCGGCCGTCTTCTGTTGTCTCTCACTCACCACACACGTGTAT
TTATAGCAARAARAAARARAAA

BLAST

EM_HUM:BCO00309 BC000309 Homo sapiens, spermidine synthas. .. 185 0.48 1
EMFHUM:HSSPERSYN M64231 Human spermidine synthase gene, C... 185 0.57 1
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:BC000309 BC000309 Homo sapiens, spermidine synthase, clone MGC:8422,
mRNA, complete cds.
Length = 1268

Plus Strand HSPs:

Score = 185 (33.8 bits), Expect = 0.65, P = 0.48
Identities = 41/46 (89%), Positives = 41/46 (89%%), strand = Plus / Plus

Query: 23 CCGTCTTCTIGTTGTCTCTCACTCACCACACACGTGTATTTATAGCR 68
NIRRTy
Sbjct: 1204 CTGCCTTCTGTTGCCCCTCACTCACCARACACGIGTATTTATAGCA 1249
28. NPI-8
SECUENCIA
CACCATTTCTAAGCGTATCGTATAAATCTTGANNNCATGGAAGATTTARGTATGARAGAA

AGAAAACACATAAAGTTGAAAAAGAAAAACAATCTTTCACAAACAATATAGAAATTCGTT
TATCTATTGGAATCAATTTAAATGATATAAAAATCAAAGCAAAAAAAAAAAAA



Anexo XX

[25. pProteina Heat shock hsp89-alfal

SECUENCIA

GNNTGNNNNNNNNNNNCTCATTTTNNNGNNNNCGGAGCACATGCTTGGCACACCATCCAC
GAATGCACACGACATGTATCCCCTGTGTCCATCTGTTACATGTGTTCTCTTAGTGTCCAC
GTGTTTATGGTGTTATTCATGGAATACCTTCTGTGCTAARTACAGTCACTTAATTCCTTG
GCARAAAAAARARARAAADARA

BLAST
EM_HUM:HSHSP89KD M27024 Homo sapiens heat shock protein (588 4.7e-19 1
ALINEAMIENTO
>EM_HUM:HSHSP8SKD M27024 Homo sapiens heat shock protein (HSP89-alpha) gene,
complete cds.
Length = 7393

Plus Strand HSPs:

Score = 588 (94.3 bits), Expect = 4.7e-19, P = 4.7e-19
Identities = 134/150 (89%), Positives = 134/150 (89%), Strand = Plus / Plus

Query: 34 GGAGCACATGCTTGGCACACCATCCACGAATGCACACGACATGTATCCCCTGTGTCCATE 23

CEELECEEEE et LEEE L P LRt [

Sbjct: 6437 GGAGCACATG- TAGGCACAGAAAACARGGAATGCAGACAACATGCATCCCCTGCGTCCATG 6495

Query: 94 TGTTACATGTGTTCTCTTAGTGTCCACGT-GTTTATGGTGTTATTCATGGAATACCTTCT 152

EECLECEL T T e e P L T

Sbjct: 6496 AGTTACATGTGTTCTCTTAGTGTCCACGTTGTTT ~ TGATGTTATTCATGGAATACCTTCT 6554

Query: 153 GTGCTAAATACAGTCACTTAATTCCTTGEC 182

FELLEPERTEITEE L LT

Sbject: 6555 GTGCTAAATACAGTCACTTAATTCCTIGGC 6584



Anexo XXI

0. Proteina cinetocdrica CENP-F (Mitosina)

SECUENCIA

TCTTTTANGCGGNCATGTETAGGTATGGARAAAGT TTGGAAGCACTGATCACCTETTAGC
ATTGCCATTCCTCTACTGCAATGTAAATAGTATAAAGCTATGTATATAAAGCTTTTTGGT
AATATGTTACAATTAAAATGACAAGCACTATATCACAAAAAAAAARARA

BLAST

EM_HUM:HS308721 U30872 Human mitosin mRNA, complete cds. 717 7.2e-25 1
EM_HUM:HS197691 U15769 Human CENP-F kinetochore protein m. 697 5.7e-24 1
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:HS308721 U30872 Human mitosin mRNA, complete cds.
Length = 10,211

Plus Strand HSPs:

Score = 717 (113.6 bits), Expect = 7.2e-25, P = 7.2e-25
Identities = 149/157 (94%), Positives = 149/157 {94%), Strand = Plus / Plus

Query: 1 TCTTTTANGCGGNCATGTGTAGGTATCGARAAAGTTTGGARGCACTGATCACCTGTTAGC 60

LT ALY TP VLT T

Shject: 9555 TCTTTAGATCTCCCATGTGTAGGTATTGAAAAAGTTTGGAAGCACTCGATCACCTGTTAGC 9614

Query: 61 ATTGCCATTCCTCTACTGCAATGTAAATAGTATAAAGCTATGTATATAAAGCTTTTTGGT 120

II!||||||I|||III|III||I||I|H||IIHIIIIIJIHHiIIIH!HJIHI

Shjet: 961% TCTACTGCAATGTARATAGTATAAAGCTATGTATATARAGCTTTTTGGT 9674

Query: 121 AATATGTTACAATTAAAATGACAAGCACTATATCACA 157

PELLLC TR L LT LT

Shjct: 9675 AATATGTTACAATTAAAATGACAAGCACTATATCACA 9711

31. NPI-9
SECUENCIA

CCAGGTTTGTCAGCCAGAGCTCAGGATAAAAATTTAGAATTTGTTGATGCTAARAGTATT
ATTGCAAATTATGATAAAAATCAAAATTACAGAGAAATTGTAGATGATTGTATCGATACA
ATAGCAAGRACAATTGCTACAACAATTGGTATGTTAAATCCAAATTTARTTGTTTTTGGT
GGTTCTGTAGCAGAATATAATTATTGAATCATTGARAAAGCAAT TAAAAAAGCARAACTC
TGAACCAATCAAGATCAATGAAACTGTGTAGAGTTCAAARAAGATGTTTTTGGTGATGAT
TCTGCTTTATTTGGTTTCGTATTATTTAATTGTGGAAAAAACTARAAARAARAARR



Anexo XXl

[32. Proteina Ribosomal S2 (LLRep3)|

SECUENCIA

CACTTNTANGGCCACCANNGGCACTGTGCATCGTCTCCCCACCTGTGCCTAAGAAACTGC
TCATAATGGCTCETATCGATGACTGCTACACCTCACCCCGGEGCTGCACTGCCACCCTGG
GCAACTTCGCCAAGGGGACCTTTGATGCCATTTCTAAGACCTACAGCTACCTGACCCCCS
ACCTCTGGAAGGAGACTGTGTTCACCAAGTCTCCCTATCAGGAGTTCACTGACCACCTCG
CCAAGACCCACACCAGAGTCTCCGTGCAGCGGACTCAGGCTCCAGCTGTGGCTACAACAT
AGGGTTTTTATACAAGAAAAATAAAGTGAATTATGCGTGAARAMAAARAADA

BLAST

EM_HUM:BC001795 BCO001795 Homo sapiens, Similar to ribosom... 1522 2.4e-62
EM_HUM:BC004520 BC004520 Homo sapiens, clone IMAGE:3938397... 1522 6.6e-62
EM_HUM:HSLLREP3 X17206 Human mRNA for LLRep3 1481 1.8e-60
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:BC001795 BCO001795 Homo sapiens, Similar to ribosomal protein 82, clone
MGC:3141, mRNA, complete cds.
Length = 978

Plus Strand HSPs:

Score = 1522 (234.4 bits), Expect = 2.4e-62, P = 2.4e-62
Identities = 316/330 (95%), Positives = 316/330 (95%), Strand = Plus / Plus

Query: 11 GCCACCANNGGCACTGTGCATCGTCTCCCCACCTGTGCCTAAGARACTGCTCATAATGGC 70
CO b TR CEEEEEE L FEEREL T TP Tl
gbjct: 603 GCACCCAGGGGCACTG-GCATCGTCTCCGCACCTGTGCCTAAGAAGCTGCTCATGATGGE 661
Query: 7 GACTGCTACACCTCACCCCGGGECTGCACTGCCACCCTGEGCAACTTCGE 130
I|II!I|I||!iI!l!||||||||| CELELLOLTLELE TP T e |
sbjer: 662 GACTGCTACACCTCAGCCCGGGECTGCACTGCCACCCTGGGCAACTTCGE 721
Query: 131 CAAGGGGACCTTTGATGCCATTTCTAAGACCTACAGCTACCTGACCCCCGACCTCTGGAA 190
PECEE PELCCEEEC TP E PPV E P T
sbjct: 722 CAAGGCCACCTTTGATGCCATTTCTAAGACCTACAGCTACCTGACCCCCGACCTCTGGAA 781

Query: 191 GGAGACTGTGTTCACCAAGTCTCCCTATCAGGAGTTCACTGACCACCTCGCCAAGACCCA 250

LEPTPEEEE SRR TR TR d dEEEl ]

Sbjct: 762 GGAGACTGTATTCACCAAGTCTCCCTATCAGGAGTTCACTGACCACCTCGTCAAGACCCA 841

Query: 251 CAGCGGACTCA ACAACATAGGGTTTTTA 310
||||l|||||i§lii1|||||||||||||f¥||||||Eiil|iE!E||E[l|iE [11]

sbjct: 842 CTACAACATAGGGTTTTTA 901

Query: 311 TACAAGAAAAATAAAGTGAATTATGCGTGA 340

CVCRREITEEELEEELL T TR

Shict: 902 TACAAGAAAAATAAAGTGAATTAAGCGTGA 931



Anexo XXTI

[33. Secuencia Gendmica AL390878 del cromosoma 13 (NPI-10}]

SECUENCIA

CACACATCACGGAGTACTTTATAAATTAATCTTTATTATTTARRATAGATACAAAAAACA
AAACAAACAAARAARAARARA

BLAST
AL390878.6.1.20979%4 178 ©0.8B3 1
ALINERMIENTO

>AL390878.6.1.209794
Length = 209,734

Plus Strand HSPs:

Score = 178 (26.7 bits), Expect = 1.8, P = 0,83
Identities = 46/55 (83%), Positives = 46/55 (83%), strand = Plus / Plus

Query: 15 TACTT-TATAAATTAATCTTTATTATTTAAAATAGATA-CAAAAAACARAACRAACA 69

COCEE S0 PEEEEEE b TR e e fer |

Sbhjct: 96068 TACTTGTATAAATTACTCTCAATTATTTARAARACATAGCAAAN - ~-CAAARCARRAR 96122



Anexo XXIV

34. Proteina gastrica no caracterizada YA61l (NPI-11)

SECUENCIA

GGGGCAGCAAAAGCTATTGGTTTAGTTGTCCTTCATTAACTGGARAATTAGACGGAATTG
CTATTAGAGTTCCAGTTATTACAGGGTCATTTGTTGACTTATCTGTTGAATTAAAATCAA
ATCCAAGCGTTGAAGAAGTTAATGCCGAAATGAAMAGAGTTCAAAATGAATCATTCCAAT
ACAACGAAGATCAAGTTGTTTCTTCAGATATTGTTAACAATACACATGGTTCCATTTTIG
ATGCAACATTAACTAAATTTATAGATGTAAATGGAAAAAGATTATACAAACTCTATGCTT
GATATGACAATGAATCTTCACTTGTTGCTCAATATGTAAGARGTTGCTTTACACTTTIGCA
AAAAAAARAAADAA

BLAST
EM_HUM:AF220415 AF220415 Homo sapiens gastric-associated ...
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:AF220415 AF220415 Homo sapiens gastric-associated

differentially-expressed protein YA61P (YA6l) mRNA,

Length = 530
Plus Strand HSPs:

Score = 1816 (278.5 bits), Expect = 2.3e-75, P = 2.3e-75

Identities = 368/371 (99%), Positives = 368/371 (99%), Strand =

1816

2.3e-75

complete cds.

Plus / Plus

Query: 1 GGGGCAGCAAAAGCTATTGGTTTAGTTGT - CCTTCATTAACTGGAARATTAGACGGAATT 59
CEVELTELEEEEETE TR L ER LT LT REELTT

sbjet: 161 GGGGCAGCAAAAGCTATTGGTTTAGTTGTTCCTTCATTAACTGGAARATTAGACGGAATT 220

Query: 60 TATTACAGGG ACTTATCTGTTGAATTAARATCA 119

IIIIIIIIIIIIIIJI ||||5|||||l||lll|lfi||| EERNRRRAREIERS

Shjcr: 221 ACTTATCTGTTGAATTAAAATCA 280

PR

Query: 120 AATCCAAGCGTTGAAGAAGTTAATGCCGAAATGAARAGAGTTCARAAATGAATCATTCCAA 179

ECLTLEPELELEL VST LT LT LRI
Shjet: 281 AATCCARGCGTTGAAGAAGTTAATGCCGAAATGAAAAGAGTTCARAATGAATCATTCCAA 340

Query: 180 TACAACGAAGATCAAGTTGTTTCTTCAGATATTGTTAACAATACACATGGTTCCATTTTT 239

LELYECEEEE LT e L LD T

Shject: 341 TACAACGAAGATCAAGTTGTTTCTTCAGATATIGTTAACAATACACATGGTTCCATTTTT 400

Query: 240 GATGCAACATTAACTAAATTTATAGATGTAAATGGARAAAGATTATACARACTCTATGCT 299

II!IIIlIIIIIIIIIiiIIliiliil LECRETERTTEEE T b

Sbject: 401 GATGCAACATTAACTAAATTTATAGATGTAAATGGAAAAAGATTATACAAACTCTATGCT 460

Query: 300 TGATATGACAATGAATCTTCACTTGTTGCTCAATATGTAAGAACTTGCTTTACACTTTGC 359

IIEIIIIIIIII!{IIIIIIi CEVELELEEEE TR LD TEL LT

Sbhijct: 461 TATGACAATCGAATCTITCATTTGTTGCTCAATATGTAAGA -GTTGCTTTACACTTTGC 519

Query: 360 AAARMARARARA 370

LIETTIETTT
ARRARABAAAA 530

Sbjot: 520

1



Anexo XXV

[35. Ubiquitin-like §|

SECUENCIA

CCACGTTTTTTAGNCCCACGTGTCTCTGTGGGGACTATGACCATCCACGATGGGATGAAC
CTGGAGCTTTATTATCAATAGATGAGAATCCTCATCTTCCTGCCCCGCTTTCCTCTCCCA
TCCTCATCCCCCACACTGGGATAGATGCTTGTTTGTAAARACTCACCTTAATAAAGACTT
AGATGTTGCAARAAAAAAARARA

BLAST

EM_HUM:AF313915 AF313915 Homo sapiens ubiguitin-like 5 pr... 922 7.2e-35 1
EM_HUM:BC007053 BCO07053 Homo sapiens, ubiguitin-like 5, ... 913 1.4e-34 1
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:AF313915 AF313915 Homo sapiens ubiguitin-like § protein (UBLS) mRNA,
complete cds.
Length = 413

Plus Strand HSPs:

Score = 862 {135.4 bitsg), Expect = 3.7e-32, P = 3.7e-32
Identities = 182/190 (95%), Positives = 182/190 (95%), Strand = Plus / Plus

Query: 2 CACGTTTTTTA-GNCCCACGTGTCTCTGTGGGGACTATGACCATCCACGATGGGATGAAC 60

LELE TELELE T AL e EELELEEE L TP

Shjct: 209 CACGATTTTTAAGGACCACGTGTCTCTG-GGGGACTATGAA-ATCCACGATGGGATGARC 266

Query: 61 CTGGAGCT TCCTGC CTCCCA 120
[||||||||||||||||I||||||||1|||||||lf|||||||||||lllilll|||||
Sbjct: 267 326
Query: 121 GATGCTTGTTTGTAAAAACTCACCTTAATARAGACTT 180
1I!IIIHIEIIIIIIIlIIIIIIIIiH||||||)||||||||||H|I|||||||||I
Sbjct: 327 GATGCTTGTTTGTAAAAACTCACCTTAATAAAGACTT 386
Query: 181 AGATGTTGCA 190

LEELELTD

Shjct: 387 AGATGTTGAA 396



Anexo XXVI

36. NPI-12

SECUENCIA

GNNNNNNNTGNNNNNNNNNNCACAATGACAGTTGCTAAAATCTTGGTTTATGGAAAATTT
AAGTATCAAAGAAAGAAAAAACARAAAGTTGAAAAAGAAAAACAATCTTTCACAAACAAT
AGAGAAATTCGTTTATCTTTTGGAATCAATTTAAATGATATAARAATCAAAGCAAARAAA
GCCARAGAAT TTTTATTAGATAACGACAGAGTAARAAGTGGCTCTTCGTCTTAGAGGGCGT
GABAATACAAGACCTGAACAAGGTAAATTAATTTTAAATTCTTTTTTTGATGAAGTAAAR
TCGATTGCAAAATTAARGTAAAGAAATGCAATCAGT TGGTAATTTTTTAACTCTTCATATT
GAACGTGATAAGAAAAAATTACCCARATTTACTTCTTCAAAMCAAATAAAGGAATTAATT
GATTTTGAAAAANCTATAAAGGARCAAGAAACTAATGCCTARAGCAAAAACAALATCAGC
ACTTAAAAAAAGAATTAAAGTAACTGCTTCTGGAAAARATCARACACAAACATGCATATCG
TTCTCATTTAGCACAAARTARATCTACAAAARANAARAAA



Anexo XXVII

[37. Proteina Zinc-Finger FLJ12298

SECUENCIA

ACGCCTTATCCGACACCAAAGAATTCATCAAAATAAAGTGCTGTCGGCTGGGCGTGGTGG
CTCACGCCTATAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGGCAGGCAGATCATTTGAGATCAGG
AGTTTGAAACCAGCCTGGCCAACATGGTAAAATCCTGTCTCTACTAAAAATACAAAAATG
AGCCGGGCATGGTGGTGCATGCCTGTAAGCCCAGCTATTCGGGAGGCTGAGGTAGGAGAA
TCACTTGAACCCAGGAGGCGGAAGTTGCAGTGAGCTGAGATCATGTCACTGCACTCCAGC
CTGGGCAACAGAGCGAGACTCCATCTCAAAAAAGAAATAAAGTGCTGTCATTTTGAAAAA
RAABARRA

BLAST
EM_HUM:AK022360 AK022360 Homo sapiens c¢DNA FLJ122958 fis, ... 1734 2.9e-72 1
ALINEAMIENTO
>EM_HUM:AK022360 AK022360 Homo sapiens cDNA FLJ12298 fis, clone MAMMA1001837,
weakly similar to ZINC FINGER PROTEIN 29.
Length = 2180

Plus Strand HSPs:

Score = 1734 (266.2 bits), Expect = 2.9e-72, P = 2.9e-72
Identities = 352/357 (98%), Positives = 352/357 (98%), strand = Plus / Plus

Query: 1 ACGCCTTATCCGACACCAAAGAATTCATCAAAATAAAGTGCTGTCGGCTGGGCGTGGTGG 60

COELEC T L LT ]

Sbject: 1818 ACACCTTATCCGACACCAAAGAATTCATCAAAATAAAGTGCTGTCGGCTGGGCGTGGTGG 1877

AC TA CCAGCACTTTGGGAGGCCARGGCAGGCAGATCATTTGAGATCAGG 120

GCCTATAATC
DR LT L Ly L
GCCTATAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGGCAGGCAGATCATTTGAGATCAGG 1937

Query: 61 CTC
FHT
Skject: 1878 CTCAC

Query: 121 AGTTTGAAACCAGCCTGGCCAACATGGTAAAATCCTGTCTCTACTAAAAATACAAAAATG 180

PO L e e

Shijct: 1938 AGTTTGAAACCAGCCTGGCCAACATGGTGAAATTCTGTCTCTACTAAAAATACAAAAATG 1997

Query: 181 AGCCCGGCATEGTGETGCATGCCTGTAAGCCCAGCTATTCGGGAGGCTGAGGTAGGAGAR 240

COCECC DT L LT T

Sbjct: 19%8 AGCCGGGCATGGTGGTGCATGCCTGTAAGCCCAGCTATTCGGGAGGCTGAGGTAGGAGAA 2057

Query: 241 TCACTTGAACCCAGGAGGCGGAAGTTGCAGTGAGCTGAGATCATGTCACTGCACTCCAGC 300

COCCLCCECCE L e TP

Sbjct: 2058 TCACTTGAACCCAGGAGGCGGAAGTTGCAGTGAGCTGAGATCATGCCACTGCACTCCAGC 2117

CGAGACTCCATCTCAARARA - GAAATARAGTGCTGTCATTTTGA 356

G
PELPLLEEELLLEETEES T IR R e LT

1
CCAGACTCCATCTCAAARAAAGARATAAARGTGCTGTCATTTTGA 2174

Query: 301 CTGGGCAACAGAG
HLTTELELT
Sbict: 2118 CTGGGCAACAGAG



Anexo XXViil

[38. Receptor de Opicdes mu 1 OPRM1 (NPI-13)]

SECUENCIA
TCCTCTCAACACTGCCATGTTACCCGCACTGCGCTGTAACATCTAACACACCATTTAGAA
ATCGCTTGETTCTGGTTTGTCGCCAGACTTAGGAGAGATATATCTCACTGTAGAACCAGT
GCCTATCATGTGCTTGGCAAAAAAARARARA

BLAST

EM_HUM:AL136444 AL136444 Human DNA sequence from clone RP... 696 7.le-24 1

ALINEAMIENTO

>EM_HUM:AL136444 AL136444 Human DNA sequence from clone RP3-366F1l3 on
chromosome 6 Contains ESTs, S$TSs, GSSs and a CpG island. Contains
the OPRM1 gene encoding opioid receptor mu 1.
Length = 96,310

Minus Strand HSPs:

Score = 686 (109.0 bits), Expect = 2.0e-23, P = 2.0e-23
Identities = 138/139 (9%%), Positives = 138/139 (99%), Strand = Minus / Plus

Query: 139 TGCCAAGCACATGATAGGCACTGGTTCTACAGTGAGATATATCTCTCCTAAGTCTGGCCA 80
|||i||||H||||||HHI|H|||||||llHI|||||||H|Hl|||||||| ||

Sbjct: 41517 TGCCAAGCACATGATAGGCACTGGTTCTACAGTGAGATATATCTCTCCTAAGTCTGGTCA 41576

Query: 79 CAAACCAGAACCAAGCGATTTCTAAATGGTGTGTTAGATGTTACAGCGCAGTGCGGGTAR 20

LT T R LT

Sbjct: 41577 CAAACCAGAACCAAGCGATTTCTAAATGETGTGTTAGATGTTACAGCGCAGTGCGGGTAA 41636

Query: 19 GCAGTGTTGAGAGGA 1

lIIIHEIIIIIHIIIII

Sbjct: 41637 AGTGTTGAGAGGA 41655



Anexo XXIX

39. mRNA HTO03§
SECUENCIA

TTCCTGGACACGCCCCAGCAGGCGGCAGCCATCTTACAGAAGGTAGGAAGACCCAACCTC
CAATTACBBATGGACATATTCCACTGGCAGATCATGGATGGGAACCTGACAGGAAACATC
CGGGAGTTCCTGCCCATTGTTGGGCATGTGCAGGCTGGCACAGGTCCCAGGCCGAGCGGAG
CCCAGCAGCCCCGGAGAGCTGAATTTCCCCTATCTGTTTCAACTGCTGGAAGATGAAGGC
TACAAAGGCTTCGTGGGCTGAGACACAGTAGAGGGCTTGAGTTGGCTACGTTCATACTGG
GATAGGCGGGGCCACCCAGAGGCTGGCCAGTGAGGGCCCGCACACCACCCACGTGCCTCC
AGACAGCGAGTGACATCCCATCTCCTCCTCTGCATTAAAGATGACCGGCTGAAARARRAR

ARAA

BLAST

EM_HUM:AF284751 AF284751 Homo sapiens HT(36 (HT036) mRNA, ... 2051 3.le-88 1
EM_HUM:AF2B4750 AF284750 Homo sapiens HT(036-ISO (HT036-IS... 1306 1.0e-84 2
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:AF2684751 AF284751 Homo sapiens HT036 (HT036) mRNA, complete cds.
Length = 981

Plus Strand HSPs:

Score = 2051 (313.8 bits), Expect = 3.le-86, P = 3.le-86
Identities = 411/412 (99%), Positives = 411/412 (99%), Strand = Plus / Plus

Query: 1 TTCCTGGACACGCCCCAGCAGGCGGCAGCCATCTTACAGAAGGTAGGAAGACCCAACCTC 60

EVELLEEET VLT L P LT

Sbict: 555 TTCCTGGACACGCCCCAGCAGGCGGCAGCCATCTTACAGAAGGTAGGAAGACCCAACCTC 614

Query: 61 CAATTACARATGGACATATTCCACTGGCAGATCATGGATGGGAACCTGACAGGAAMACATC 120
_ CEELLECUEP R e e LR LR E LT

Shijct: 615 CAATTACAAATGGACATATTCCACTGGCAGATCATGGATGGGAACCTGACAGGRAACATC 674

Query: 121 GCAGGTGG 180
\EtIIIIIiIIHHIIIIII!IIII!I!H|||||||l|||||H||I|||||||||||

Shjct: 675 734

Query: 181 CCCAGCAGCCCCGGAGAGCTGAATTTCCCCTATCTGTTTCARCTGCTGGAAGATGARGGE 240

CECTRETTERE T L LT R

Sbjct: 735 CCCAGCAGCCCCGGAGAGCTGAATTTCCCCTATCTGTTTCAACTGCTGGAAGATGAAGGC 794

Query: 241 TACAAAGGCTTCGTGGGCTGAGACACAGTAGAGGGCTTGAGTTGGCTACGTTCATACTGG 300

CELETTLEETELREEL LT PR

Shjct: 795 TACARAGGCTTCGTGGGCTGAGACACAGTAGAGGGCTTGAGTTGGCTACGTTCATACTGGE 354

Query: 301 GATAGGCGGGGCCACCCAGAGGCTGGCCAGTGAGGGCCCGCACACCACCCACGTGCCTCC 360

CECELLEEC L EE L L LR LT

Sbjct: 855 GATAGGCGGGECCACCCAGAGGCTGGCCAGTGAGGGCCCGCACACCACCCACGTGCCTCC 914

Query: 361 ATCCCATCTCCTCCTCTGCATTAAAGATGACCGGCTGA 412

IHI||I|||||IIIIIIIIIHI!HIH|E|||||i||IHH| 1]

Sbjct: 915 CCATCTCCTCCTCTGCATTAAARGATGACCTGCTGA 966



Anexo XXX

[40. Proteina ribosomal L21]]

SECUENCIA

TGGGTTCAACTAAAGCGCCAGCCTGCTCCACCTAGAGAAGCACACTTTGTGAGAACCAAT
GGGAAGGACGCCTGAGCTGCTGGAACCTATTCCCTATGAATTCATGGCATAATAGGTGTTA
AARAARAAATAAAGGACCTCTGGGCTACAAAAAAAAADLANA

BLAST

EM_HUM:BC001603 BC001603 Homo sapiens, Similar to ribosom... 726 3.8e-26
EM_HUM:HSL21PROT X89401 H.sapiens mRNA for large subunit ... 726 3.9e-26
EM_HUM:AF086172 AF086172 Homo sapiens full length insert ... 726 4.5e-26
EM_HUM:HS257891 U25789 Human ribosomal protein L21 mRNA, ... 722 5.7e-26
EM_HUM:HS14967 U14967 Human ribosomal protein L21 mRNA, ¢... 717 9.8e-26
EM _HUM:HSLRP L38826 Homo sapiens L21 ribosomal protein ge... 712 1.2e-25
ALINEAMIENTO

[E R W

>EM_HUM:BC001603 BC001603 Homo sapiens, similar to ribosomal protein L21, clone

MGC:2150, mRNA, complete cds.
Length = 564

Plus Strand HSPs:

Score = 726 (115.0 bits), Expect = 3.8e-26, P = 3.8e-26
Tdentities = 148/150 (98%), Positives = 148/150 (98%), Strand = Plus / Plus

Query: 1 TGGGTTCAACTAAAGCGCCAGCCTGCTCCACCTAGAGAAGCACACTTTGTGAGAARCCAAT 60
CERCEPEECLEE L T PRSP E L T it
Sbjct: 398 TGGGTTCAACTAAAGCGCCAGCCTGCTCCACCCAGAGAAGCACACTTTGTGAGAACCAAT 457
Query: 61 GGGAAGGAGCCTGAGCTGCTGGAACCTATTCCCTATGAATTCATGGCATAATAGGTGTTA 120
CEPEEPEEE SR e T e T LT
Sbjct: 458 GGGAAGGAGCCTGAGCTGCTGGAACCTATTCCCTATGAATTCATGGCATAATAGGTGTTA 517
Query: 121 AAAARARAA-TAAAGGACCTCTGGGCTACA 149

CELEEEEE PPV LECEE LT

Sbjct: 518 AAMAARAAARTAAAGGACCTCTGGGCTACA 547



Anexo XXX

[{1. Ribonucleoproteina hnRNP R

SECUENCIA

TCTGGCGTGCAACCTGGAATTGGAACGGAGG TATTTGTAGGCAARATACCAATGGATTTA
TATGAGGATGAGTTGGTGCCCCTTT TTGAGRAGGCCGGACCCATTTCRGATCTACGTCTT
ATGATGGATCCACTGTCCEGTCAGAATAGAGGGTATGCATTTATCACCTTCTGTGGAAAG
GAAGCTGCACAGGAAGCCGTGAAACTGTGTGACAGCTATGARATTCGCCCTGGTARACAC
CTTGGAGTGTGCATTTCTGTGGCAAACAACAGACTTT T TGTTGGATCCATTCCGAAGAAT
AAGACTAAAGAAAACATTTTGGAAGAATTCAGTAAAGTCACAGAGGGTTTGGTGGACGTT
ATTCTCTATCATCAACCCGATGACAAAAAARARRRAAR '

BLAST
EM_HUM:AF000364 AF000364 Homo sapiens heterogeneous nucle... 1948 5.le-82 1
ALINEAMIENTO
>EM_HUM:AF000364 AF000364 Homo sapiens heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
R mRNA, complete cds.
Length = 2644

Plus Strand HSPs:

Score = 1916 (293.5 bits), Expect = 1.4e-80, P = 1.4e-80
Identities = 384/385 (99%), Positives = 384/385 (99%), Strand = Plus / Plus

Query: 1 TGCAACCTGGAATTGGAACGGAGGTATTTGTAGGCAARATACCAATGGATTITA 60
III!IIHI||||1DH|||||||LHHII!IIIIIIIIIIIIIHHIII LT
Sbjct: 530 GCAACCTGGAATTGGAACGGAGGTATTTGTAGGCAAAATACCAAGGGATTTA 589
Query: 61 TATGAG 120
!IIIIIIIHIII|!|lIIE!iIIIIIIIH|IIIIIIII|III||||IHI|11|||||
Shjct: 520 649
Query: 121 ATGATGGATCCACTGTCCGGTCAGAATAGAGGGTATGCATTTATCACCTTCTGTGGARAG 180
CUCEEET TR L L T TR
Sbjct: 650 ATGATGGATCCACTGTCCGGTCAGAATAGAGGGTATGCATTTATCACCTTCTGTGGAAAG 709
Query: 181 GAAGCTGCACAGGAAGCCGTGAAACTGTGTGACAGCTATGAAATTCGCCCTGGTARACAC 240
FCCECEE T TP
Sbjct: 710 GAAGCTGCACAGGAAGCCGTGAAACTGTGTGACAGCTATGAAATTCGCCCTGGTAAACAC 769
Query: 241 TGTGCATTTCTGTGGCAAACARCAGACTTTTTGTTGGATCCATTCCGAAGAAT 300
!IIIIIIlIIIIIIIIl||H1|||||i|t|||||||||IlIIHIIIIIIEllIHiII
Sbjct: 770 GTGCATTTCTGTGGCAAACAACAGACTTTTTGTTGGATCCATTCCGARGAAT 829
Query: 301 AAGACTAAAGAAAACATITTGGAAGARTTCAGTARAGTCACAGAGCGTTTGGTGGACGTT 360
COCEE LT L LT
Sbjct: 830 AAGACTAAAGAAAACATTTTGGAAGAATTCAGTAAAGTCACAGAGGGTTTCGTGGACGTT 882
Query: 361 ATTCTCTATCATCAACCCGATGACA 385

SRR An NN

Sbjct: 890 ATTCTCTATCATCAACCCGATGACA 914



Anexo XXX/

|42. Proteina de unidén de Fosfatidil Etanolamina (PBPH

SECUENCIA

ACAATGTGATTTTATGGTGATGTCACTCACCTAGACAACCAGAGGCTGGCATTGAGGCTA
ACCCCCAACACAGTGCATCTCAGATGCCTCAGTAGGCATCAGTATGTCACTCTGGTCCCT
TTAAAGAGCAATCCTGGAAGAAGCAGCAGGGAGGGTGGCTTTGCTGTTGTTGGGACATGG
CAATCTAGACCGGTAGCAGCGCTCGCTGACAGCTTGGGAGCGARACCTGAGATCTGTGTTT
TCTABATTGATCGTTCTTCATGGGGGTARGAAAAGCTGGTCTGGAGTTGCTGAATGTTGC
ATTAATTGTGCTGTTTGTTTGTAGTTGAATAAAAATAGAAACCTGAATGAAAARRARRMAR

AA

BLAST

EM_HUM:HSHRPBP D16111 Human mRNA for human homologue of r... 1709 5.%e-71
EM_HUM:HSPEABP X75252 H.sapiens phosphatidylethanolamine ... 1638 9.4e-68
EM_PAT:E05647 E05647 cDNA encoding human hippocampal chol... 1613 1.3e-66
ALINEAMIENTO

>EM_HUM:HSHRPBP D16111 Human mRNA for human homologue of rat
phosphatidylethanolamine binding protein, complete cds.
Length = 1434
Plus Strand HSPs:

Score = 1709 (262.5 bits), Expect = 5.%e-71, P = 5.%9e-71

Identities = 345/349 (98%), Positives = 345/349 (98%), Strand = Plus / Plus

Query: 1 ACAATGTGAT CTCACCTAGACAACCAGAGGCTGGCATTGAGGCTA
1||||||||!IIIIIlIII!llIlIIIIl!IIlllll|||||!|!|l|l||||||l[||

Sbjct: 1086 TCACCTAGACAACCAGAGGCTGGCATTGAGGCTA

Query: 61 ACCCCCAACACAGTGCATCTCAGATGCCTCAGTAGGCATCAGTATGTCACTCTGGTCCCT

LD TR LT TR LT LR T

Sbjct: 1146 ACCTCCAACACAGTGCATCTCAGATGCCTCAGTAGGCATCAGTATGTCACTCTGGTCCCT

Query: 121 TTAAAGAGCAATCCTGGAAGAAGCAGGAGGGAGGGTGGCTTTGCTGTTETTGGGACATEG

CEVPELRETEELCE LR E LT LT T Y T

Sbject: 1206 TTAAAGAGCAATCCTGGAAGAAGCAGGAGGGAGGGTGGCTTTECTGTTGTTGGCACATGE

Query: 181 CAATCTAGACCGGTAGCAGCGCTCGCTGACAGCTTGGGAGGAAACCTGAGATCTGTETTT

PELELLILEELTL LT EEE T LT ]

Sbject: 1266 CAATCTAGACCGGCAGCAGCGCTCGCTGACAGCTTGGGAGGARACCTGAGATCTGTGTTT

Query: 241 TCTAAATTGATCGTTCTTCATGGGGGTAAGAARAGCTGGTCTGGAGTTGCTGAATGTTGC

LTEEEET L P LR

Shjct: 1326 TTTAAATTGATCGTTCTTCATGGGGGTAAGAAAAGCTGGTCTCGAGTTGCTGAATGTTGE

Query: 301 ATTAATTGTGCTGTTTGTTTGTAGTTGAATAAAAATAGAAACCTGAATG 349

PLLELTLTLETELLEEE TERE R TR TR LT

Sbjct: 1386 ATTAATTGTGCTGTTTGCTTGTAGTTGAATAAAAATAGARACCTGAATG 1434

60

1145

120

1205

180

1265

240

1325

300

1385

-



Anexo XXXIIT

[¢3. citocromo C oxidasa II mitocondriall

SECUENCIA

CCTCCCGATTGAAGCCCCCATTCGTATAATAATTACATCACAAGACGTCTTGCACTCATG
AGCTGTCCCCACATTAGGCTTAAAMACAGATGCAATTCCCGEACGTCTARACCAARCCAC
TTTCACTGCTACACGACCGGEGETATACTACGGTCAATGCTCTGARATCTGTGGAGCARR
CCACAGTTTCATGCCCATCGTCCTAGAATTAATTCCCCTARRAATCTTTGARATAGGGCC
CGTATTTACCCTATAGCACCCCCTCTACCCCCTCTAGAGCAAAAAAAAARR

BLAST

EM_OR:MIHSCDK M25171 Human mitochondrion cytochrome oxida... 1386 3.6e-56 1
EM OR:MI1302737 AF004339 Homo sapiens cytochrome ¢ oxidas... 1386 5.5e-56 1
EM_OR:MTHSCOXII X55654 H.sapiens mitochondrial coxII wRNA... 1386 5.6e-56 1
EM _OR:HSCOXII X15752 H.sapiens mitochondrial wRNA for cyt... 1381 7.8e-56 1
ALINEAMIENTO

>EM_OR:MIHSCDK M25171 Human mitochondrion cytochrome oxidase subunit II (COII),
Asp-tRNA and Lys-tRNA genes, complete cds.
Length = 900

Plus Strand HSPs:

Score = 1386 (214.0 bits), Expect = 3.6e-56, P = 3.6e-56
Identities = 278/279 (99%), Positives = 278/279 (99%), Strand = Plus / Plus

Query: 2 CTCCCGATTGAAGCCCCCATTCGTATAATAATTACATCACAAGACGTCTTGCACTCATGA 61
CELCECE T e TP TE P LT L
Sbjct: 550 CTCCCGATTGAAGCCCCCATTCGTATAATAATTACATCACAAGACGTCTTGCACTCATGA 609
Query: 62 CACATTAGGCTTABAAACAGATGCAATTCCCGGACGTCTAAACCARACCACT 121
I|i|||||E|||||||l|||l||||||||!|||111|!lllll!lilllllllllil]|
sbjct: 610 CCACATTAGGCTTARAAACAGATGCAATTCCCGGACGTCTARACCAAACCACT 669

Query: 122 TTCACTGCTACACGACCGGECCTATACTACGGTCAATGCTCTGAAATCTGTGGAGCAAAC 181

CECLE DR LR T T

Sbjct: 670 TTCACCGCTACACGACCGGEGETATACTACGGTCAATGCTCTGAAATCTGTGGAGCAAAC 728

Query: 182 AGAATTAATTCCCCTARAAATCTTTGAAATAGGGCCC 241

|||||||||||||||||||||lil!|||||l||l|l|llllHllliHIIlIHllll!
sbjct: 730 AGAATTAATTCCCCTAAAAATCTTTGARATAGGGCCC 789
Query: 242 CTACCCCCTCTAGAGC 280

IIIIIIIIHIIIII!IIIIIIH|IIlIIIHIIIIII

Sbjct: 790 'ARCCCCCTCTAGAGC 828
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