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Aclaracion:

En la escritura de esta Memoria se ha evitado, en lo posible, el empleo de
términos en lengua inglesa. No obstante, se ha mantenido la nomenclatura original de
ciertos términos reconocidos y ampliamente utilizados en articulos cientificos.
Asimismo, se ha optado por los términos ingleses cuando resulta dificil traducir un
concepto y no existe actualmente un consenso en la comunidad cientifica. Asi, por

ejemplo se han utilizado los términos splicing, branch point o speckles, entre otros.
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Introduccién

Los procesos de diferenciacion, proliferacion y muerte celular se encuentran
altamente coordinados en las células de los diferentes tejidos y érganos que componen
un organismo vivo. En células tumorales se producen una serie de desequilibrios que
afectan a estos procesos dando como resultado un crecimiento celular incontrolado, el
bloqueo de la diferenciacién y, en ocasiones, alteraciones en los patrones de muerte
celular. Algunos autores consideran que por defecto las células tienden a ejecutar un
programa de diferenciacion y que, en el caso de las células tumorales, se produce un
bloqgueo en el desarrollo de este proceso (Harris, 2004). Esto no significa
necesariamente que haya desaparecido la capacidad potencial para diferenciarse y, de
hecho, se conocen agentes quimicos capaces de inducir la diferenciacién en células
tumorales transformadas. A lo largo de los afos, se han establecido diversas lineas
celulares leucémicas capaces de desbloquear el proceso de diferenciacién, que han
facilitado el estudio de los mecanismos de la hematopoyesis (Tsiftsoglou et al., 2003b).
A su vez, han permitido desarrollar terapias anticancerigenas utilizando los distintos
agentes inductores (Andreeff et al., 1992; Leszczyniecka et al., 2001; Reuben et al.,
1976).

Uno de los objetivos del laboratorio en donde se ha desarrollado la presente
tesis doctoral es la identificacion y caracterizacion de genes involucrados en el proceso
de diferenciacién eritropoyética. Como principal modelo de estudio se utilizdé una linea
celular eritroleucémica conocida como células MEL (murine erythroleukemia cells) o
células Friend, que constituye uno de los sistemas mejor caracterizados de
reprogramacion de células tumorales hacia una diferenciacion y division celular terminal
(Marks and Rifkind, 1978). El sistema de diferenciacion in vitro de las células MEL nos
ha permitido estudiar en este caso el comportamiento del gen clk/STY (y otros

miembros de la familia clk) a lo largo de la diferenciacion.

1.1. Linea celular MEL.

En el ano 1966 Friend y colaboradores establecieron cultivos celulares derivados
de tumores subcutaneos de células infectadas con un complejo virico denominado

complejo Friend (Friend et al., 1966). Cuando se clonaron las células tumorales en un
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medio semisolido se observaron células inmaduras y eritroblastos en diferenciacion, lo
que sugeria la potencialidad inherente de las células MEL en cultivo hacia la
diferenciacién eritroblastica. Posteriormente, estos datos fueron confirmados por varios
laboratorios (Marks and Rifkind, 1978; Singer et al., 1974).

El complejo Friend esta formado por el SFFV (Spleen Focus Forming Virus), un
virus deficiente en su replicacion y responsable del efecto de proliferacion celular,
(Wolff and Ruscetti, 1985) y por el F-MuLV (Friend Murine Leukemia Virus), un virus
que contiene los componentes necesarios para la replicacién (Spiro et al., 1988). La
especificidad del complejo Friend para inducir eritroleucemia sugiere que este complejo
actua perturbando el mecanismo regulador hematopoyético normal (Ben-David and
Bernstein, 1991). El blanco primario de la infeccion viral son las células progenitoras
eritroides BFU-E (“unidades formadoras de brotes eritroides”) y CFU-E (“unidades
formadoras de colonias eritroides”) (Liao and Axelrad, 1975; Peschle et al., 1980). A
diferencia de otras lineas eritropoyéticas, las células MEL no requieren eritropoyetina
(Epo) para su crecimiento. Marks y colaboradores han sugerido que la capacidad de
proliferacion de las células MEL, en ausencia de Epo, se debe a la sintesis constitutiva
de la proteina gp55 codificada por el gen env del SFFV y su asociacion a la proteina
receptora de eritropoyetina (Epo-R) (Marks et al., 1996; Ney and D'Andrea, 2000).

En el ano 1971 se observd que algunos agentes quimicos eran capaces de
inducir el proceso de diferenciacion en células MEL (Friend et al., 1971). A partir de ese
momento, un gran numero de compuestos han sido utilizados para inducir la
diferenciacion celular, entre los que se destacan el DMSO y el HMBA (Tsiftsoglou et al.,
2003b). Algunos de estos compuestos como el acido retinoico, el DMSO, el acido
hidroxamico y el HMBA han sido utilizados con éxito para inducir la diferenciacién de
células tumorales en pacientes que padecian ciertos tipos de leucemia (Andreeff et al.,
1992; Leszczyniecka et al., 2001; Reuben et al., 1976).

1.2. Etapas de la diferenciacion inducida de las células MEL.

Cuando se trata un cultivo de células MEL con un agente inductor se producen
una serie de procesos complejos que conducen a las células irreversiblemente hacia la
maduracion del linaje eritroide (Figura 1). Inicialmente, las células tratadas atraviesan

un periodo de latencia (12-24 horas) denominado pre-determinacién, caracterizado por
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una depresion general de la expresion génica y en donde, eliminando el agente
inductor, las células vuelven al estado inicial. A partir de ese momento, comienza la
etapa de determinacion en donde las células adquieren irreversiblemente la capacidad
de cesar la division celular y expresar las caracteristicas del estado diferenciado, aun
en ausencia del agente inductor. A partir de las 72 horas se observa un porcentaje
importante de células que expresan marcadores eritropoyéticos y a las 96 horas de
tratamiento mas del 90% de las células estan diferenciadas (Marks and Rifkind, 1978;
Reuben et al., 1976).

Horas en HMBA

12-24 24-48
o @ - o @
MBA

Pre-determinacion Determinacion Diferenciacion

Parada del ciclo celular en fase G1 a lo largo de la diferenciacion

v

| 0h | 24h . 48 h .' 100 h
| "'l'-.H.. ..Wx ' .
|1 | I
Gl G2 Gl G2 G1 G2 G1 G2
z:ng a-globina
PU-1 B-globina
S5 Heme
Ran/TC4 EKLF

Figura 1. Representacion esquematica del programa de diferenciacion de las células
MEL inducido por HMBA. Cuando las células MEL son tratadas con el agente inductor
(HMBA) se produce una interaccién con un receptor (R) que dispara el proceso de
diferenciacion. Durante las primeras 12-24 horas de tratamiento, las células se encuentran en
una etapa reversible denominada pre-determinacién. Si se eliminara el agente inductor, las
células no alcanzarian la maduraciéon eritropoyética y continuarian proliferando
incontroladamente. A las 24 horas de tratamiento, las células entran en el periodo de
determinacion, iniciandose la expresién de las caracteristicas del estado diferenciado.
Finalmente, a las 72 horas con HMBA, la mayoria de las células expresan marcadores
propios del linaje eritroide como a y B globinas y se observan cambios morfoldgicos similares
a los caracteristicos de los eritrocitos adultos. Otra de las caracteristicas observadas a lo
largo de la diferenciacion de las células MEL es la parada del ciclo celular, en un alto
porcentaje de células, en fase G1.




Introduccién

La induccion de la diferenciacién de las células MEL esta acompanada por
numerosos cambios que son también caracteristicos de la diferenciaciéon de células
eritroides normales. Entre ellos se destacan la induccion de la expresion de
marcadores eritroides como las a y P globinas, los grupos heme, la anhidrina
carbdnica, los receptores de la espectrina y de la transferina, entre otros. Ademas, se
producen cambios morfolégicos similares a los observados en células eritroides
diferenciadas: la relacion de volumen entre nucleo y citoplasma decrece, la cromatina
se condensa y el tamano celular disminuye. La diferenciacién culmina con el cese de la
division celular y la pérdida de tumorigeneicidad (Tsiftsoglou et al., 2003a; Tsiftsoglou
et al., 2003b; Volloch and Housman, 1982).

1.3. Mecanismos de diferenciacion en células MEL: cambios a nivel

molecular.

Aunque han transcurrido mas de treinta anos desde el descubrimiento del
sistema de diferenciacion inducido de las células Friend, se desconoce el mecanismo
utilizado por los distintos agentes inductores para iniciar la determinacion de células
eritroleucémicas. Una de las hipotesis mas aceptadas es que los inductores activan
diversas rutas de senalizacion. En la hematopoyesis normal los distintos factores de
crecimiento interactuan con los receptores de membrana de las células precursoras
provocando una activacién/represion selectiva de genes que controlan a su vez la
proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Nicola, 1989). Epo, por ejemplo, activa la ruta
de senalizacion PKC vy la transcripcion de c-myc y SCL (Hoffman et al., 2002; Mason-
Garcia and Beckman, 1991; Nielsen et al., 1996). Por otro lado, Epo promueve la
fosforilacion del producto del gen SCL (Prasad et al., 1995) mientras que GATA-1 y
Epo asociados fomentan la supervivencia de células eritroides regulando la expresion
de Bcl-Xc (Gregory et al.,, 1999). Aparentemente, esta regulacion esta invalidada en
eritroleucemias impidiendo la respuesta a los distintos factores de crecimiento para
generar células maduras (Cantor and Orkin, 2002; Graf, 2002; Tenen, 2003; Zhu and
Skoultchi, 2001). Existen evidencias que indican que algunos agentes inductores
provocan la diferenciacion de células eritroleucémicas a través de PKC (Rane and
Reddy, 2002).
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Ademas de los mecanismos que se desencadenan a través de las rutas de
senalizacion, ocurren otros eventos que podrian influir en la diferenciaciéon
eritroleucémica tales como las alteraciones que se producen en la arquitectura de la
membrana celular, la activacion del transporte de iones de Ca?* durante la pre-
determinacion, los cambios en las fases del ciclo celular, etc (Tsiftsoglou et al., 2003b).
Todos estos estimulos dan lugar sin duda a cambios selectivos en la expresién génica.

Es caracteristico, por ejemplo, la caida en los niveles de expresién de varios
protooncogenes como c-myc, c-myb y PU.1 durante las etapas tempranas de la
determinacion (Ramsay et al.,, 1986; Rao et al., 1997). Se ha propuesto que estos
genes podrian regular negativamente elementos indispensables para la diferenciacion
eritropoyética y que su silenciamiento permitiria la expresion de estos elementos. De
hecho, la expresion constitutiva de cualquiera de estos tres oncogenes inhibe la
diferenciacion inducida por HMBA o DMSO (Oikawa et al., 1999; Rao et al., 1997;
Yamada et al., 1997).

Durante la ultima década, los esfuerzos por comprender las bases moleculares
de la diferenciacion eritropoyética llevd a la identificacion de varios factores de
transcripcion linaje-especificos que incluyen a GATA-1, Scl/Tal-1, EkIf, Rbtn y NF-E2,
entre otros (Migliaccio and Migliaccio, 1998; Orkin, 1995). En algunos casos, estos
genes son esenciales en etapas muy tempranas del desarrollo, mientras que en otros
actuan en células determinadas (Orkin and Zon, 1997). La expresion de algunos de
estos genes durante la diferenciacion de células MEL no presenta grandes variaciones
como en los casos de GATA-1 y Scl/Tal-1, o se incrementa en etapas muy avanzadas
como en EkIf y NF-E2, lo cual sugiere que ninguno de estos factores esta regulando la
entrada en diferenciacion. Por otra parte, se han descrito cambios de expresion de
genes relacionados en mayor o menor grado con la salida del ciclo celular,
observandose en la mayoria de los casos una inactivacién gradual como consecuencia
de la division celular terminal (Krimer et al.,, 1993; LopezFernandez et al., 1997;
Matushansky et al., 2000; Matushansky et al., 2003). Si bien es cierto que la salida del
ciclo celular es un requisito indispensable para que las células puedan diferenciarse, la
inactivacion de estos genes no es suficiente para inducir la diferenciacion.

La hipdtesis de la existencia de un “gen maestro” que regula la determinacion
hacia un linaje especifico como se propuso para Myo-D en el linaje muscular, no ha

encontrado correspondencia en el linaje eritroide. Actualmente, es aceptado que la
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expresion génica linaje—especifica se consigue a través de la accién conjunta de
factores de transcripcion especificos y generales, lo que lleva finalmente a determinar
que una célula pluripotencial se diferencie hacia un linaje celular determinado (Orkin,
2000).

1.4. Identificacién de genes implicados en la diferenciacién inducida

en células MEL.

Uno de los objetivos del laboratorio en donde se desarroll6 el presente trabajo de
tesis es la identificacion de genes implicados en los estadios tempranos de la
diferenciacién inducida en células tumorales. Durante las primeras horas del
tratamiento de células MEL DS-19 con el agente inductor HMBA (pre-determinacién) es
cuando, probablemente, se producen los cambios esenciales que disparan las etapas
de determinacion previos a la diferenciacion celular. Con el objeto de aislar genes que
modifican su expresion durante la predeterminacién de células MEL se llevaron a cabo
experimentos de hibridacion diferencial de una libreria de cDNA proveniente de RNA
aislado de células MEL tratadas durante 8 horas con HMBA 5 mM. Después de 2
rondas de hibridacion diferencial con sondas complejas de cDNA provenientes de
células MEL indiferenciadas o predeterminadas (tratadas con HMBA durante 8 horas)
se obtuvieron distintos clones que expresaban genes de forma diferencial. Los genes
se clasificaron como activados cuando su expresion aumentaba en células MEL
determinadas y genes inactivados cuando su expresion disminuia (Figura 2) (Krimer et
al., 1993; Vanegas et al., 1997; Vanegas et al., 2003). Entre las secuencias aisladas en
el laboratorio como genes activados se identificd el gen clk/STY que codifica para una
proteina quinasa de doble acciéon capaz de fosforilar residuos de serina/treonina asi

como de tirosina (Ben-David et al., 1991; Howell et al., 1991).

1.5. El gen clk/STY.

CIk/STY es una proteina que pertenece al grupo de proteinas quinasa LAMMER

que reciben este nombre por el motivo de aminoacidos “EHLAMMERILG” que esta
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altamente conservado en todos sus miembros. Los miembros de la familia LAMMER

descritos hasta la fecha se indican en la Tabla I.

células células
no diferenciadas diferenciadas

HMBA

ORe
©© l 8 Horas
Libreria de cDNA

12y 22 Ronda de
Barrido diferencial

\

Genes activados Genes desactivados
Histona H3.3A Aspartil tRNA-sintetasa
Histona H3.3B Ran/TC4
Subunidad B proteina G Triosafosfato isomerasa
Ubiquitina Proteina ribosémica S5
16S RNA Hsp60
clk/STY Hsp86
Subunidad MC3 proteosoma otros
env-glicoproteina viral
LTR-SFFV
NADH-1
a-globina

Figura 2. Estrategia utilizada para la obtencion de genes que se expresan
diferencialmente en células MEL DS-19 tratadas con HMBA. Se construy6 una libreria de
cDNA a partir de RNA proveniente de células MEL tratadas con HMBA durante 8 horas. Se
llevo a cabo una hibridacion diferencial con sondas complejas de cDNA obtenidos a partir de
RNA de células MEL no tratadas o tratadas durante 8 horas con HMBA 5 mM. Se aislaron
aquellos clones que presentaban diferencias en la sefial de hibridacién, se clonaron en el
vector A-zap y se secuenciaron. Los genes identificados se clasificaron como activados
cuando su expresion aumenta a las 8 horas de tratamiento y como desactivados cuando su
expresion disminuye a lo largo de la diferenciacion.
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Tabla I: Proteinas que incluyen el domino LAMMER

Organismo Proteinas LAMMER Citas
Schizosaccharomyces pombe  Lkh1 (Park et al., 2003)
Saccharomyces Cerevisiae KNS1 (Padmanabha et al., 1991)
Arabidopsis AFC1, AFC2 y AFC3 (Bender and Fink, 1994)
Tabaco PK12 (Sessa et al., 1996)
Drosophila Doa (Rabinow and Birchler, 1989)
Ratén olk/STY, clk2, clk3 y clkd (Ben-David et al., 1991; Howell et

al., 1991; Nayler et al., 1997)
Rata clk3 (Becker et al., 1996)

(Hanes et al., 1994; Johnson and

Humano clk/STY, clk2, clk3 y clk4 Smith, 1991; Schultz et al., 2001)

Los distintos miembros de la familia LAMMER han sido implicados en procesos
de control del crecimiento y diferenciacién celular. Mutaciones en el gen Doa de
Drosophila son letales en el embrién y conducen a defectos en la diferenciacion,
incluyendo anormalidades en la segmentacion, formacién del ojo y desarrollo neuronal
(Yun et al., 1994). AFC1 de Arabidopsis puede complementar los mutantes de senales
de traduccién de levaduras via el factor de transcripcion STE 12 (Bender and Fink,
1994). La expresion exdgena de la proteina PK12 de tabaco produce retraso en el
crecimiento de la raiz y la hoja de Arabidopsis (Savaldi-Goldstein et al., 2003).
Recientemente, Muraki y colaboradores localizaron en la base de datos del genoma de
Xenopus, una proteina homodloga a la familia de proteinas clk, denominada xclk. La
inyeccion dorsal del mRNA de xclk produce anormalidades morfolégicas en el
mesodermo y ectodermo, sugiriendo que xclk afectaria al desarrollo normal del embrion
(Muraki et al., 2004). En células de mamiferos se ha observado que la sobreexpresion
de clk/STY induce la diferenciacion de células PC12 hacia un linaje neuronal (Myers et
al., 1994).

Las distintas quinasas LAMMER han sido relacionadas con la fosforilacion de
proteinas SR, proteinas ricas en serinas y argininas y componentes esenciales de la
maquinaria de splicing, y con la regulacion del splicing alternativo (Savaldi-Goldstein et
al., 2003). Se ha descrito por ejemplo que pK12 y AFC2 son capaces de unirse y

fosforilar a las proteinas SR in vitro (Golovkin and Reddy, 1999; Savaldi-Goldstein et
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al., 2000). Recientemente, se ha demostrado que la expresion de PK12 en Arabidopsis
es capaz de modular el splicing alternativo de genes enddgenos (Savaldi-Goldstein et
al., 2003). En Drosophila, la pérdida de funcion de Doa afecta la diferenciacién sexual
mediante la alteracion del splicing de determinados genes especificos, detectandose
una hipofosforilacion en las proteinas SR (Du et al., 1998).

CIk/STY participa en procesos de splicing constitutivo y alternativo, regulando la
actividad y compartimentalizacién de las proteinas SR, para lo cual contiene una regién
amino-terminal enriquecida en dipéptidos RS capaz de interactuar con distintas
proteinas SR (Colwill et al., 1996a; Stojdl and Bell, 1999). Se ha sugerido ademas, que
clk/STY es capaz de autorregularse recurriendo a un splicing alternativo, generando
una proteina cataliticamente activa o una isoforma truncada (Duncan et al., 1995).

Poco se conoce de la actividad de clk/STY durante la diferenciacién. Se ha visto
que clk/STY fosforila y activa la fosfatasa PTP-1B asi como a su homéloga en levadura,
YPTP1 (Moeslein et al., 1999). El incremento de proteinas fosfatasas ocurre
curiosamente durante la diferenciacion de células MEL (Kume et al., 1994); es mas, la
expresion exogena mediada por un vector de expresion inducible de la tirosina
fosfatasa B2 induce diferenciacion en células MEL (Kume et al.,, 1996). Myers y
colaboradores por su parte, observaron que cuando se sobreexpresa clk/STY en la
linea neuronal PC12 se induce una diferenciacion similar a la que se observa al tratar
las células PC12 con NGF (Myers et al., 1994). Asimismo, se ha observado que la
expresion de clk/STY se incrementa en células embrionarias (EC) inducibles a
diferenciarse con acido retinoico o con DMSO hacia el linaje neuronal o muscular,
respectivamente (Howell et al., 1991). Estos datos en conjunto podrian apoyar la
hipotesis que senala a clk/STY como modulador de la expresion génica mediante
mecanismos diferentes a la actividad transcripcional: splicing alternativo, fosforilacion

de factores especificos, etc (Stojdl and Bell, 1999).

1.6. Familia de proteinas quinasas clk.

En mamiferos, ademas de clk/STY, se han descrito otros miembros de la
subfamilia clk (clk2, clk3 y clk4) (Hanes et al., 1994; Nayler et al., 1997). En la Figura 3
se muestra la localizacion cromosdmica de los cuatro miembros de la familia clk en

raton.
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Figura 3. Localizacion cromosémica de los genes de la familia clk en ratén. Las flechas
rojas sefialan la localizacion de los genes clk/STY, clk2, clk3 y clk4 en los cromosomas de
ratén 1, 3, 9 y 11, respectivamente.
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El dominio C-terminal, donde se localiza la actividad catalitica quinasa, esta
altamente conservado en los cuatro genes (Figura 4). EI dominio N-terminal por el
contrario, es mas heterogéneo, contiene regiones ricas en residuos de serina y arginina
y la sefal de localizacion nuclear. El estudio comparado de las secuencias de las
cuatro proteinas clk permitié observar una mayor similitud entre clk/STY y clk4, por un
lado, y entre clk2 y clk3, por otro (Nayler et al., 1997).

Al igual que clk/STY, los otros miembros de la familia clk, son capaces de fosforilar
residuos de serina, treonina y tirosina de proteinas SR (Lee et al., 1996; Nayler et al.,
1997). En el caso de clk/STY y clk2, se ha descrito que son capaces de fosforilar y
activar la tirosin fosfatasa PTP-1B (Moeslein et al., 1999). Asimismo, se ha observado
que el residuo ser-141 del exén 4 de clk2, altamente conservado en los otros miembros
de la famlia clk, es un sitio de autofosforilacion implicado en la localizacion nuclear de

las proteinas clk (Nayler et al., 1998).
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clk/STY MRHSKRTYCPDWDERDWDYGTWRSSSSHKRKK-RSHSSAREQKRCR-YDHSKTTDSYYLE 58

clk4 MRHSKRTHCPDWDSRE-SWGHESYSGSHKRKR-RSHSSTQENRHCKPHHQFKDSDCHYLE 58
clk2 MPHPRRYHSSERGSRG-SYHEHYQSRKHKRRRSRSWSSSSDRTRRRRREDSYHVRSRSSY 59
clk3 MHHCKRYRSPE-—-———---- PDPYLTYRWKRRRSYSREHEGRLRYPSRREPPPRRSRSRSH 52

*okogxo : *Rio ¥

clk/STY SRSINEKAYHSRRYVDEYR-NDYMG-YEPGHPYGEPGSRYQMHSSKSSGRSGRSSYKSKH 116

clk4 ARCLNERDYRDRRYIDEYR-NDYCEGYVPRHYHRDVESTYRIHCSKSSVRSRRSSPK-RK 116
clk2 DDHSSDRRLYDRRYCGSYRRNDYSRDRGEAYYDTDFRQSYEYHRENSSYRSQRSSRR-KH 118
clk3 DRIPYQRRYREHRDSDTYRCEERSPSFGEDCYGSSRSRHRRRSRERAPYRTRKHAHHCHK 112

. % *k .. . ke o e e

clk/STY RSRHHTSQHHSHGKSHRRKRSRSVEDDEEGHLICQSGDVLSARYEIVDTLGEGAFGKVVE 176

clk4 RNRPCAS-HQSHSKSHRRKRSRSIEDDEEGHLICQSGDVLRARYEIVDTLGEGAFGKVVE 175
clk2 RRRRRRSRTFSRSSSHSSRRAKSVEDDAEGHLIYHVGDWLOERYEIVSTLGEGTSGRVVQ 178
clk3 RRTRSCSSASSRSQOSSKRSSRSVEDDKEGHLVCRIGDWLOQERYEIVGNLGEGTFGKVVE 172

* * *e L. s X okEkKk kkxk. . o kk K Kkkkk o okkkk . kekko.

clk/STY CIDHKVGGRRVAVKIVKNVDRYCEAAQSEIQVLEHLNTTDPHSTFRCVQMLEWFEHRGHI 236

clk4 CIDHGMDGLHVAVKIVKNVGRYREAARSEIQVLEHLNSTDPNSVFRCVOMLEWFDHHGHV 235
clk2 CVDHRRGGTRVALKIIKNVEKYKEAARLEINVLEKINEKDPDNKNLCVQOMFDWEFDYHGHM 238
clk3 CLDHARGKSQVALKIIRNVGKYREAARLEINVLKKIKEKDKENKFLCVLMSDWENFHGHM 232

* o kK ehkkekkeoeokhkk ok Khkke Kkhkokkoooo * *k Kk ekke ekkoe

clk/STY CIVFELLGLSTYDFIKENSFLPFRMDHIRKMAYQICKSVNFLHSNKLTHTDLKPENILEV 296

clk4 CIVFELLGLSTYDFIKENSFLPFQIDHIRQMAYQICQSINFLHHNKLTHTDLKPENILFV 295
clk2 CISFELLGLSTFDFLKDNNYLPYPIHQVRHMAFQLCQAVKFLHDNKLTHTDLKPENILEV 298
clk3 CIAFELLGKNTFEFLKENNFQPYPLPHVRHMAYQLCHALRFLHENQLTHTDLKPENILEFV 292

* Kk kkkkx koeokoekok o ke o ocokekhkkoekokeooo khhkk Kkekkhkkhkhkhkkhkhkkhkkkkk

clk/STY KSDYTEAYNPKMKRDERTIVNPDIKVVDFGSATYDDEHHSTLVSTRHYRAPEVILALGWS 356

clk4 KSDYVVKYNSKMKRDERTLKNTDIKVVDFGSATYDDEHHSTLVSTRHYRAPEVILALGWS 355
clk2 NSDYELTYNLEKKRDERSVKSTAVRVVDFGSATFDHEHHSTIVSTRHYRAPEVILELGWS 358
clk3 NSEFETLYNEHKSCEEKSVKNTSIRVADFGSATFDHEHHTTIVATRHYRPPEVILELGWA 352

sk Kk akeee o sak kkkkkk ok kkk ok ok akkkkk kkkkk kkok.

clk/STY QPCDVWSIGCILIEYYLGFTVFSTHDSREHLAMMERILGPLPKHMIQKTRKRRYFHHDRL 416

clk4 QPCDVWSIGCILIEYYLGFTVFQTHDSKEHLAMMERILGPIPAHMIQKTRKRKYFHHNQL 415
clk2 QPCDVWSIGCIIFEYYVGFTLFQTHDNREHLAMMERILGPVPSRMIRKTRKQKYFYRGRL 418
clk3 QPCDVWSIGCILFEYYRGFTLFQTHENREHLVMMEKILGPIPSHMIHRTRKQKYFYKGGL 412

Fhkkkkhkkkk o ohdkk kkkok kko okkk kkkokkkkak okkaokkksakk. . X

clk/STY DWDEHSSAGRYVSRRCKPLKEFMLSQDAEHELLFDLIGKMLEYDPAKRITLKEALKHPFF 476

clk4 DWDEHSSAGRYVRRRCKPLKEFMLCHDEEHEKLFDLVRRMLEYDPARRITLDEALQHPFF 475
clk2 DWDENTSAGRYVRENCKPLRRYLTSEAEDHHQLFDLIENMLEYEPAKRLTLGEALQHPFF 478
clk3 VWDENSSDGRYVKENCKPLKSYMLQDSLEHVQLFDLMRRMLEFDPAQRITLAEALLHPFF 472
***::* * Kk Kk Kk ._****: 13 . :* ****: _***::**:*:** *kk kkkk
clk/STY YPLKKHT-----——---——-- 483
clk4 DLLKRK---——===———==-— 481
clk2 ACLRTEPPNTKLWDSSRDISR 499
clk3 AGLTPEERS---FHSSRNPSR 490

*

Figura 4. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las proteinas clk/STY,
clk2, clk3 y clk4. Andlisis de las secuencias de aminoacidos de las proteinas clk realizado en
el programa Clustal del EMBL-EBI. La region de aminoacidos representados en azul
corresponde al dominio quinasa. En gris se marcan los aminoacidos codificados por el exén 4.
El dominio LAMMER se sefala con una barra. El simbolo “*”

sustituciones conservadas y “.” sustituciones semi-conservadas.

“w,n

indica residuos idénticos, “
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1.7. La familia clk y el splicing alternativo.

Los datos que aportaron la secuenciacion del genoma humano demostraron que
el numero total de genes (aproximadamente 30.000) era significativamente menor al
esperado (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). La comparacion con otros genomas
puso en evidencia ademas, que el numero de genes no difiere demasiado entre
organismos, desde levaduras hasta el hombre. Es obvio, por lo tanto, que la
complejidad de un organismo no esta determinada por las diferencias en el nimero de
genes. Los organismos superiores utilizan diferentes mecanismos para generar una
diversidad proteica a partir de un numero limitado de genes. Uno de los mecanismos
que ayudan a dicha diversidad es el splicing alternativo, proceso por el cual los exones
pueden incluirse o excluirse de un pre-mRNA y generar asi distintas y multiples
isoformas (Caceres and Kornblihtt, 2002; Smith and Valcarcel, 2000). En la actualidad,
se estima que en el 60% de los genes humanos se lleva a cabo un splicing alternativo
de uno o mas exones (Modrek and Lee, 2003). De las formas posibles de splicing
alternativo la exclusion de un exdén es la mas comun, en donde, durante el splicing, la
exclusiéon de exones especificos ocurre en diferentes tejidos o diferentes estadios de la
diferenciacion (Miriami et al., 2003; Modrek et al., 2001). Los genes que codifican para
las proteinas quinasas clk representan un ejemplo caracteristico de splicing alternativo
que acarrea la exclusién/inclusion de un exén dando lugar a dos isoformas
funcionalmente distintas, una completa cuyo producto es una proteina potencialmente
activa y una truncada que carece del dominio catalitico quinasa (Duncan et al., 1995;
Duncan et al., 1997; Hanes et al., 1994).

En la presente tesis doctoral se analiza especialmente la relacion entre las
formas activa y truncada de las distintas proteinas clk durante la diferenciacion de
células MEL. En los ultimos afios se han descrito varias proteinas relacionadas con la
maquinaria de splicing que, como clk, mediante el splicing alternativo producen dos
isoformas, una completa y una truncada (Blanchette and Chabot, 1999; Jumaa et al.,
1997; Jumaa and Nielsen, 1997; Le Guiner et al., 2001; Rueter et al., 1999; Sureau et
al., 2001; Wollerton et al., 2004). Como veremos posteriormente en los apartados de
resultados y discusion, estos datos nos han llevado a sugerir un nuevo nivel de

regulacion de la expresion génica.
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1.7.1. Elementos reguladores de splicing.

En vertebrados, los exones son normalmente secuencias cortas, de entre 50 y
300 nucledtidos, flanqueados por intrones que pueden medir hasta 500.000
nucleétidos, con un tamafo medio de aproximadamente 3.000 nucledtidos (Lander et
al., 2001). El reconocimiento de los exones es un paso critico que determina la correcta
traduccion de una proteina (Faustino and Cooper, 2003). Para realizar dicho
reconocimiento existen secuencias conservadas que marcan las fronteras entre exones
e intrones en los sitios de splicing. En mamiferos, el sitio de splicing 5 o “donador” es
una secuencia invariable de dos nucleétidos “gu” en el contexto “AG/quragu” (“/”, limite
exon-intron; R = G 6 A). El sitio de splicing 3" o “aceptor” esta definido por tres
elementos: a) el branch point, cuya secuencia “ynyurac’ (Y =C 6 U; N=A, G, U 6 C)
contiene un residuo de adenosina invariable, normalmente localizado entre 18 y 40
nucleétidos corriente arriba del sitio 3" del intrén; b) una regidon de polipirimidinas de
tamafo variable, localizada entre el branch point y el sitio 3" del intrén y c) el sitio de
splicing 3" o “aceptor” formado por el dinucleétido invariable “ag” en el contexto “yag/N”.
Todas estas sefiales sirven de sitios de union a distintos factores de splicing
encargados de catalizar la eliminacion de los intrones, e.g. las U snRNPs (small nuclear
ribonuclear proteins).

Todos estos elementos de reconocimiento son necesarios pero no suficientes
para el splicing alternativo. La regulacién, en estos casos, esta mediada por un balance
entre distintos factores que actuan en frans uniéndose a elementos en cis influyendo,
positiva o negativamente, en la ordenacién de los exones. Las secuencias ESEs
(“exonic splicing enhancers”) son un ejemplo de potenciadores de splicing que sirven
como sitios de asociacion a las proteinas SR promoviendo asi el reclutamiento de la
maquinaria de splicing y/o antagonizando la actividad de elementos silenciadores
(Figura 5) (Cartegni et al., 2002; Graveley, 2001; Smith and Valcarcel, 2000).

El mecanismo de actuacién de las secuencias ESEs esta todavia sin resolver
(Bourgeois et al., 1999; Cote et al., 1999; Selvakumar and Helfman, 1999). Se ha
sugerido que las proteinas SR interactuan con el factor de splicing U2AF, a través de
los dominios RS, y se asocian a sitios adyacentes a la zona de polipirimidinas, lo cual
induce a la utilizacion de los sitios de splicing 3° (Zuo and Maniatis, 1996).

Alternativamente, se ha sugerido que las proteinas SR unidas al co-activador de
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splicing SRm160/300 activa los sitios de splicing 5~ ayudando a reclutar al factor U1
snRNP (Blencowe, 2000).

a
Sitio 5° Branch Sitio 3”
donador point aceptor
] - P
= guragu wimynyuracmyyyyyyymag
20 -50 nt
b

I
= ) — - || ym
guragu o ynyuracmyyyyyyymag

ESEs ESS

I # Elementos potenciadores del splicing alternativo
Il Elementos inhibidores del splicing alternativo

Figura 5. Representacion esquematica de los elementos reguladores del splicing
alternativo. Los rectangulos verdes representan los exones y los rectangulos grises los
intrones. La letra n equivale a los nucleétidos guanina (G), uridina (U), adenina (A) o citosina
(C). Los nucleétidos de purina se representan con la letra r y los nucleétidos de pirimidina se
representan con la letra y. a) Representacion esquematica de las secuencias consenso de los
sitios 5” donador, 3" aceptor y branch point. b) Representaciéon esquematica de los elementos
cis y trans que regulan el splicing alternativo. Las secuencias exonicas o intrénicas
potenciadoras del splicing (ESE y ISE) se representan en rojo y las secuencias exdnicas o
intrénicas inhibidoras del splicing (ESS y ISS) se representan en azul. El dvalo rojo representa
a la proteina PTB y el azul a una proteina SR.

Antagonizando los efectos potenciadores de las secuencias ESEs se han
descrito proteinas que reprimen el proceso de splicing. La mayoria de las secuencias
silenciadoras forman parte de intrones (ISSs o intronic splicing silencers) aunque
también se han descrito en exones (ESSs o exonic splicing silencers) (Chew et al.,
2000; Kan and Green, 1999; Smith and Valcarcel, 2000). Una de las proteinas
silenciadoras mejor caracterizadas es PTB (“polypyrimidine track binding protein”),
identificada en extractos nucleares de células HeLa como una proteina de union a
intrones con dominios polipirimidinicos ricos en uridina (Garcia-Blanco et al., 1989).
Helfman y colaboradores demostraron que los sitios de unién de la proteina PTB eran
necesarios en la exclusién del exdn 7 de la isoforma de p-tropomiosina y propusieron
que la proteina PTB actua como represora de la inclusion de determinados exones

(Mulligan et al., 1992). Estudios posteriores han implicado a la proteina PTB en la
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regulacion del splicing alternativo de a- y B-tropomiosina, fibronectina, c-src, receptor y2
de GABA, y actinina (Chan and Black, 1997; Gromak et al., 2003; Liu et al., 2002;
Mulligan et al., 1992; Norton, 1994; Southby et al., 1999). La inhibicion de la expresion
de PTB, utilizando RNA interferente (Wagner and Garcia-Blanco, 2002) y mutaciones
dominantes negativas (Charlet et al., 2002), han confirmado que es una proteina capaz
de reprimir el splicing alternativo in vivo. La existencia de sitios de union a PTB, “tctt(c)”
y en menor medida las secuencias “ttctc(ct)’ (Cote et al., 2001) y ctctct (Chou et al.,
2000), garantizan el silenciamiento del splicing cuando estan presentes en intrones
adyacentes al exdn regulado (Gooding et al., 1998; Perez et al.,, 1997; Singh et al.,
1995). Recientemente, Shen y colaboradores han demostrado que es suficiente un solo
sitio de uniébn a PTB para inhibir el splicing alternativo de los exones M1 y M2 de IgM
(Shen et al., 2004).

Segun se admite actualmente, por lo tanto, el splicing alternativo es el resultado
de un equilibrio entre fuerzas positivas y negativas que junto a una maquinaria
constitutiva representa un nuevo nivel de regulacion de la expresion génica. CIk/STY,
asi como los otros miembros de la familia clk, podrian formar parte de ese mecanismo
de regulacion. Los datos que aportamos en esta Tesis Doctoral ayudan a reforzar esta

hipétesis.
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Objetivos

Uno de los objetivos del laboratorio en donde se ha llevado a cabo la presente
tesis doctoral es la identificacion y caracterizacion de genes implicados en la
diferenciacion eritropoyética. Como modelo de trabajo se han utilizado células
eritroleucémicas, que aunque inmortalizadas por la integracién de un complejo virico,
son capaces de desbloquear el programa de diferenciacion. En el presente trabajo se
aislé e identifico el gen que codifica para la proteina quinasa clk/STY como un gen cuya
expresion aumenta a lo largo de la diferenciacion inducida. Los objetivos concretos de

este trabajo fueron:

- Analizar la expresion de clk/STY a lo largo de la diferenciacion de células MEL
inducida con HMBA. Caracterizar las diferentes isoformas del pre-mRNA de clk/STY vy

analizar en cada caso su patron de expresion.

- Aislar otros miembros de la familia clk. Caracterizar la estructura y analizar su

expresion a lo largo de la diferenciaciéon de células MEL.

- Generar transfectantes estables de clk/STY, analizar los efectos de la
sobreexpresion del gen a lo largo de la diferenciacion y estudiar el posible papel

regulador de clk/STY sobre el splicing alternativo de las isoformas de clk2, clk3 y clk4.
- Analizar la potencialidad de la familia clk para actuar como posibles
reguladores de la expresion génica a través de una autorregulacion del splicing

alternativo.

- Estudiar la localizacion celular de clk/STY y SC-35 en células prediferenciadas

y diferenciadas.
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3.1. Cultivos celulares.

3.1.1.- Lineas celulares.

MEL DS-19 (murine erythroleukemia). Linea celular cedida por el laboratorio del Dr.
Arthur Skoultchi del Albert Einstein College of Medicine de Nueva York. Deriva de una
de las lineas originales establecidas por Charlotte Friend a partir de tumores
subcutaneos de ratones infectados con el complejo virico Friend ((Friend et al., 1966;
Marks and Rifkind, 1978)) formado por el SFFV ("Spleen Focus Forming Virus") y el
MuLV ("Murine Leukemia Virus").

MEL-R linea celular establecida en nuestro laboratorio a partir de MEL DS-19. Las
células MEL-R se seleccionaron mediante pases sucesivos, en presencia de HMBA 5

mM, durante 4-8 semanas.

3.1.2.- Transfectantes estables derivados de MEL DS-19.

MEL DS-19 pEBBpuro Transfectante estable derivado de MEL DS-19 que contiene
integrado el vector de expresion pEBBpuro que confiere resistencia a puromicina.

MEL DS-19 pEBBpurclk/STY Transfectante estable derivado de MEL DS-19 que
contiene integrado el vector de expresién pEBBpurclk/STY

MEL DS-19 pEBBpurclk/STY" Transfectante estable derivado de MEL DS-19 que

contiene integrado el vector de expresiéon pEBBpurclk/STY".

3.1.3.- Condiciones de cultivo.

Las lineas celulares MEL DS-19, MEL-R, asi como las lineas transfectadas
derivadas, se mantuvieron en medio de cultivo basico Eagle Modificado por Dulbeco
(DMEM) (GIBCO BRL laboratories). EI medio se complementd con los antibiticos
penicilina a una concentracion 100 U/ml (GIBCO) y estreptomicina a una concentracion
100 pgr/ml (GIBCO) y suero fetal bovino (GIBCO y Eurolone) previamente inactivado a
55°C, a una concentracion final del 10% (v/v). Los cultivos de las lineas celulares
transfectadas se complementaron con 5 pgr/ml de puromicina (Sigma). Los cultivos de

las células MEL-R se llevaron a cabo en presencia de N, N’-Hexamethylene-bis-
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acetamida (HMBA) (Sigma) 5 mM. Las células se incubaron a 37°C, en una atmdsfera

humeda en presencia de CO; al 5%.
3.1.4.- Ensayos de diferenciacion.

3.1.4.1. Tratamiento con HMBA.

Las células MEL son lineas celulares inmortalizadas capaces de entrar en un
programa de diferenciacion bajo la accion de un agente inductor. A lo largo de este
trabajo se utilizé como agente inductor el N, N'-Hexamethylene-bis-acetamida (HMBA)
(Sigma), disuelto en agua destilada estéril a una concentracion final de 5 mM (Reuben
et al., 1976). El tratamiento con HMBA se llevdo a cabo en cultivos celulares en
crecimiento exponencial a una concentracion de 2-3x10° células/ml, recogiéndose
muestras entre las 0 y 120 horas. La incubacion se realizd bajo las mismas condiciones
descritas para el mantenimiento de los cultivos celulares.
3.1.4.2. Ensayo de benzidina.

Las células MEL diferenciadas se detectaron mediante el ensayo de benzidina
(Gusella et al., 1976; Marks and Rifkind, 1978). La benzidina es un agente quimico que
reacciona con los grupos heme de la hemoglobina produciendo una coloracién azul en
las células diferenciadas. Para realizar estos ensayos se mezclaron volumenes iguales
de una suspension celular y de una solucién 77,7 mM de dihidrocloruro de benzidina
(Sigma) conteniendo 0,3% de perdxido de hidrogeno (Merck). Se incubd durante 5
minutos a temperatura ambiente y se realizoé un contaje celular distinguiendo las células
tefidas (diferenciadas) de las no tedidas (no diferenciadas). Para realizar
preparaciones citolégicas permanentes se recogieron 1x10° células MEL a diferentes
tiempos de tratamiento con HMBA, se lavaron con PBS 1x y se trataron con benzidina.
Las células se centrifugaron a 700 rpm sobre un portaobjetos utilizando una
citocentrifuga (Cytospin 3 SHANDON). Se agreg6é una gota del medio de montaje
EUKITT (O. Kindler GmbH 86), se colocé un cubreobjetos y se dejo secar a

temperatura ambiente.
3.1.5.- Cinéticas de crecimiento y viabilidad.

Las cinéticas de crecimiento de los cultivos se realizé contabilizando las células

con ayuda de una camara de Neubauer, a intervalos de 24 horas durante al menos 3
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dias. La viabilidad celular se determin6 por el método de exclusién del colorante de
azul de tripano. Se mezclaron volumenes iguales de la suspension celular y de azul de
tripano al 0,5% disuelto en PBS 1x (Sigma) y se cuantificé el numero de células no
tefidas (vivas) y de células tefidas de azul (muertas). En ambos casos se realizaron

contajes de al menos 3 muestras de cultivos independientes.

3.1.6.- Tratamiento con cicloheximida.

Los cultivos de células MEL y MEL-R creciendo en fase exponencial se
incubaron en presencia de cicloheximida (CALBIOCEM) 0,5 pgr/ml en medio DMEM
complementado con suero y antibiéticos durante 6 horas. Las células tratadas se

utilizaron para ensayos de inmunohistoquimica y RT-PCR.

3.2. Transfecciones con vectores de expresion.

3.2.1.- Transfecciones estables con cationes lipidicos.

Se utilizaron 3-5 pugr de DNA plasmidico en 0,1 ml de medio DMEM sin suero
(solucién A). Se mezclaron 50 pl de lipofectina (GIBCO) con 0,1 ml de medio DMEM sin
suero (solucién B) y se incubd 30-45 minutos a temperatura ambiente. Se mezclaron la
solucion A con la solucion B y se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Se afiadié la mezcla (A+B) a 5x10° células MEL DS-19 resuspendidas en 0,7 ml de
medio DMEM sin suero y se incub6 durante 6 horas a 37°C en un incubador de CO..
Se llevaron a cabo diluciones distribuyendo las células uniformemente en placas de 96
pocillos a una concentracion de 1x10*y 1x10° células por pocillo. Se incubd a 37°C en
un incubador de CO, al 5%. La seleccion de los transfectantes se llevd a cabo en
medio DMEM completo con puromicina a una concentracion final de 5 pgr/ml. Los

clones seleccionados se transfirieron a frascos de cultivo para su amplificacion.

3.2.2.- Transfecciones transitorias mediante electroporacion.

En este caso las transfecciones se llevaron a cabo utilizando el procedimiento de
la nucleofeccion desarrollado por Amaxa (Cell Line Nucleofector™ Kit V). Se
transfectaron 5 pgr de DNA plasmidico en 1x10° células creciendo en fase exponencial.

Se mezclaron el suplemento de Cell Line Nucleofector™ Kit V (amaxa) con la solucién
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V Nucleofector™. Posteriormente, las células se resuspendieron en esta solucién a una
concentracion final de 1x10* células/ml y se afadié el DNA plasmidico. La muestra se
electroporé utilizando el programa T-16 del NucleofectorTM (Amaxa). A continuacion,
se distribuyeron las células en placas de 12 pocillos un volumen final de 2 ml/pocillo.

Las placas se incubaron a 37°C en una atmésfera humeda en presencia de CO; al 5%.

3.3. Preparacion y analisis de DNA.

3.3.1.- Extraccion y purificacion de DNA plasmidico.

Se transformaron bacterias Escherichia Coli de la cepa DH5aFcon los
plasmidos correspondientes, segun el protocolo de Hanahan ((Hanahan, 1986)). Se
amplificaron los cultivos en medio selectivo y se aislé el DNA plasmidico utilizando los
kits de extraccidon High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) Jetstar (GENOMED) o
Wizard Plus (Promega).

3.4. Preparacién y analisis de RNA.

3.4.1.- Extraccion y purificacion de RNA.

Para aislar y purificar RNA total se utilizé el Kit de extraccion Ultraspec-Il RNA
(BIOTECX) o el reactivo Trizol (Invitrogen Life Technologies). En ambos casos se
emplearon 1-2x107 células por mililitro de solucion de lisis. Se traté el homogeneizado
con cloroformo y se recupero la fase acuosa conteniendo el RNA. En el caso del RNA
extraido con Ultraspec Il se purificd con la resina RNA Tack y se resuspendié en agua
tratada con DEPC. El RNA aislado con Trizol se precipitd con isopropanol, se lavé con
etanol al 75% y se resuspendié en agua tratada con DEPC. Se realizé una valoracion
espectrofotométrica del RNA total, considerando que 1 O.D. a 260 nm equivale a 40
pugr/ml de RNA. El grado de pureza con respecto a las proteinas contaminantes se
obtuvo a partir de la relaciéon O.D. 260/280 = 1,8-2. Las muestras fueron almacenadas
a -70°C en agua tratada con DEPC.

3.4.2.- Transferencia a soportes solidos.
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Se disolvieron alicuotas de 20 pgr de RNA total en una solucién desnaturalizante
(formamida 50%, formaldehido 6%, acido borico 0,5M, borato de sodio 50 mM, sulfato
de sodio 100 mM, EDTA 10 mM vy glicerol 50%). Se calenté la muestra durante 5
minutos a 65°C y se fracciond en geles de agarosa al 1,2 % con bromuro de etidio 0,5
pgr/ml y formaldehido 3% en tampdn borato (acido bérico 0,5 M, borato de sodio 50
mM, sulfato de sodio 100 mM y EDTA 10 mM). Se transfirié por capilaridad a una
membrana de nylon Zeta-probe (Bio-Rad) en SSC 10x y se fijé el RNA exponiendo la

membrana a 1200 pJulios en un Stratalinker UV Crooslinker.

3.4.3.- Hibridaciéon con sondas marcadas.

3.4.3.1. Marcaje con sustratos fluorescentes.

Las membranas se prehibridaron en una solucion salina NaPO4 0,5 M, SDS 7%,
BSA 1% y 300 pgr/ml de DNA de esperma de salmoén desnaturalizado durante al
menos 3 horas a 65°C en un horno de hibridacion de rotacion continua. Se anadio la
sonda marcada con fluoresceina N°-dATP siguiendo las instrucciones del Random
Primer Fluorescein Kit comercializado por NEN Life Sciencies Products, previamente
desnaturalizada y se hibridé6 durante 12-18 horas a 65°C. Se lavdé dos veces a
temperatura ambiente con NaPO4 40 mM y SDS 1% durante 10 minutos y a 65°C
durante 60-90 minutos en la misma solucién. Para la deteccion de la sonda marcada
con fluoresceina se equilibré la membrana con una solucion Tris-HCI 0,1 M pH 7,5 y
NaCl 0,15M. Se bloqueé durante 1 hora en Tris-HCI 0,1 M pH 7,5, NaCl 0,15 M y 0,5%
(p/v) del reactivo bloqueante y se incubé con el anticuerpo antifluoresceina
antifluorescein -AP (NEN Life Sciencie Products) durante 60 minutos. Se realizaron
lavados con Tris-HCI 0,1 M pH 7,5/NaCl 0,15 M y a continuacion con Tris-HCI 0,1 M pH
9,5/NaCl 0,1 M. Se traté la membrana con el reactivo quimioluminiscente CDP-Star
(NEN Life Sciencie Products) en Tris-HCI 0,1 M pH 9,5/NaCl 0,1 M y se expuso durante
distintos tiempos hasta 3 dias con peliculas AGFA Curix RP2.
3.4.3.2. Marcaje con precursores radiactivos

Los fragmentos de DNA se marcaron radiactivamente con 40 uCi de **P-dCTP
siguiendo el protocolo del kit Ready-to-go DNA Labelling Beads (-dCTP)(Amersham
Biosciences). Se separ6 el precursor radiactivo no incorporado de la sonda marcada

con columnas Sephadex G-50 (Pharmacia). Se prehibridd en una solucién que
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contenia SDS 0,1x, Formamida 50%, SSC 5x, Buffer fosfato pH 7,2 o NaPO, pH 6,8 50
mM, Denhardt 5x, Pirofosfato 0,1x y 300 pgr/ml de DNA de esperma de salmoén
desnaturalizado, durante al menos 3 horas a 42°C en un horno de hibridacion de
rotacién continua. Se agregd la sonda previamente desnaturalizada a la solucion de
hibridacién a una concentracion de 1x10” cpm/ml y se hibridé durante 16-20 horas a
42°C. Se lavo dos veces en una soluciéon SSC 2x/ SDS 0,1x a temperatura ambiente,
una vez en las soluciones: SSC 1x/ SDS 0,1x, SSC 0,5x/ SDS 0,1x, SSC 0,1x/ SDS
0,1x y dos veces en SSC 0,1x/ SDS 0,1x a 55°C. Las membranas se expusieron a

distintos tiempos con peliculas AGFA Curix RP2.

3.4.4.- RT-PCR.

Se sintetizo cDNA de cadena sencilla a partir de RNA total de células MEL vy
MEL-R utilizando oligo dT5 2,25 mM, dNTPs 0,5 mM, Rnase Inhibitor o SUPERase IN
0,5 U/l (AMBION) y 0,5 U de transcriptasa reversa M-MLV (Moloney Murine Leukemia
Virus)(Amersham). Las condiciones utilizadas en la reaccién enzimatica fueron: 10
minutos a 25°C, 30-45 min a 42°C y 15 minutos a 99°C. La amplificacion del cDNA por
PCR se llevo a cabo utilizando cebadores a una concentracién de 0,5 uM, Cl,Mg 2mM,
dNTPs 0,2 mM y 5 U de Taq Polimerasa (Perkin Elmer) o 2,5 U de RecombiTaq

(LINUS). Los cebadores utilizados se detallan a continuacion:

clk/STY

clk1-93R: 5° ATG AGA CAT TCA AAG AGA ACT 3’

clk1-619FCI: 5" TCC ACC ACT TTT CCG AAAGCAC 3’

clk1-404Notl: 5 ATA GTT TAG CGG CCG CAA GTATCAACAATTTCAT 3
Sty93RBamHI: 5'CGC GGA TCC ATG AGA CAT TCA AAG AGA ACT 3’
Sty1560Notl: 5°ATA GTT TAG CGG CCG CCG TAT GCT TTT TAAGTG G 3’

clk2
clk2-513: 5" CTG CAC AAC TCG GCC CGA ATG 3’
clk2sSmal: 5° TCC CCC GGG ATG CCC CAT CCC CGAAGG TACCA 3’

clk2asNotl: 5" TAT AGC GGC CGC TCA CCG ACT GAT ATC CCG ACT GGA GTC 3’

clk3
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clk3-ini: 5" ATG CAT CAC TGT AAG CGA TAC CG 3’

clk3-458: 5° AAG CAC TCC ACC ACC TTG CCAAA 3’

clk3sSmal: 5° TCC CCC GGG GAG ACG ATG CAT CAC TGT AAG 3’

clk3asNotl: 5" TAT AGC GGC CGC GCT GGC CTG CAC CTG TCA TCT GCT GGG 3’
clk4

clk4-181: 5" GAA GCT TCG CAC TCT GTT GAA GAG 3’

clk4-365-Rv: 5" TCC TGC TCC TGA CTG AGG ATT 3’

clk4-480: 5° GCA CTC TAC AAC TTT GCC AAA GGC 3’

clk4sEcoRI: 5" CGG AAT TCA TGC GGC ATT CCA AAC GAACTC 3’

clk4asNotl: 5° TAT AGC GGC CGC CCT GAC TCC CACTCATTT CCTTTT TAA 3’

gapdh
g3pdh5”: 5" ACC ACA GTC CAT GCC ATCAC 3’

g3pdh3™: 5" TCCACCACCCTG TTGCTGTA 3’

Tabla I. Descripcion de las condiciones de las reacciones de PCR

cebadores Desnaturalizacion  Anillamiento Sintesis Ciclos
clk/STY N-terminal 91208 94°C 30" 55°C 17 72C1° 30
clk2 N-terminal Chosomal 94°C 30" 55°C 17 72C1° 30
clk3 N-terminal o 94°C 30" 55°C 1" 72°C1° 30
clk4 N-terminal O oK 94°C 30" 65°C1°  72C1° 30
gapdh ggggﬂg: 94°C 30" 50°C 30" 72°C 30”20

clk1-93RBamHI o 4 o 4 o o
clk/STY Ik 1-1560Nofl 94°C 1 50°C 1 72°C 2 40

clk1-93RBamHI

cIk/STY" Ok oanBar 94°C 30" 55C1°  72°C 1’ 30
clk2 g:iggig‘;‘l 94°C 30" 550C 1"  72°C 2" 35
clk3 E:EgziNm;'l 94°C 30" 550C 1" 72°C 2’ 35
clkd g:ﬁgfﬁ;ﬁ“ 94°C 30" 550C 1" 72°C 2" 35
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clkd (+ 2" +4) SPS 94°C 30" 65°C1°  72°C1° 30
clkd (+ 2 - 4) P 94°C 30" 65°C1°  72C1° 30

Los fragmentos de DNA de la zona N-terminal de clk/STY, clk2, clk3 y clk4 asi
como gapdh se resolvieron en geles de agarosa al 1,8% tefiidos con bromuro de etidio.
Las imagenes de los geles se capturaron con un transiluminador Gel Doc 2000 (Bio
Rad) y se cuantificaron mediante el programa Quantity One.

Los productos de PCR clk4 (+ 2" + 4), clk4 (+2° - 4) se resolvieron en geles de

PAGE al 5% tefidos con bromuro de etidio.

3.5. Preparacioén y analisis de proteinas.

3.5.1.- Purificacion de proteinas.

La extraccion de proteinas totales de células MEL se llevé a cabo a partir de 5-
10x10° células totales. Las células se lavaron dos veces con PBS 1x y se lisaron en
NaCl 150 mM, NP-40 1%, Tris-HClI 50 mM pH 8,0, DOC 1% y SDS 0,1%. Cada
muestra se incubd en un agitador orbital a 4°C durante 30 minutos. Posteriormente se
trataron las muestras durante 10 minutos a 95°C y se sonicaron en frio. Para separar
las proteinas de los restos celulares se centrifugaron las muestras a 14500 rpm a 4°C.
En algunos casos, el sobrenadante se concentré con columnas Microcon YM-3
(Amicon). Los extractos proteicos se cuantificaron siguiendo las instrucciones del
sistema Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad) y se almacenaron
a -70°C.

3.5.2.- Transferencia e hibridacion de proteinas.

La separacion electroforética se realiz6 en una solucion Tris 25 mM, Glicina
0,192 mM y SDS 1x, bajo condiciones reductoras, en geles de SDS-poliacrilamida al
10% utilizando el sistema de separacion electroforética y electrotransferencia Mini-
Protean (Bio-Rad). El gel se electrotransfiri6 a una membrana de PVDF (Immun-Blot
PVDF Membrane Bio-Rad) utilizando una solucion Tris 25 mM y Glicina 0,192 mM. La
membrana se bloqued a temperatura ambiente con leche descremada en polvo al 5%
en TBST 1x (Tris 20 mM, NaCl 137 mM y Tween-20 0,1 %), se lavo con TBST 0,1% vy
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se incubo en una bolsa termosellada con el anticuerpo monoclonal de rata anti-HA High
affinity a una dilucion de 1:500 (Roche) en la solucién de bloqueo. La membrana se
lavé con TBST 0,1% y se incubdé en una bolsa termosellada con el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa (DAKO) diluido a 1:1000 en una solucion de
bloqueo. Se lavé con TBST 0,1%, se reveld utilizando el Kit comercial SuperSignal®
West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) y se expuso utilizando peliculas AGFA
Curix RP2.

3.6. Inmunohistoquimica.

Las células se lavaron 2 veces con PBS 1x a 4°C y a continuacién se fijaron y
permeabilizaron en formaldehido 2%, LPC 100 pgr/ul (L-a-Lysophosphatidyl choline),
PBS 1x. Tras 1 hora de bloqueo en BSA 1% en PBS 1x las células se incubaron con el
anticuerpo monoclonal de ratén anti splicing factor SC-35 (SIGMA) o con el anticuerpo
monoclonal anti HA High Affinity (Boehringer) en una dilucién 1:1000 en PBS/BSA 1%.
Las muestras se lavaron 2 veces en PBS 1x y se incubaron con el anticuerpo de cabra
anti IgG de ratén unido al fluoréforo Alexa 488 o Alexa 546 o con el anticuerpo de cabra
anti IgG de rata unido al fluoréforo CY2 a una concentracion de 10 pgr/ul. Nuevamente
se lavaron las muestras 2 veces en PBS 1x, se centrifugaron a 700 rpm en un
portaobjetos utilizando una citocentrifuga (Cytospin 3 SHANDON) y se montaron con
Mowiol 40-88 (Aldrich). Las imagenes se capturaron en un microscopio con camara
CCD o con un microscopio confocal ultraespectral Leica con rango de excitacion
ultravioleta y visible TC5-SD2-AOBS-UV utilizando el objetivo HCXPLAPO CS100
x/1,4-0,70.
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4.1. Caracteristicas de células MEL DS-19 en cultivo.

La linea celular MEL (“murine erythroleukemia cell line”) o células Friend son
células derivadas de progenitores eritroides cuya diferenciacion ha sido interrumpida o
bloqueada por la integracién del complejo virico Friend formado por los virus SFFV
(“spleen focus forming virus”) y el F-MuLV (“Friend murine leukemia virus”) (Friend et
al., 1966). Un gran numero de compuestos quimicos como el HMBA (“N, N'-
Hexamethylene-bis-acetamida”), son capaces de hacer que las células superen el
bloqueo e inducirlas a reiniciar el programa de diferenciacién [Marks, 1978 #33]. La
posibilidad de inducir la diferenciacion unido a una facil deteccion de las células
hemoglobinizadas convierten a las células MEL en un sistema idoneo para estudiar la
reprogramacion de células tumorales hacia la diferenciacion y division terminal.

En este apartado de resultados describimos los distintos parametros que
caracterizan a las células MEL utilizadas en nuestro laboratorio incluyendo crecimiento
celular, capacidad de diferenciacion y supervivencia en presencia del agente inductor

de diferenciacion.

4.1.1. Cinética de crecimiento de MEL DS-19 en cultivos con y sin HUIBA.

Para determinar la cinética de crecimiento de las células MEL se partié de 3
cultivos independientes creciendo en fase exponencial a partir de 1x10° células /ml.
Cada 24 horas se tomaron alicuotas y se calculé el numero de células por mililitro de
cada cultivo. Con el objeto de determinar si el compuesto quimico HMBA afectaba al
crecimiento celular se llevaron a cabo experimentos similares en cultivos tratados con 5
mM de HMBA, los resultados de ambos se representan en la Figura 6. Se establecio
que el tiempo de duplicacién en los cultivos sin HMBA alcanza valores de entre 9 -11
horas. En presencia del agente inductor el tiempo de duplicacion aumenta levemente,
aunque los valores siguen un patrén similar en ambos casos. Entre las 72 y las 96

horas los valores se estabilizan, probablemente debido a la saturacion de los cultivos.
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Figura 6. Curvas de crecimiento de células MEL DS-19 con y sin HMBA. Se analizaron 3
cultivos independientes partiendo de 1x10° células creciendo en fase exponencial y se
contabilizé el nimero de células cada 24 horas durante 5 dias.

4.1.2. Estudio de la viabilidad celular de MEL DS-19 a lo largo de la diferenciacion
inducida con HMBA.

Para comprobar que el tratamiento de las células MEL con HMBA no afectaba a
la viabilidad celular se llevaron a cabo experimentos utilizando el método de exclusién
de azul de tripano. Se trataron tres cultivos independientes creciendo en fase
exponencial con HMBA 5mM. Cada 24 horas, durante 5 dias consecutivos, se
contabilizé el numero de células tefiidas (muertas) frente al numero de células no
tefidas (vivas). Durante los 4 primeros dias de tratamiento el numero de células vivas
fue mayor al 97% (Figura 7). A partir del quinto dia la viabilidad celular disminuyo
levemente obteniéndose un 16% de células muertas. Estos resultados indicaron que el

HMBA no afecta significativamente a la viabilidad celular.
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Figura 7. Curva de viabilidad de células MEL DS-19. Se trataron células MEL con HMBA 5
mM y se determind el porcentaje de células viables cada 24 horas durante 5 dias
consecutivos.

4.1.3. Estudio de la diferenciacion celular inducida por HMBA en células MEL DS-
19.

4.1.3.1. Determinacion de células diferenciadas mediante ensayos con benzidina.

Para determinar el numero de células diferenciadas se utilizd el ensayo de
benzidina, descrito en materiales y métodos. La benzidina es un compuesto quimico
que reacciona con los grupos heme de la hemoglobina y produce una coloracion
azulada en células hemoglobinizadas. En la Figura 8, se muestran ejemplos de
ensayos con benzidina de células MEL no tratadas, células tratadas con HMBA durante
120 horas y células MEL-R. La linea celular MEL-R deriva del clon DS-19 que ha
perdido la capacidad de diferenciarse en presencia de HMBA. Fue establecida en el
laboratorio donde se llevé a cabo esta tesis mediante pases sucesivos de cultivos en
presencia de HMBA (Fernandez de Nestosa, M.J., Tesis doctoral en curso). En células
MEL diferenciadas con HMBA se observaron cambios morfolégicos caracteristicos de
las ultimas etapas de la diferenciacion de las lineas eritroides como son una

disminucién en el tamafo celular, la presencia de nucleos mas densos y una menor
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relacion nucleo/citoplasma. En la linea celular MEL-R se observdé un aumento del

tamano celular con respecto al de las células MEL parentales.
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Figura 8. Deteccion de células diferenciadas mediante el ensayo de benzidina.
Tratamiento con benzidina de células MEL (a, d y g), células MEL incubadas con HMBA 5 mM
durante 120 horas (b, e y h), células MEL-R (c, f y i). Las células benzidina + se caracterizan
por su coloracion azul debido a la reaccion entre la benzidina y la hemoglobina de las células
diferenciadas. Las fotografias se capturaron utilizando aumentos 10x (a, by ¢), 40x (g, hyi)y
100x (j, k y ).

Con el objeto de determinar el porcentaje de diferenciacion celular inducido por
el agente inductor se partié de 3 cultivos independientes creciendo en fase exponencial
(2 x 10°) en presencia de HMBA 5 mM. Cada 24 horas se contabilizé el nimero de
células diferenciadas (benzidina +) frente al numero de células no diferenciadas
(benzidina -) (Tabla Il y Figura 9).
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Tabla Il. Porcentaje de células MEL DS-19 diferenciadas a lo largo del tratamiento con HMBA

% células B+

Horas en HMBA

24 48 72 96
MEL 1 0,02 54,83 88,93 95,65
MEL 2 0,05 53,91 92,57 96,15
MEL 3 0,09 50,75 91,68 95,48

Se mantuvieron 3 cultivos independientes con HMBA 5 mM a lo largo de 96 horas. Cada 24 horas
se contabilizé el numero de células diferenciadas B+ utilizando el ensayo de benzidina.

% de células B+

50 75 100

25

24 48 72 96

Horas en HMBA

Figura 9. Curva de diferenciacion de células MEL DS-19 tratadas con HMBA. Partiendo
de 3 cultivos independientes tratados con HMBA 5 mM se estudié el porcentaje de células
diferenciadas. Cada 24 horas se tomaron alicuotas que fueron analizadas mediante el ensayo
de benzidina. Se contabilizé el nimero de células coloreadas (que reaccionaron con grupos
heme de la hemoglobina) respecto al nimero de células no coloreadas.

—=—MEL con HMBA

El porcentaje de diferenciacion espontanea fue menor del 1%. No se observo un

incremento significativo de células benzidina + durante las primeras 24 horas de

tratamiento, etapas que coinciden con las fases de pre-determinacion y determinacion

en los cuales no se observan todavia caracteristicas del fenotipo eritroide. Después de

48 horas de tratamiento el porcentaje de células diferenciadas constituye mas de la

mitad de la poblacién aumentando drasticamente hasta llegar a mas de un 95% a las
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96 horas. Estos resultados coinciden mayoritariamente con los datos obtenidos en
nuestro y en otros laboratorios en donde se han utilizado diferentes clones derivados
de células MEL (Rekhtman et al., 1999; Vanegas et al., 1997; Vanegas et al., 2003).

4.1.3.2. Modulacién de la expresion de fp-globina a lo largo de la diferenciacion.

El fenotipo eritroide de las células MEL en las ultimas etapas de diferenciacion
se manifiesta con la expresion de genes marcadores caracteristicos del linaje
eritropoyético. Los genes que codifican para la o y B globinas constituyen un ejemplo
inequivoco de diferenciacion de este linaje celular. Con el objeto de comprobar el grado
de diferenciacion de las células MEL DS-19 a lo largo del tratamiento con HMBA se
llevd a cabo un analisis en Northern blot utilizando como sonda el cDNA completo
correspondiente al gen de la B-globina de raton (Figura 10).

Se observd que las células MEL indiferenciadas asi como las células tratadas
durante la pre-determinacion (0-24 horas) no expresaban cantidades significativas de 3
globina. A partir de las 24 horas se detectd la presencia de niveles bajos de B globina
que aumentaron gradualmente hasta alcanzar valores maximos a las 96 horas,
momento que coincide con la presencia en los cultivos de mas de un 90% de células

MEL benzidina positivo.

Horas en HMBA
0 1 2 4 8 10 24 32 48 72 96

— - -“ — B-globina

Figura 10. Andlisis en Northern blot de la expresiéon de la B-globina a lo largo de la
diferenciacion inducida. a) Se aisl6 RNA total de células MEL a distintos tiempos del
tratamiento con HMBA, se fraccionaron alicuotas de 15 pgr en un gel desnaturalizante y se
transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa. El filtro se hibridd con el vector pSK(+)B-globina
linearizado con EcoRI marcado con fluoresceina. b) Gel tefiido con bromuro de etidio utilizado
en a) en donde se verifica la intensidad del RNA y la carga equitativa en cada muestra.
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4.2. CIk/STY.

4.2.1. Aislamiento e identificacion.

Entre los clones obtenidos mediante 2 rondas de hibridacion diferencial de una
libreria de cDNA de células MEL DS-19, tal como se describe en el apartado 1.4. de
introduccién, se aislé el clon denominado MEL Dt5 catalogado entre los genes
“activados” (Figura 2). La secuencia del inserto de 900 pb, correspondiente al cDNA
clonado, fue comparada con la base de datos del EMBL/GenBank y revelé una
homologia del 95% con el MRNA que codifica para la proteina clk/STY de ratdn. El clon
MEL Dt5 contenia parte del cDNA de clk/STY correspondiente a la regién 3" no
codificante junto con 300 pb de la zona codificante. En los experimentos que se
describen a continuacioén se utilizé el cDNA completo de clk/STY de raton cedido por el
Dr. J. C. Bell del Otawa Regional Cancer Center, Canada y el Dr. T. Pawson del Mount
Sinai Hospital de Toronto, Canada.

Con el objeto de analizar la expresiéon del gen clk/STY en células MEL no
diferenciadas y diferenciadas se realiz6 un analisis en Northern blot. Se fraccionaron
alicuotas de RNA aislado de células MEL no tratadas y tratadas durante 72 horas con
HMBA 5 mM y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. El filtro se hibridé con

el cDNA completo de clk/STY marcado radiactivamente (Figura 11).

Horas en Horas en
HMBA HMBA
0 72 0 72
a b
28 s
" — 3,2Kb
. B —1,8Kb
18 s

Figura 11. Analisis en Northern blot de la expresion de clk/STY. a) Se aisl6 RNA de
células MEL no tratadas y tratadas con HMBA durante 72 horas. Se fraccionaron las muestras
en un gel desnaturalizante y se transfirid a una membrana de nitrocelulosa. El filtro se hibridé
con una sonda marcada radiactivamente que correspondia al cDNA completo del gen
clk/STY. b) Gel tefiido con bromuro de etidio utilizado en a) en donde se verifica la intensidad
del RNA y la carga equitativa en cada muestra.
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Los resultados indicaron que clk/STY se expresa a través de dos transcritos de
3,2 Kby 1,8 Kb. En células MEL con HMBA se observé un incremento de la expresion
de ambos transcritos. Esto nos permitié corroborar que clk/STY correspondia a un gen

activado durante la diferenciacion.

4.2.2. Expresioén a nivel de mRNA del gen clk/STY a lo largo de la diferenciaciéon
inducida con HMBA.

Con el objeto de analizar la modulacion de la expresion de clk/STY a lo largo de
la diferenciacion se llevd a cabo un analisis en Northern blot de una serie consecutiva
de muestras de RNA aislado de células indiferenciadas (0 horas) y células tratadas con
HMBA entre 1 y 120 horas (Figura 12).

Horas en HMBA
0 1 2 4 8 10 24 36 48 72 120

ﬂ--i—d“u.ﬁ— 3,2 Kb
B L S e — 1.8Kb

28 s

18 s

— B =

Figura 12. Analisis en Northern blot de la expresion de clk/STY a lo largo de la
diferenciacion inducida en células MEL DS-19. a) Se aisl6 RNA total de células MEL a
distintos tiempos del tratamiento con HMBA, se fraccionaron alicuotas de 15 pugr en un gel
desnaturalizante y se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa. El filtro se hibridé con el
vector pSK(+)clk/STY, que contiene el cDNA completo de clk/STY, linearizado con EcoRI
marcado con fluoresceina. b) Gel tefido con bromuro de etidio utilizado en a) en donde se
verifica la intensidad del RNA y la carga equitativa en cada muestra.

Previamente se comprobd que el porcentaje de células diferenciadas (B+) del
cultivo que dio origen a las distintas muestras de RNA superaba el 90% a las 120 horas
de tratamiento. La hibridacion de la serie se llevd a cabo con el plasmido
pSK(+)clk/STY que contiene el cDNA completo de clk/STY linearizado con EcoRIl y

marcado, en este caso, con fluoresceina. La autorradiografia revel6 la presencia de los
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dos transcritos de 3,2 y 1,8 Kb descritos en el apartado anterior. Sin embargo, en
células indiferenciadas (0 horas) y hasta las 8 horas de tratamiento con HMBA, los
niveles de expresién se mostraron muy bajos, y fue necesario una sobreexposicion de
la membrana para poder visualizarlos. A partir de las 8 horas los niveles de expresion
de clk/STY se incrementaron gradualmente, hasta llegar a valores maximos en las
muestras expuestas 5 dias con HMBA. Estos resultados nos permitieron concluir que la
expresion a nivel de mMRNA de clk/STY se activa durante el periodo de
predeterminacion, aumentando progresivamente a lo largo de la diferenciacion
eritropoyeética.

Por otra parte, gracias a la hibridacion no radiactiva se pudo observar que la
banda de 1,8 Kb presentaba un patrén difuso, a diferencia de la nitidez que se observa
normalmente empleando esta metodologia y que se observo por ejemplo en la banda
de 3,2 Kb (Figura 12). Esto podria deberse a la presencia de mas de una banda
perteneciente a transcritos de tamanos similares. Duncan y colaboradores (Duncan et
al., 1995) demostraron que clk/STY lleva a cabo el splicing alternativo de un exén cuyo
tamano es de aproximadamente 91 pb, dando lugar a dos transcritos de 1,7 y 1,8 Kb,
respectivamente. La banda difusa de 1,8 Kb que se observa en la Figura 12 podria
englobar estas dos isoformas. La banda de 3,2 Kb, por otra parte, corresponderia a un
transcrito inmaduro de clk/STY, previamente descrito (Duncan et al., 1995). De hecho,
en los numerosos intentos llevados a cabo para aislar otras posibles isoformas de

clk/STY no se obtuvo en ningun caso clones de tamafio mayor a 1,8 Kb .

4.2.3. Estudio de la expresion de los transcritos, productos del splicing

alternativo, de clk/STY en MEL DS-19 indiferenciadas y diferenciadas.

Los resultados anteriores junto a los descritos por otros autores (Duncan et al.,
1995) permitieron determinar que clk/STY se expresa a través de dos transcritos de 1,7
y 1,8 Kb, respectivamente. Ambos transcritos se diferencian por la exclusion o inclusion
de un exdn originalmente denominado exén B (Duncan et al., 1995). Un estudio de la
secuencia completa de clk/STY en la base de datos del genoma de ratén (Mouse

Genome Sequencing Consortium, http://www.ensembl.org) nos permitié establecer que

dicho exdén corresponde al exén 4 de un total de 13 exones que conforman la

secuencia completa del gen (Figura 13).
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Cromosoma 1 de raton

~ Gen clk/STY 12,01 Kb R
1 2 3 4 5 67 89 10 1112 13
splicing 1 alternativo

clk/STY clk/STY"

Figura 13. Esquema del proceso de splicing alternativo del mRNA de clk/STY. El gen
clk/STY, localizado en el cromosoma 1 del genoma de ratén, regula su expresion a través de
splicing alternativo del exon 4 (rectangulo negro) produciendo dos isoformas. La expresion del
transcrito de 1,8 Kb da lugar a una proteina completa con actividad quinasa y la expresion de
la isoforma de 1,7 Kb da lugar a una proteina truncada.

El transcrito de 1,8 Kb incluye el exon 4 dando lugar a la proteina quinasa
clk/STY completa (Figura 13 y 14). Por el contrario, el transcrito de 1,7 Kb excluye el
exén 4 provocando un cambio en el marco de lectura y, en consecuencia, la aparicion
de un codon de parada prematuro, produciendo una proteina truncada carente del

dominio quinasa (Figura 13 y 15).
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1 tac tgt cct gac tgg gat gaa aga gac tgg gat tat gga
1k R H S K R T Y ¢ P D W D E R D W D Y G
61 aca tgg aga agc agc agc agt cac aaa aga aag aag aga tca cat agc agc gcc cgt gag
21 kT W R S s S s H K R K K R s H s s A R E
121 Caa aag cgc tgc agg tac gat cac tcc aaa acg aca gac agc tat tat ctg gaa agc aga
41 F o K R c R Y D H S K T T D s Y Y L E s R
181 tcc ata aat gag aaa gct tat cat agt cga cgc tat gtt gat gaa tac agg aat gac tac
61 F s I N E K A Y H S R R Y v D E Y R N D Y
241 atg ggc tac gag cca ggg cat ccc tat gga gaa cct gga agc aga tac cag atg cat agt
81 F M G Y E P G H P Y G E P G s R Y o] M H S
301 agc aag tcc tct ggt agg agt gga aga agc agt tac aaa agt aaa cac agg agt cgc cac
101 F s K s S G R s G R s S Y K s K H R S R H
361 cac aca tcg cag cac cat tca cac ggg |aag agt cac cga agg aaa aga tcg agg agt gta
121 k& T s o] H H s H G K S H R R K R S R S v
421 gag gat gat gag gag ggt cac ctg atc tgt cag agt gga gac gta cta agt gca aga tat
141 F E D D E E G H L I ¢ o] S G D v L s A R Y
481 gaa att gtt gat act tta ggt gaa ggt gct ttc gga aaa gtg gtg gaa tgc atc gat cat
161 F & I v D T L G E G A F G K v v E c I D H
541 aaa gtg gga ggt aga cgt gta gca gta aaa ata gtt aaa aat gtg gat aga tac tgt gaa
181 F x v G G R R v A v K I v K N v D R Y C E
601 gct gct caa tcg gaa ata caa gtt ttg gaa cac ttg aat aca aca gac ccc cat agt act
201 k 2 A 0 S E I Q v L E H L N T T D P H s T
661 ttc cgt tgt gtc cag atg ttg gag tgg ttt gag cat cga ggt cac att tgc att gtg ttt
221 F ¢ R c v o] M L E W F E H R G H I [¢] I v F
721 gaa ctt ctg ggg ctt agt act tat gat ttc att aag gaa aac agt ttt ctg ccg ttt cga
241 F E L L G L S T Y D F I K E N S F L P F R
781 atg gat cat atc agg aag atg gca tat caa ata tgc aaa tct gta aac ttt ttg cat agt
261 F o D H I R K M A Y 0 1 c K S v N F L H S
841 aat aaa ttg act cat aca gac ttg aag cct gaa aac atc tta ttt gtg aag tct gac tac
281 F K L T H T D L K P E N I L F v K S D Y
901 aca gag gct tat aat ccc aaa atg aaa cgt gat gaa cgt act ata gta aat cca gat att
301 k7 E A Y N P K M K R D E R T 1 Y N P D 1
961 aaa gtg gtg gac ttt gga agt gca aca tat gat gat gaa cac cac agc aca ttg gta tct
321 F x v \ D F G s A T Y D D E H H s T L v S
1021 aca aga cat tat aga gca ccg gaa gtt att tta gcc ctc ggg tgg tca cag cca tgt gat
341 k7 R H Y R A P E v I L A L G W s o] P ¢ D
1081 Otc tgg agc ata gga tgt att ctt atc gag tat tat ctt gga ttt aca gtt ttt tcg act
361 F v W s 1 G c 1 L 1 E Y Y L G F T v F s T
1141 cat gat agc agg gaa cat tta gca atg atg gaa agg att ctt gga cca cta cca aag cac
381 k g D s R E H L A M M E R 1 L G P L P K H
1201 atg ata cag aaa acc agg aaa cgc aga tat ttc cat cat gat cga tta gat tgg gat gaa
401 ko I Q K T R K R R Y F H H D R L D W D E
1261 cac agt tct gct ggc aga tat gtt tct cgg cgc tgt aaa cct ctg aag gag ttt atg cta
421 F gy s S A G R Y v s R R c K P L K E F M L
1321 tct cag gat gcc gaa cat gag ctt ctc ttt gac ctc att ggg aaa atg ttg gag tat gat
441 F s o] D A E H E L L F D L I G K M L E Y D
1381 ccC gcc aaa aga att act ctc aaa gaa gcc cta aag cat cct ttc ttt tac cca ctt aaa
461 F p A K R I T L K E A L K H P F F Y P L K
1441 aag cat acg tga —
481 F x H T .

Figura 14. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos del cDNA completo del gen clk/STY
de ratén. Secuencia de la zona codificante del gen clk/STY de ratén amplificada mediante PCR
del plasmido pSKclk/STY. Las secuencias que anillan con los cebadores sty93RBamHI y
sty1560Notl se marcaron con flechas en color naranja y rojo, respectivamente. La traducciéon de
esta secuencia da lugar a la proteina completa de clk/STY de 483 aminoacidos. La secuencia
del exon 4 se resalta en fondo gris. En color azul se destaca el domino quinasa de clk/STY. Los
aminoacidos subrayados destacan el dominio LAMMER.
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1 tac tgt cct gac tgg gat gaa aga gac tgg gat tat gga
1k R H s K R T Y ¢ P D W D E R D W D Y G
61 aca tgg aga agc agc agc agt cac aaa aga aag aag aga tca cat agc agc gcc cgt gag
21k T W R S S s s H K R K K R s H s s A R E
121 caa aag cgc tgc agg tac gat cac tcc aaa acg aca gac agc tat tat ctg gaa agc aga
41k ¢ K R C R Y D H s K T T D s Y Y L E ] R
181 tcc ata aat gag aaa gct tat cat agt cga cgc tat gtt gat gaa tac agg aat gac tac
61 F s 1 N E K A Y H s R R Y v D E Y R N D Y
241 atg ggc tac gag cca ggg cat ccc tat gga gaa cct gga agc aga tac cag atg cat agt
g1k M G Y E P G H P Y G E P G s R Y o] M H S
301 agc aag tcc tct ggt agg agt gga aga agc agt tac aaa agt aaa cac agg agt cgc cac

101 s &k s s G R S G R s s Y K s K H R S R H
361 Cac aca tcg cag cac cat tca cac ggg atg aaa ttg ttg ata ctt tag gtg aag gtg ctt
121 8 t s o ® H® s H 6 M K L L I L

421 tcg gaa aag tgg tgg aat gca tcg atc ata aag tgg gag gta gac gtg tag cag taa aaa
481 tag tta aaa atg tgg ata gat act gtg aag ctg ctc aat cgg aaa tac aag ttt tgg aac
541 act tga ata caa cag acc ccc ata gta ctt tcc gtt gtg tcc aga tgt tgg agt ggt ttg
601 agc atc gag gtc aca ttt gca ttg tgt ttg aac ttc tgg ggc tta gta ctt atg att tca
661 tta agg aaa aca gtt ttc tgc cgt ttc gaa tgg atc ata tca gga aga tgg cat atc aaa
721 tat gca aat ctg taa act ttt tgc ata gta ata aat tga ctc ata cag act tga agc ctg
781 aaa aca tct tat ttg tga agt ctg act aca cag agg ctt ata atc cca aaa tga aac gtg
841 atg aac gta cta tag taa atc cag ata tta aag tgg tgg act ttg gaa gtg caa cat atg
g9po1 atg atg aac acc aca gca cat tgg tat cta caa gac att ata gag cac cgg aag tta ttt
g1 tag ccc tcg ggt ggt cac agc cat gtg atg tct gga gca tag gat gta ttc tta tcg agt
1021 att atc ttg gat tta cag ttt ttt cga ctc atg ata gca ggg aac att tag caa tga tgg
1081 aaa gga ttc ttg gac cac tac caa agc aca tga tac aga aaa cca gga aac gca gat att
1141 tcc atc atg atc gat tag att ggg atg aac aca gtt ctg ctg gca gat atg ttt ctc ggc
1201 gct gta aac ctc tga agg agt tta tgc tat ctc agg atg ccg aac atg agc ttc tct ttg
1261 acc tca ttg gga aaa tgt tgg agt atg atc ccg cca aaa gaa tta ctc tca aag aag ccc
1321 taa agc atc ctt tct ttt acc cac tta aaa agc ata cgt ga

<&
<

Figura 15. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos del cDNA truncado de clk/STY.
Secuencia de la zona codificante del gen clk/STY de ratén amplificada mediante RT-PCR. Las
secuencias que anillan con los cebadores sty93RBamHI y sty1560Notl se marcaron con flechas
en color naranja y rojo, respectivamente. La traduccién de esta secuencia daria lugar a la
proteina truncada de clk/STY de 135 aminoacidos.

En los ensayos de Northern blot descritos en el apartado anterior se observo un
aumento de la expresion de clk/STY a lo largo de la diferenciacion inducida. No se
pudo determinar, sin embargo, si los cambios eran debidos en igual medida a los
transcritos de las 2 isoformas de clk/STY. Para estudiar la modulacién de la expresion
de ambos transcritos en células MEL prediferenciadas y diferenciadas se realizaron
ensayos de RT-PCR. Como molde de la reaccion de PCR se sintetizé cDNA de cadena
sencilla a partir de RNA de células MEL no tratadas y tratadas durante 72 horas con
HMBA. Para la reacciéon de amplificacion del cDNA se utilizé en el extremo 5" el
cebador clk1-93R que anilla con el codén de iniciacion ATG y en el extremo 3 el
cebador clk1-619FCI que anilla con una secuencia del mRNA de clk/STY posterior al

exon 4 (Figura 16).
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pb
81

141
201
261
321
381
441
501

561

Clk1-93R

gaaaéatgag
atggaacatg
gtgagcaaaa
gcagatccat
actacatggg
atagtagcaa
gccaccacac
gtgtagagga

gatatgaaat

acattcaaag
gagaagcagc
gcgctgcagg
aaatgagaaa
ctacgagcca
gtcctetggt
atcgcagcac
tgatgaggag

tgttgatact

agaacétact
agcagtcaca
tacgatcact
gcttatcata
gggcatcecct
aggagtggaa
cattcacacg
ggtcacctga

ttaggtgaag

gtcctgactg
aaagaaagaa
ccaaaacgac
gtcgacgcta
atggagaacc
gaagcagtta
ggaagagtca
tctgtcagag

gtgctttegg
L

ggatgaaaga
gagatcacat
agacagctat
tgttgatgaa
tggaagcaga
caaaagtaaa
ccgaaggaaa
tggagacgta

aaaagtggtg

gactgggatt
agcagcgccce
tatctggaaa
tacaggaatg
taccagatgc
cacaggagtc
agatcgagga
ctaagtgcaa

gaatgcatcg
1

Clk1-619FCl

>

<

81pb 620 pb

+1800 pb

Figura 16. Secuencia nucleotidica del cDNA parcial de clk/STY amplificada por PCR. Se
utilizaron los cebadores clk1-93R (azul), que contiene el codén de iniciacién, y clk1-619FCI
(gris), posterior a la secuencia del exén 4, para analizar mediante RT-PCR el splicing
alternativo del exén 4 de clk/STY.

Las 2 bandas esperadas tendrian un tamaro de 526 y 434 pb segun incluyeran o

no el exén 4, respectivamente. Tanto a 0 como a 72 horas se observaron las dos

bandas producto del splicing alternativo (Figura 17a). Sin embargo, la relacion de

concentraciones entre ambas isoformas cambiaba segun la muestra. En células MEL

no diferenciadas (0 horas) la banda de 526 pb era mas intensa que la de 434 pb. La

situacion revertia en células MEL inducidas (72 horas), cuando la banda mas intensa

correspondia a la de 434 pb. Estos resultados indicaron que la expresion del mRNA de

clk/STY en células MEL diferenciadas era debido mayoritariamente al transcrito que

excluye el exén 4. Por el contrario, en células MEL no diferenciadas la isoforma mas

abundante es la derivada del transcrito que incluye el exén 4.

38



Resultados

a
Horas en
HMBA
0 72
622 pb
527 pb — 526 pb (+E4) [N
- 434 pb (- E4
404 pb e (- E4) [
307 pb
b

Horas en HMBA
M 0 2 4 8 10 24 32 48 72

526 pb (+E4)
434 pb (- E4)

Figura 17. Analisis por RT-PCR de la expresion de las isoformas de clk/STY en células
MEL DS-19 tratadas y no tratadas con HMBA. Se sintetiz6 cDNA de cadena sencilla a partir
de RNA de células MEL a) no tratadas y tratadas durante 72 horas con HMBA b) a distintos
tiempos del tratamiento con HMBA. Tanto en a) como b) se utilizaron los cebadores clk1-93R
y clk1-619FCI para amplificar las zonas adyacentes al exén 4. La banda de 526 pb
corresponde a la isoforma que incluye el exén 4 (+E4) mientras que la de 434 corresponde a
la que lo excluye (-E4).

Con el objeto de analizar la modulacién de la expresion de las dos isoformas de
clk/STY a lo largo de la diferenciacién, se llevé a cabo un analisis por RT-PCR similar al
anterior, pero utilizando en este caso, células MEL tratadas a distintos tiempos con el
agente inductor (Figura 17b). Durante la determinacion y en las etapas tempranas de la
diferenciacion la relacidon entre ambas isoformas fue similar al de las células
indiferenciadas. Sin embargo, se observé una dramatica transicion a favor de la banda
de 434 pb a las 72 horas, cuando mas del 80% de las células estan diferenciadas.
Estos resultados nos permitieron determinar que la exclusidon del exdén 4 esta

fuertemente potenciada en las ultimas etapas de la diferenciacion.
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4.2.4. Estudio de la expresion de los transcritos de 1,7 y 1,8 Kb de clk/STY en

distintos tejidos de raton.

Se ha descrito que la expresion de clk/STY a nivel de RNA en tejidos de raton
adulto es ubicua aunque los niveles de expresion varian segun el tejido (Ben-David et
al., 1991; Duncan et al., 1995; Howell et al., 1991; Nayler et al., 1997). Para analizar la
expresion de los transcritos 1,7 y 1,8 Kb, producto del splicing alternativo, en distintos
tejidos de raton se llevd a cabo una reaccion de RT-PCR (Figura 18). Se sintetizo
cDNA de cadena sencilla de RNA aislado de musculo, higado, bazo, médula ésea,
testiculo y rifidn de ratén adulto. Para la reaccion de amplificacion por PCR se utilizaron
en el extremo 5 el cebador clk1-93R que anilla con una secuencia que incluye el codén
de iniciacion ATG y en el extremo 3" el cebador clk1-619FCIl que anilla con una
secuencia posterior al exon 4. Se comprobd que clk/STY se expresa en todos los
tejidos, aunque los niveles de expresidon son distintos. Los niveles mas bajos
corresponden a musculo y médula 6sea, que contrastan con los obtenidos en bazo y
rindn. Por otra parte, se observd que la relacidén entre los transcritos que incluyen o no
el exon 4 varia entre los distintos tejidos. Asi, por ejemplo, en testiculo las dos bandas
presentan valores similares; sin embargo en bazo se observa una diferencia a favor de
la banda de 526 pb. En rifidn y en higado predomin6é mayoritariamente el transcrito que
incluye el exon 4. Estos resultados permitieron concluir que los niveles de expresion de
clk/STY, asi como la relacién entre los dos transcritos producto de splicing alternativo,

varian en los distintos tejidos.

622 pb
527 pb 526 pb (+E4)
307 pb

Figura 18. Analisis por RT-PCR de la expresion de las isoformas de clk/STY en distintos
tejidos de ratén. Se sintetizé cDNA de cadena sencilla a partir de RNA de distintos tejidos de
ratén. Se utilizaron los cebadores clk1-93R y clk1-619FCI para amplificar las zonas
adyacentes al exén 4. La banda de 526 pb corresponde a la isoforma que incluye el exén 4
(+E4) mientras que la de 434 pb corresponde a la que lo excluye (-E4).
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4.3. Caracterizacion y analisis de clk2, clk3 y clk4.

CIk/STY fue inicialmente descrito como una proteina quinasa de doble
especificidad, capaz de fosforilar residuos de serina/treonina asi como de tirosina (Ben-
David et al., 1991; Howell et al., 1991; Johnson and Smith, 1991). Posteriormente, fue
incluida en la subfamilia LAMMER junto con otros miembros que poseen una estructura
altamente conservada, localizada en el subdominio X de la zona catalitica de las
quinasas (Hanes et al., 1994; Yun et al., 1994). Ademas de clk/STY, se han descrito en
vertebrados hasta el momento otros 3 miembros de la familia, clk2, clk3 y clk4. Por sus
caracteristicas estructurales y funcionales estas proteinas, incluyendo a clk/STY,
podrian considerarse un subgrupo aparte dentro de las proteinas LAMMER. Con el
objeto de determinar si la expresion de clk2, clk3 y clk4 seguia el mismo patron de
expresion que clk/STY, clonamos y caracterizamos cada uno de los cDNAs
correspondientes. Posteriormente, llevamos a cabo en cada caso, un estudio de la

expresion en células MEL diferenciadas.

4.3.1. Clonaje y caracterizacion de clk2, clk3 y clk4.

El clonaje de los cDNAs completos de clk2, clk3 y clk4 se llevé a cabo mediante
protocolos de RT-PCRs. Se sintetizé cDNA de cadena sencilla a partir de RNA aislado
de células MEL, mediante una transcripcion reversa seguida por una reaccion de PCR.
Se utilizé la informacion de las secuencias correspondientes de la base de datos del
EMBL/Genbank para disefiar cebadores especificos capaces de anillar en ambos
extremos de cada secuencia. En el caso de clk2 se utilizé en el extremo 5" el cebador
clk2sSmal que contiene el codén ATG de iniciacion y en el extremo 3" el cebador
clk2asNotl que contiene el codon TGA de terminacién. El producto amplificado se cloné
en el vector pSTBIlue-1 y se secuencio integramente. La secuencia del cDNA obtenido
se representa en la Figura 19. El analisis de la misma reveldé que el cDNA obtenido
correspondia al mMRNA que codifica para la forma completa de la proteina clk2.

La reaccion de PCR para clk3 se llevd a cabo utilizando en el extremo 5 el
cebador clk3sSmal que contiene el codén ATG de iniciacion y en el extremo 3 el
cebador clk3asNotl que contiene el codon TGA de terminacién. Se clond y secuencio,

como en el caso de clk2, y analizada la secuencia se comprob6 que el cDNA clonado
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1 t tcc tca gag cga ggt agc cgg ggg agt tac cac gaa
1k u P H P R R Y H S S E R G S R G S Y H E
61 cac tat cag agc cga aag cat aag cga aga aga agt cgc tcc tgg tca agt agc agt gac
21 F g Y 0 S R K H K R R R S R s W S S s s D
121 cgg aca agg cgg cgg cgg agg gag gac agc tac cac gtt cgg tcc cga agc agc tat gat

41 F R T R R R R R E D S Y H v R s R S s Y D
181 gac cat tcg tcc gat cgg cgg ctg tac gat cgg cgg tac tgt ggc agc tac agg cgc aat
61 F p H s s D R R L Y D R R Y c G S Y R R N

241 gac tac agc cgg gac aga ggg gag gct tac tac gac aca gac ttt cgg cag tcc tat gaa
81 F p Y s R D R G E A Y Y D T D F R Q s Y E
301 tac cat cga gag aac agc agt tac cga agc cag cgc agc agc cga agg aaa cac aga agg
101 kv H R E N S S Y R S o R s s R R K H R R
361 cgg agg aga cgg agc cgg aca ttc agc cgc tca tct tca cag cac agc agc cgg aga gcc
121 F R R R R S R T F s R S S s 0 H S S R R A
421 aag agt gta gag gac gac gct gag ggc cac ctc atc tac cac gtc ggg gac tgg cta caa

141 F g s v B D D A B G H L 1 Y H v G

481 gag cga tat gaa att gta agc acc tta gga gaa ggg acc ttc ggc cga gtt gtg cag tgt
161 F & R Y E I v S T L G E G T F G R v \ o} c

541 gtg gac cat cgc agg ggc gga aca cga gtt gcc ctg aag atc att aag aat gtg gag aag
181 F v D H R R G G T R v A L K 1 1 K N v E K

601 tac aag gaa gca gcc cga cta gaa atc aac gtg ctg gag aaa atc aat gag aaa gat cct
201 F y K E a A R L E I N v L E K I N E K D P

661 gac aac aag aac ctc tgt gtc cag atg ttt gac tgg ttt gac tac cat ggc cac atg tgt
221y N K N L c v 0 M F D W F D Y H G H M c

721 atc tcc ttt gag ctt ctg ggc ctt agc acc ttc gat ttc ctc aaa gac aac aac tac ctg

241 F 1 s F E L L G L s T F D F L K D N N Y L
781 ccc tac ccc atc cac caa gtg cgc cac atg gcc ttc cag ctc tgc cag gcc gtc aag ttc
261 F Y P I H Q v R H M A F Qo L C o A VvV K F

841 ctc cat gat aac aag ttg aca cat acg gac ctc aaa cct gaa aat att ctg ttt gtg aat
281 F H D N K L T H T D L K P E N 1 L F v N

901 tca gac tac gaa ctc acc tac aac cta gag aag aag cga gat gag cgc agt gta aag agc

301 F s D Y E L T Y N L E K K R D E R s v K s
961 aca gcc gtg cgg gtg gtg gac ttc ggc agt gcc acc ttt gac cac gaa cac cat agc acc
321 F ¢ A v R v v D F G S A T F D H E H H S T

1021 att gtc tcc act cgc cat tac cga gcc ccc gag gtc atc ctg gag ttg ggc tgg tca cag
341 F 1 v s T R H Y R A P E v 1 L E L G W s 0
1081 cca tgc gat gta tgg agc ata ggc tgc atc atc ctt gag tac tac gtt ggc ttc acc ctc
361 F P C D v W S I G C I I L E Y Y v G F T L
1141 ttc cag acc cat gac aac aga gag cat cta gcc atg atg gaa agg atc ctg ggt cct gtc
381k o T ® D N R E H L A M M E R I L G PV
1201 cct tct cgg atg atc aga aag aca aga aaa cag aaa tgt ttt tat cgg ggt cgc ctg gat

401 k »p S R M I R K T R K 0 K c F Y R G R L D
1261 tgg gat gag aac acc tca gcc ggg cgc tac gtt cgt gag aac tgc aaa cct ctg cgg cgg
421 2 w D E N T S A G R Y \% R E N C K P L R R

1321 tat ctg acc tca gag gca gag gac cac cac cag ctc ttc gat ctg att gaa aat atg cta
441 F L T s E : E D H H Q L F D L I E N M L
1381 gag tat gag cct gct aag cgg ctg acc tta ggt gaa gcc ctt cag cat cct ttc ttc gec
461 F £ Y E P A K R L T L G E
1441 tgc ctt cgg act gag cca ccc aac acc aag ttg tgg gac tcc agt cgg gat atc agt cgg
481 F ¢ L R T E 3 3 N T K L W S S R D 1 S R
1551 tga
501 ¢ .
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Figura 19. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos del cDNA completo del gen clk2 de
raton clonado en el vector pSTBlue-1. Secuencia de 1554 pb del gen clk2 de ratén
amplificada mediante una reaccion de PCR. Las secuencias que anillan con los cebadores
clk2sSmal y clk2asNotl se marcaron con flechas en color naranja y rojo, respectivamente. La
traduccion de esta secuencia da lugar a la proteina completa de clk2 de 499 aminoacidos. En
gris se destaca la secuencia del exdn 4. En azul se destaca el domino quinasa de clk/STY. Los
aminodacidos subrayados destacan el dominio LAMMER.
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1 t tcc cca gag cca gac cca tac ctg agc tac cgc tgg
1k u H H c K R Y R s P E P D P Y L s Y R W
61 aag agg agg cgg tct tac agt cgg gag cat gaa ggt cga cta cga tac cca tcc cga agg
21 F x R R R S Y s R E H E G R L R Y P S R R
121 gag cct ccc cca cgg aga tca cgg ccc aga agc cat gat cgt ata ccc tac cag cgg agg
41 F & P P P R R s R P R S H D R 1 P Y o R R
181 tac cgg gaa cac cgt gac agt gat acg tat cgg tgt gaa gag cgg agc cca tct ttt gga
61 F vy R E H R D s D T Y R C E E R S P S F G
241 gag gac tgc tat ggg tct tca cgt tct cga cat cgg aga cgg tca cga gag agg gcg ccg
81 F & D o] Y G S s R s R H R R R S R E R A P
301 tac cgt acc cgc aag cat gcc cac cac tgt cac aaa cgc cgt acc agg tct tgt agc agt
101 F vy R T R K H A H H c H K R R T R s c s S
361 gct tcc tcg aga agc caa cag agc agt aag cgc agc agc cgg agt gtg gaa gat gac aag
121 k s S R S 0 Q S s K R s S R S \% E D D K
421 gag ggc cac ctg gtg tgc cgg gtc ggc gat tgg ctc caa gag cga tat gag atc gtg ggg
141 F § G H L v C R v G D W L Q E R Y E I v G
481 aac ctg ggt gaa ggc acc ttt ggc aag gtg gtg gag tgc ttg gac cat gcc aga ggg aag
161 Fk y L G E G T F G K v v E c L D H A R G K
541 tca cag gtt gcc ctg aag atc atc cgt aat gtg ggc aag tat cgg gaa gct gct cgt cta
181 Fk s 0 v A L K 1 b R N v G K Y R E A A R L
601 gaa att aat gtt ctc aag aaa atc aag gag aaa gac aag gaa aat aag ttc ctt tgt gtc
201 F g 1 N v L K K I K E K D K E N K F L c v
661 ctg atg tct gac tgg ttc aac ttc cat ggt cat atg tgc atc gcc ttt gag ctc ctg ggc
221 b M S D W F N F H G H M c 1 A F E L L G
721 aag aac acc ttt gag ttc ctg aag gag aac aac ttc cag cct tac ccc cta cca cat gtc
241 F N T F E F L K E N N F 0 P Y P L P H v
781 cgg cac atg gcc tac cag ctc tgt cat gcc ctt aga ttt cta cac gag aac cag ctg acc
261 P R 5 M A Y 0 L ¢ H A L R F L H E N 0 LT
841 cac aca gac ttg aag cca gag aac atc ttg ttt gtg aat tct gag ttt gaa acc ctc tac
281 F g T D L K P E N I L F v N s E F E T L Y
901 aat gag cac aag agc tgc gag gag aag tca gtg aag aac acc agc atc cga gtg gca gac
301 F E H K S c E E K S v K N T S I R v A D
961 ttt ggc agt gcc acg ttt gac cat gaa cat cac acc acc att gtg gcc acc cgt cac tac
321 F F G S A T F D H E H H T T 1 v A T R H Y
1021 cgc cca cct gag gtg atc ctt gag ctg ggc tgg gca cag ccc tgt gat gtc tgg agt atc
341 F R P P E v I L E L G W A o] P C D v W s I
1081 ggc tgc att ctc ttt gag tac tac cgt ggc ttt aca ctc ttc cag acc cat gaa aat aga
361 F G o] I L F E Y Y R G F T L F o] T H E N R
1141 gaa cac ttg gtt atg atg gag aag att cta gga ccc atc cca tca cac atg atc cac cgt
381 F & H L % M M E K 1 L G P 1 P S H M 1 H R
1201 acc agg aag cag aaa tat ttc tac aaa ggg ggc ctg gtt tgg gat gag aac agc tct gat
401 k7 R K Q K Y F Y K G G L v W D E N S s D
1261 ggg cgg tat gtg aag gag aac tgc aaa cct ctg aag agt tac atg ctg cag gac tcc ctg
421 » ¢ R Y v K E N c K P L K s Y M L 0 D s L
1321 gag cat gtg cag ctg ttt gac ctg atg agg agg atg tta gag ttc gac cct gct cag cgc
441 F H v 0 L F D L M R R M L E F D P A 0 R
1381 atc aca ttg gca gaa gcc ttg ctg cac ccc ttc ttt gct ggc ctg acc cct gag gag cgg
461 F 1 T L A E A L L H P F F A G L T P E E R
1441 tcc ttc cac agc agc cgt aac ccc agc aga tga

481 F s F H s s R N P S R .
«—

Figura 20. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos del cDNA completo del gen clk3 de
raton clonado en el vector pSTBlue-1. Secuencia de 1473 pb del gen clk3 de ratén
amplificada mediante una reaccién de PCR. Las secuencias que anillan con los cebadores
clk3sSmal y clk3asNotl se marcaron con flechas en color naranja y rojo, respectivamente. La
traduccion de esta secuencia da lugar a la proteina completa de clk3 de 490 aminoacidos. En
gris se destaca la secuencia del exdn 4. En azul se destaca el domino quinasa de clk3. Los
aminoacidos subrayados destacan el dominio LAMMER.
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correspondia al mRNA que codifica para la forma completa de la proteina clk3 (Figura
20).

Para amplificar clk4 se utilizaron en el extremo 5°, el cebador clk4sEcoRI que
contiene el codén ATG de iniciacion y en el extremo 3" el codon clk4asNotl que
contiene el codon TGA de terminacion. En este caso se cloné en el vector pPCR-

Script(+)AmpSK y se secuencid. La secuencia obtenida se representa en la Figura 21.

1 atg cgg cat tcc aaa cga act cac tgt cct gat tgg gat agt aga gaa agc tgg ggc cat
1k M R H S K R T H C P D w D S R E S w G H

61 gaa agc tac agt gga agt cac aaa cgc aag aga agg tct cac agc agt act cag gag aac
21 F g s Y s G S H

121 agg cac tgt aaa cca cat cat
41 F R H c K P H H

181

61
241 g aat aca gaa atg act act
301 Qcg aag gat atg ttc caa gac att acc tta gag acg ttg aaa gca ctt acc gga tcc att
361 (ca gta aat cct cag tca gga gca gga gaa gca gcc cta aga gaa agc gta ata gac cct
421 gtg caa gtc atc agt cgc att cga tga aat cgt gga cac ttt agg tga agg agc ctt tgg
481 caa agt tgt aga gtg cat tga tca cgg cat gga tgg ctt aca tgt agc agt gaa aat tgt
541 aaa aaa tgt agg ccg tta ccg gga ggc agc tcg ttc tga aat cca agt att gga gca ctt
601 gaa cag cac tga ccc caa cag tgt ctt ccg atg cgt cca gat gct aga gtg gtt tga tca
661 tcatgg tcatgt ttg tat tgt gtt tga gct gct ggg act tag tac cta tga ttt tat taa
721 aga aaa tag ttt tct gcc att tca aat tga tca cat cag gca aat ggc tta tca gat ctg
781 cca gtc tat aaa ttt ttt aca tca taa taa att aac aca cac gga cct aaa acc tga gga
841 tat ttt att tgt gaa gtc tga cta tgt agt caa ata caa ttc taa aat gaa acg aga tga
901 gcg cac att gaa aaa cac aga tat caa agt tgt tga ttt tgg aag tgc aac ata tga cga
961 Cga aca tca tag tac ttt ggt gtc cac aag gca cta cag ggc tcc aga ggt cat ttt ggc
1021 tct agg ttg gtc tca gcc ttg tga tgt ttg gag cat agg ctg cat tct tat tga gta cta
1081 cct tgg gtt cac agt ctt tca gac cca cga tag taa aga gca cct ggc aat gat gga gcg
1141 0gat ctt agg acc cgt ccc agc aca tat gat cca gaa gac aag gaa acg caa gta ttt cca
1201 cca taa cca gct aga ttg gga cga gca tag ttc agc tgg gag ata tgt tag gag acg ctg
1261 Caa gcc gtt aaa gga att tat gct gtg tca tga cga aga gca tga gaa gct gtt tga cct
1321 ggt tcg aag aat gtt gga gta tga ccc agc gag aag gat cac ctt gga tga agc att gca
1381 gca ccc ttt ctt tga ctt att aaa aag gaa atg a

<
<

Figura 21. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos del cDNA del gen clk4 de ratén
clonado en el vector pPCRScript(+)AmpSK. Secuencia de 1415 pb del gen clk4 de ratén
amplificada mediante una reaccién de PCR. Las secuencias que anillan con los cebadores
clkdsEcol y clkdasNotl se marcaron con flechas en color naranja y rojo, respectivamente. En
azul se destaca el dominio quinasa de clk4. En verde se marca la secuencia de 59 pb que no
presenta homologia con el mRNA descrito originalmente. La traduccién de esta secuencia daria
lugar a una proteina truncada de 77 aminoacidos.

Se comprobd la ausencia de 91 pb, correspondiente al exdn 4, en cuyo caso el mRNA
codificaria la proteina truncada. Por otra parte, se detectd un fragmento adicional de 59
pb, cuya secuencia no presentaba homologia con el mMRNA descrito originalmente.
Estas caracteristicas nos llevaron a realizar un analisis mas profundo de clk4 que se

describe en un apartado independiente (apartado 4.5. de resultados).
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4.3.2. Expresion a nivel de mRNA de los genes clk2, clk3 y clk4 en células MEL

indiferenciadas y diferenciadas.

Con el objeto de estudiar la expresion de clk2, clk3 y clk4 en células MEL se
realizaron analisis en Northern blot de células MEL no tratadas y tratadas durante 120
horas con HMBA 5 mM. Los filtros se hibridaron con los cDNAs marcados
radiactivamente correspondientes a los fragmentos Pstl-Xbal del vector pSTBlue-clk2 y
BamHI-Hind Il del vector pSTBIlue-clk3. En el caso de clk4, se marco radiactivamente
el producto de PCR obtenido al amplificar, con los cebadores clk4sEcoRlI y clk4asNotl,
el cDNA obtenido de células MEL tratadas con HMBA durante 120 horas (Figura 22).

Horas en HMBA
0 120 0 120 0 120

3 . |
a r
28 s
b 18 s
clk2 clk3 clk4

Figura 22. Analisis en Northern blot de la expresion de clk2, clk3 y clk4 en células MEL
indiferenciadas y diferenciadas. a) Se aislé6 RNA de células MEL no tratadas y tratadas con
HMBA 5 mM durante 120 horas. Se fraccionaron alicuotas de RNA de 10 ugr en clk2 y clk3 y
20 pgr en clk4 en un gel desnaturalizante y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Los
filtros se hibridaron con el cDNA de clk2, clk3 y clk4 marcado radiactivamente. b) Gel tefiido
con bromuro de etidio utilizado en a) en donde se verifica la intensidad del RNA y la carga
equitativa en cada muestra.

-
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Se observd que la expresion de clk2 y clk3 es baja en células MEL prediferenciadas y
aumenta significativamente después de 5 dias de tratamiento con HMBA. En el caso de
clk4, los niveles de expresion fueron extremadamente bajos. Sélo fue posible visualizar
una sefial de hibridacion cuando se incrementé la cantidad de RNA total en cada
muestra. No obstante, se observd un aumento de la senal de hibridacion en las
muestras correspondientes a las células diferenciadas respecto a las MEL
prediferenciadas. Estos resultados permitieron concluir que, tal como ocurria con
clk/STY, los niveles de expresion de clk2, clk3 y clk4 aumentan durante el proceso de

diferenciacion de células MEL.

4.3.3. Analisis de la expresion de los transcritos de la familia clk, producto de

splicing alternativo, durante la diferenciacion.

En base a la alta homologia entre las secuencias de los miembros de la familia
clk y de los resultados descritos en la literatura (Duncan et al., 1998; Nayler et al.,
1997), era de esperar que clk2, clk3 y clk4 llevaran a cabo un splicing alternativo, de
forma similar al observado en clk/STY. Para comprobar que esto tenia lugar y analizar
al mismo tiempo un posible aumento de la expresion de las distintas isoformas a lo
largo de la diferenciacion, llevamos a cabo ensayos de RT-PCR. Como molde de la
reaccion de PCR se sintetiz6 cDNA de cadena sencilla a partir de RNA de células MEL
a distintos tiempos de la diferenciacion inducida con HMBA. En la reaccion de PCR se
utilizaron cebadores especificos que anillan al codéon de iniciacion ATG en los cuatro
clks, (clk1-93R, clk2sSmal, clk3-ini y clk4sEcoRIl) y en el extremo 3" cebadores
especificos que anillan a secuencias posteriores al exon 4 de clk/STY, clk2, clk3 y clk4,
respectivamente (clk1-619FCl, clk2-513, clk3-458 y clk4-480). Como control del cDNA
utilizado en cada uno de los tiempos se realizé una reaccion de PCR que amplifica un
fragmento de 451 pb de la proteina gapdh. Previamente, se comprobd que la expresion
de gapdh no se modificaba en células MEL diferenciadas. Los productos de la reaccién
de PCR fueron resueltos en geles de agarosa tefidos con bromuro de etidio (Figura
23).

En los cuatro miembros de la familia clk se observaron al menos dos bandas

correspondientes a los transcritos que incluian/excluian el exén 4. La relacidn entre las
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Figura 23. Andlisis por RT-PCR de los transcritos de la familia clk en células MEL a lo
largo de la diferenciacién. Se sintetizé cDNA de cadena sencilla a partir de RNA de células
MEL a distintos tiempos del tratamiento con HMBA. Se utilizaron las parejas de cebadores
clk1-93R/clk1-619FCl, clk2sSmal/clk2-513, clk3-ini/clk3-458 y clk4sEcoRl/clk4-480 para
amplificar las zonas adyacentes al exén 4 de clk/STY, clk2, clk3 y clk4, respectivamente. La
banda que incluye el exén 4 se indica con (+E4) y la banda que lo excluye se indica con (-E4).
Como control del cDNA cargado en cada uno de los tiempos se realizdé una reacciéon de PCR
que amplifica un fragmento de cDNA correspondiente a la proteina gapdh.

dos bandas, sin embargo, variaba entre los distintos clks y a lo largo de la
diferenciacion. Asi, para clk/STY, se repiti el resultado obtenido previamente (apartado
4.2.3. y Figura 17) observandose que la banda superior de 527 pb, que incluye el exén
4, prevalece sobre la isoforma truncada en células MEL prediferenciadas, situacién que

se invierte al final de la diferenciacion. Un alto nivel de la isoforma que excluye el exén
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4 se observé asimismo en clk4, aunque en este caso, la relaciéon entre ambas
isoformas permanece constante en las diferentes muestras. Por otra parte, en clk4 se
observo la presencia de bandas adicionales, cuya amplificacién ocurria incluso en
condiciones de PCR altamente restrictivas. Como se pudo comprobar mas tarde, la
amplificacion de estas bandas es el producto generado a partir de una nueva isoforma
que describimos en el apartado 4.5.

La amplificacién de clk2 y clk3 revel6 que la forma dominante en ambos casos
es aquélla que incluye el exén 4, excepto durante los estadios de pre-determinacion (6
y 12 horas) en clk2. La isoforma que excluye el exén 4 fue minoritaria en clk3 a lo largo
de toda la diferenciacion.

Con el objeto de cuantificar el nivel de exclusiéon en cada uno de los casos se
realizd un analisis densitométrico de cada uno de los geles representado en la Figura
23. La intensidad de las bandas se cuantificd con la ayuda del programa Quantity One
(Bio-Rad). Los datos obtenidos se expresaron como porcentaje del transcrito que
excluye el exén 4 frente a la suma de los dos transcritos que incluyen/excluyen el exon
4: (-E4)/(+E4)+(-E4) (Figura 24). En resumen, los resultados obtenidos en este
apartado permitieron corroborar la presencia de las isoformas completa y truncada en
todos los miembros de la familia clk, tanto en células MEL pre-diferenciadas como a lo
largo de la diferenciacion inducida. En los cuatro casos se observo un incremento de la
forma truncada en los estadios tardios de la diferenciacion. Sin embargo, solo se
observo un cambio en la relacién de las dos isoformas, a favor de la forma truncada, en
el caso de clk/STY, y en menor medida en clk4. De la misma forma, la presencia de la

forma truncada so6lo alcanzé niveles significativamente altos en clk/STY vy clk4.

4.3.4. Analisis comparativo por homologia de secuencia de los clks.

El alineamiento de las secuencias de los cuatro miembros de la familia clk nos
permitio llevar a cabo un analisis comparativo y corroborar el alto grado de homologia
entre los distintos componentes (Figura 3). La Figura 25 representa las secuencias del
DNA gendémico de cada uno de los clks de raton segun figuran en la base de datos del
Sanger Institute (http//www.ensembl.org). En los cuatro casos se han identificado 13

exones que codifican para las respectivas proteinas. El dominio quinasa esta altamente
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Figura 24. Analisis cuantitativo del splicing del exén 4 a lo largo de la diferenciacion
inducida en células MEL. Se realiz6 un andlisis densitométrico basado en la intensidad de
las bandas de la Figura 23 con la ayuda del programa Quantity One (bio-rad). La exclusion del
exon 4 se expresa como porcentaje de la relacion ((-E4)/ (+E4)+(-E4)).

conservado mientras que el extremo N-terminal presenta una mayor variabilidad. El
analisis comparativo permitié determinar que el splicing alternativo afectaria en todos
los casos al exdon 4. En la Figura 26 se representan los productos del splicing
alternativo en cada uno de los clks. Se ha podido comprobar ademas, que la regién
donde se produce el splicing del exdn 4 esta altamente conservada (Tabla Ill). En la
proteina completa, la union entre el exdn 4 y el exdn 5 se produce entre un residuo de
arginina y uno de tirosina que precede a la region catalitica de las proteinas. En las

isoformas truncadas la union entre el exén 3 y el exon 5 produce un cambio en el
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marco de lectura y la aparicion de un codon de terminacion prematuro. ElI primer
aminoacido codificado en la unién de ambos exones en los cuatro clks es un residuo de
metionina. Estos resultados han permitido corroborar que la presencia de dos
isoformas, una completa y una truncada, es una caracteristica comun a los cuatro

miembros de las proteinas clk.
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Figura 25. Representacion esquematica del DNA genémico de clk/STY, clk2, clk3 y clk4.
En cada gen se representa con rectangulos rojos los exones codificantes, con rectangulos
vacios los exones no codificantes y con un rectangulo negro el exén 4 que sufre splicing
alternativo. Las lineas representan los intrones. El dominio catalitico de las cuatro quinasas
esta representado por un cilindro azul.
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Figura 26. Representacion esquematica del splicing alternativo del exén 4 en las
proteinas de la familia clk. Las barras representan la secuencia de cDNA de los miembros
de la familia clk. En azul se marca el dominio catalitico que comienza inmediatamente
después del exo6n 4 (en negro). Las proteinas completa y truncada, producto de splicing
alternativo, se esquematizan con flechas. Las cabezas de flecha representan la localizacién
de los cebadores utilizados en los analisis por RT-PCR.

Tabla lll. Secuencia de aminoacidos en la uniéon exén /exén de las proteinas clk

Proteina completa Proteina truncada
exon 4/ exén 5 exon 3/exén 5
clk/STY E SARis/ YEIVDE E SHGg/MKLLILS
clk2 E QER4/YEIVSE E SSSi;3/MKLe
clk3 E QERs55/ YEIVGE E ASS;,/ MRSWERLP-
clk4 E RARs;/YEIVDE E SHS; 3/ MKSWTL-
Inicio del

dominio quinasa

Los aminoacidos marcados en rojo indican residuos altamente conservados en los cuatro
miembros de la familia clk. El subindice en el residuo de arginina indica su posicién en la
proteina clk/STY, cllk2, clk3 y clk4, respectivamente. La secuencia inicial del dominio
quinasa se indica con una barra.
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4.4. Estudio de la sobreexpresion de clk/STY y clk/STY" en células
MEL DS-19.

4.4.1. Establecimiento de transfectantes estables en células MEL para clk/STY y
clk/STY".

Los resultados de los experimentos de RT-PCR descritos en el apartado 4.2.3.
(Figuras 17 y 23) han permitido determinar que, aun cuando las isoformas que
codifican para clk/STY y clk/STY" se expresan a lo largo de la diferenciacion de células
MEL, se produce un cambio en la relacion entre ambos transcritos, prevaleciendo la
forma truncada en estadios tardios. Esta observacion sugiere que dicha relacién podria
estar regulada durante el proceso de diferenciacion. Para comprobar si un desequilibrio
en la expresion de ambas isoformas afecta la expresion global de clk/STY y al proceso
de diferenciacion se establecieron lineas celulares estables a partir de MEL DS-19
capaces de sobreexpresar estas proteinas.

Se clonaron los cDNAs correspondientes a las isoformas que codifican para
clk/STY y clk/STY" en el vector de expresion pEBBpuroHA, cedido por el Dr. Genghong
Cheng del Departamento de Microbiologia y Genética Molecular de la Universidad de
Los Angeles (UCLA). Se comprobé por secuenciacién la fidelidad de las secuencias asi
como la correcta localizacion del marco de lectura respecto del epitopo HA. Se
realizaron tres transfecciones independientes en células MEL DS-19 con los plasmidos
pEBBpurclk/STY, dos transfecciones con pEBBpurclk/STY" y dos transfecciones
control con el vector pEBBpuro. Del total de transfectantes seleccionados, segun su
capacidad para crecer en medio con puromicina, se seleccionaron a su vez aquéllos
que expresaban clk/STY o clk/STY". El nimero de clones obtenidos en cada caso se
representa en la Tabla IV. De un total de 130 transfectantes estables obtenidos para
clk/STY, se llevd a cabo el andlisis en Western blots de 58, de los cuales 14
expresaban cantidades significativas de la proteina de fusion clk/STY-HA. En la Figura
27a se muestran algunos ejemplos de transfectantes que expresan (clk/STY-G9,
clk/STY-A11, clk/STY-A7, clk/STY-B8 y clk/STY-A2) o no expresan (clk/STY-E1 y
clk/STY-G2) clk/STY-HA.
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Tabla IV. Transfectantes estables pEBBpurclk/STY y pEBBpurcIleTYtr

Seleccionados con Caracterizados Positivos
puromicina (Western anti-HA) (Western anti-HA)
pEBBpurclk/STY 130 58 14
pEBBpurclk/STY" 113 31 0
pEBBpuro 253 - -

Se transfectaron células MEL con los plasmidos pEBBpurclk/STY y pEBBpurclk/STY" y se
seleccionaron transfectantes estables en medio DMEM completo con puromicina. Se
caracterizaron los clones que expresaban la proteina de fusién CLK/STY-HA o CLK/STY"-HA
mediante ensayos de Western blot.

En el caso de los transfectantes clk/STY", se obtuvo un total de 113 clones y se
analizaron 31 mediante Western blot, todos los cuales resultaron negativos. El alto
numero de transfectantes viables indicaba que la falta de expresion de la proteina
clk/STY" no se debia a la insercién del cDNA en sitios inadecuados. Para comprobar
que la isoforma truncada se sobreexpresaba a nivel de RNA se realizaron ensayos de
RT-PCR de cDNAs obtenidos de clones pEBBpurclk/STY" utilizando los cebadores
clk1-93R y clk1-619FCI (Figura 16). Se observo que varios de los transfectantes, como
clk/STY"-C4 y clk/STY"-F6, sobreexpresaban el transcrito correspondiente a la proteina
truncada (Figura 27b). Los niveles de expresion observados en células indiferenciadas
indicaba ademas que correspondia a la expresiéon exdgena de pEBBpurclk/STY". A
modo de control, se utilizaron estos mismos cebadores en un ensayo de RT-PCR del
RNA aislado de transfectantes clk/STY y se comprobd que el transcrito amplificado en
este caso correspondia a la isoforma que codifica para clk/STY. Estos resultados
indicaron que a diferencia de clk/STY, clk/STY" produce un mRNA que no se traduce

eficazmente vy, por lo tanto, no produce una proteina estable.
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Figura 27. Seleccion de los transfectantes estables clk/STY y clk/STYY en células MEL.
a) Analisis por Western blot de la expresion de la proteina de fusion clk/STY-HA en células
MEL. Se aislaron proteinas totales de los transfectantes pEBBpurclk/STY seleccionados en
medios con puromicina. Los extractos se fraccionaron en geles SDS/poliacrilamida y se
transfirieron a membranas de PVDF. Los filtros se incubaron con el anticuerpo anti-HA. b) Se
sintetizd6 cDNA de cadena sencilla a partir de RNA de los transfectantes pEBBpurclk/STY"
seleccionados en medios con puromicina. Se utilizaron los cebadores clk1-93R y clk1-619FCI
(Figura 16) para amplificar las zonas adyacentes al exén 4 de clk/STY.

4.4.2. Inducciéon de la diferenciaciéon en transfectantes pEBBpurclk/STY y
PEBBpurclk/STY".

Una vez caracterizados e identificados los transfectantes estables clk/STY vy
clk/STY", y verificado su nivel de expresién, se determind el efecto de su
sobreexpresion sobre la diferenciacion inducida con HMBA. La Tabla V muestra los
resultados de la diferenciacion llevada a cabo con los transfectantes estables y los
controles. Se observd que el porcentaje de células B+ contabilizadas al final de la
diferenciacion no variaba significativamente entre los transfectantes y la linea parental.
En varias ocasiones sin embargo, se detecté una aceleracion de la diferenciacion entre
las 48 y las 72 horas de tratamiento. En estos casos, a las 48 horas de induccién se
contabilizé mas de un 50% de células B+ y a las 72 horas ya se habia alcanzado el

maximo valor de células diferenciadas.
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Tabla V. Porcentaje de células diferenciadas en los transfectantes clk/STY y clk/STY"

células B+

Horas en HMBA

0 24 48 72 96

clk/STY"-C4 2,0 2,2 53,3 82,9 86,8
clk/STY"-F6 0,3 1,0 75,1 96,3 92,9
clk/STY-A11 0,5 1,5 51,3 82,0 88,8
clk/STY-A2 0,4 0,5 47 1 85,5 87,8
pEBBpuro-H5 1,3 0,8 57,5 88,7 93,4
MEL 0,1 0,3 46,0 86,7 95,9

Se cultivé cada una de las lineas transfectantes pEBBpurclk/STY y pEBBpurclk/STYtr en medio
DMEM completo con puromicina y se incubd en presencia de HMBA 5 mM durante 4 dias. Se
tomaron muestras entre las 0 y 96 horas de tratamiento y se estimé en cada caso el porcentaje de
células B+ mediante el ensayo de benzidina. Se utilizd como control un cultivo de células MEL
DS-19 sin transfectar y un cultivo transfectado con el vector pEBBpuro.

En conjunto estos resultados indican que la sobreexpresion de clk/STY vy
clk/STY" produce un efecto que se traduce en una aceleracién de la diferenciacién en
etapas intermedias. No obstante al final del proceso este efecto se diluye y no produce
cambios en el porcentaje total de células diferenciadas que alcanzan valores similares

al observado en la linea parental.

4.4.3. Analisis de la relacion exclusion/inclusion del exén 4 en los transfectantes

clk/STY a lo largo de la diferenciacién inducida.

El efecto de la sobreexpresion de clk/STY sobre el splicing alternativo del exén 4
era uno de los objetivos principales del capitulo de transfectantes estables. La
capacidad de forzar la expresiéon de clk/STY, incluso al final de la diferenciacion, podria
servir para neutralizar la expresion del transcrito truncado, cuya expresion, como se
analizé anteriormente, se incrementa en células diferenciadas. Esto deberia resultar en
una disminucion en el porcentaje de exclusion del exén 4. Se llevaron a cabo ensayos
de RT-PCR a partir de RNA de los clones clk/STY-A11 y clk/STY-A2 a distintos tiempos
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de la diferenciacién utilizando los cebadores clk1-93R y clk1-619FCI como ya
describimos en el apartado anterior 4.2.3. (Figura 28a y b). Tal como se esperaba, se
observé que la banda superior de 527 pb de la isoforma completa prevalecié sobre la
isoforma truncada en células pre-diferenciadas en ambos transfectantes. La intensidad
de las bandas se cuantificod con la ayuda del programa Quantity One (Bio-Rad) y los
datos obtenidos se expresaron como porcentaje del transcrito que excluye el exon 4
frente a la suma de los dos transcritos producto de splicing alternativo del mRNA de
clk/STY (Figura 28c). Estos resultados, aunque similares a los observados en las lineas
parentales, difieren en el porcentaje de la relacion entre ambos transcritos (Figura 17 y
23). El porcentaje de exclusién observado en células MEL fue de aproximadamente un
45%, mientras que en los transfectantes A2 y A11 alcanzaron valores de 15y 1%,
respectivamente (Figura 28c). Esto es una consecuencia natural de la sobreexpresion
de clk/STY exdégeno en cada uno de los transfectantes. Sorprendentemente, a lo largo
de la diferenciaciéon se observdé un aumento progresivo del porcentaje de exclusion del
exén 4, tal como ocurria en células MEL parentales (Figura 17 y 23). El porcentaje de
exclusién al final de la diferenciacién, en los transfectantes A2 y A11, llegd a 48 y 36%,
respectivamente. Estos datos suponen un aumento del 35 y 33% de los valores
iniciales. Por otro lado, se acercan a los valores obtenidos en la linea parental (20% de
aumento de exclusion, Figura 24). Estos resultados nos permiten concluir que la
exclusién del exon 4 esta favorecida a lo largo de la diferenciacion de células MEL, aun
en condiciones de sobreexpresion de la forma completa de clk/STY. La hipdtesis de
una autorregulaciéon de clk/STY a través de sus dos isoformas queda reforzada con

estos resultados.

4.4.4. Estudio de la relacion exclusion/inclusion del exén 4 de clk2, clk3 y clk4 en

transfectantes clk/STY a lo largo de la diferenciacion inducida.

La capacidad de autorregulacion de clk/STY, tal como se sugiere en el apartado
anterior, llevo a pensar que clk/STY podria a su vez regular la expresion de clk2, clk3 y
clk4. Con el objeto de analizar la posible influencia de clk/STY sobre el splicing
alternativo del exén 4 de los otros clks se realizaron ensayos de RT-PCR de los

transfectantes que sobreexpresaban clk/STY. Utilizando el clon clk/STY-A11 a distintos
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Figura 28. Analisis por RT-PCR de los transcritos de clk/STY producto de splicing
alternativo en los transfectantes estables pEBBpurclk/STY. Se sintetizd6 cDNA de cadena
sencilla a partir de RNA de los clones clk/STY-A2 (a) o clk/STY-A11 (b) a distintos tiempos del
tratamiento con HMBA. Se utilizaron los cebadores clk1-93R y clk1-619FCI para amplificar las
zonas adyacentes al exdén 4 de clk/STY. La banda que incluye el exén 4 se indica con (+E4) y
la banda que lo excluye se indica con (-E4). Como control del cDNA cargado en cada uno de
los tiempos se realiz6 una reaccion de PCR para amplificar la proteina gapdh. c) Analisis
cuantitativo del splicing del exén 4 en los clones clk/STY-A2 y clk/STY-A11 a lo largo de la
diferenciacién inducida. Se realizé un analisis densitométrico de la intensidad de las bandas
de los geles a) y b) con la ayuda del programa Quantity One (bio-rad). La exclusién del exén 4
se expresa como porcentaje de la relacion (-E4/ (+E4)+(-E4)).
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tiempos de diferenciacion se construyeron cebadores adyacentes al exén 4 de clk2,
clk3 y clk4: clk2sSmal, clk3-ini y clk4sEcoRI en el extremo 5" y clk2-513, clk3-458 y
clk4-480 en el extremo 3" (Figuras 29a y 30a). Ademas, se cuantifico la intensidad de
las bandas tenidas con bromuro de etidio con la ayuda del programa Quantity One (Bio-
Rad) para obtener el porcentaje de exclusién del exén 4 (Figuras 29a y 30a). Los
resultados obtenidos demostraron que la sobreexpresion de clk/STY modificaba el
porcentaje de exclusion del exdn 4 de clk2 y clk3, al menos, en células pre-
diferenciadas. Asi, en células MEL, los porcentajes de exclusion fueron del 26% en clk2
y del 0,8% en clk3 (Figura 24), mientras que en clk/STY-A11 alcanzaron valores del 40
y 31%, respectivamente. Sin embargo, a lo largo del tratamiento con HMBA el
porcentaje de exclusion se acercé al de la linea parental. En todos los casos se
observé que las isoformas que codifican para la proteina completa superaron a las
formas truncadas (Figura 29). En el caso de clk4, el porcentaje de exclusion del exén 4

fue similar en el clon clk/STY-A11 y en células MEL parentales (Figura 30).
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Figura 29. Andlisis por RT-PCR de clk2 y clk3 en el transfectante clk/STY-A11. Se
sintetizé cDNA de cadena sencilla a partir de RNA del clon clk/STY-A11 a distintos tiempos
del tratamiento con HMBA. Se utilizaron las parejas de cebadores clk2sSmal/clk2-513 y clk3-
ini/clk3-458 para amplificar las zonas adyacentes al exén 4 de clk2 y clk3, respectivamente.
La banda que incluye el exén 4 se indica con (+E4) y la banda que lo excluye se indica con (-
E4). Como control del cDNA cargado en cada uno de los tiempos se realizé una reaccion de
PCR para amplificar la proteina gapdh. b) Analisis cuantitativo del splicing del exén 4 en
clk/STY-A11 a lo largo de la diferenciacion inducida. Se realizd un analisis densitométrico de
la intensidad de las bandas correspondientes a clk2 y clk3 con la ayuda del programa Quantity
One (Bio-rad). La exclusiéon del exén 4 se expresa como porcentaje de la relacion (-E4/
(+E4)+(-E4)).
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Figura 30. Analisis por RT-PCR de los transcritos de clk4 en el transfectante clk/STY-
A11. a) Se sintetizé cDNA de cadena sencilla a partir de RNA de células MEL del clon clk/STY-
A11 a distintos tiempos del tratamiento con HMBA. Se utilizé la pareja de cebadores
clk4sEcoRI/clk4-480 para amplificar las zonas adyacentes al exén 4 de clk4. Como control del
cDNA cargado en cada uno de los tiempos se realizd una reaccién de PCR para amplificar la
proteina gapdh. b) Andlisis cuantitativo del splicing del exdn 4 en clk/STY-A11a lo largo de la
diferenciacion inducida. Se realiz6é un analisis densitométrico de la intensidad de las bandas de
clk4 con la ayuda del programa Quantity One (Bio-rad). La exclusion del exén 4 se expresa
como porcentaje de la relacion (-E4/ (+E4)+(-E4)).
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4.5. clk4: identificacion de un exén adicional que determina una

nueva isoforma.

4.5.1. Descripcion de un exén adicional en el gen clk4.

Como se describio en el apartado 4.3.1., en un intento de clonar el cDNA de
clk4, se amplific6 un fragmento que carecia del exén 4 lo cual, en principio, indujo a
pensar que se trataba del cDNA que codificaba para la proteina truncada. EI cDNA
clonado presentaba ademas un fragmento de 59 pb ausente en la secuencia del mMRNA
descrito previamente por Nayler y colaboradores (Numero de acceso del GenBank:
NM_007714) (Nayler et al., 1997). Con el objeto de determinar si este fragmento
formaba parte del DNA gendémico de clk4, se analizé en el cromosoma 11 de raton la
zona correspondiente al gen. De esta manera se comprobé que el fragmento adicional

de 59 pb formaba parte del intron que separa los exones 2 y 3 de clk4 (Figura 31).

Flll Cromosoma 11 de ratén

i c TR C I

CDNA clk4 (18,60 Kb) &

i N VTN =Y

[ tt ggt gggt gt gggat acct t at aaaat t aaat aggat gcct gt agaattatg
actagcttcttgtttttcatctagatctctgcttcagaccaact gt ct caggce
ctagagt t t aat cct aat agcct cactt gt tt ct ccagaagt t aaggagaact
t gagaat gat gct aggcaat aagaaggcccagcct aaaat agat gccagt ct t
gttgggttgtagtcctagggatgtttctatttctgettaaacaagaacct ggg
aaagaaaat gacagcat at t ct ggggagt gt aaaggggt t ggcgggggcagct
gcagcaacat ct gt cact ccattgcttgtcaggattatttagetgatttgtct

gact gggcaggt gt cccct ct ct cccccagTGCTCCATGT GCATCCCT

CTTGAAGCTTCGCACTCTGTTGAAGAGGACACTCATCCCAG
gt agaggggggat gggaaact gggccgat t gaat ccgtccttttctttccatc
agat caggacact cacct gggat ccat t gact t cct gaggt ccat gaccgt ca
tgaagttcttgccaagttttgtttatgtatttgtat gtttcttggggaaaaag
ggct ct acaact t ccat caggt t ct caaaggagt ct gt agat gcact ggggca
ctagaaaatgctgtttgctgtttcttgggtattttttaagcaagagt cacagg
aaat t aggcaggt agaat gggagggat gt ccacagt cct ggat cctttcttgt
gt ggaaggt ct gt t cacat gt gt t t ggcacact aggcaagcct cagaagt t ct

Figura 31. Representacion esquematica del gen clk4 de ratén. a) Localizacién del gen
clk4 (marcado entre lineas rojas) en el cromosoma 11 de ratén. b) Representacion
esquematica del DNA gendmico de clk4 de ratdn. Los rectangulos rojos representan los
exones codificantes, los rectangulos vacios los exones no codificantes y las lineas rojas los
intrones. En color negro se sefiala el exén 4. ¢) Fragmento de la secuencia del intron 2-3. En
color rojo y con letras mayusculas se marca la secuencia del fragmento adicional de 59 pb
localizada en el interior del intron.
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Por otra parte, se observo que este fragmento estaba flanqueado por secuencias
consenso caracteristicas de los sitios de splicing. Asi, se encontraron secuencias “ag”
de los sitios aceptores en el extremo 3" del intrén 2 y secuencias “gt” de los sitios
donadores en el extremo 5" del intrén 3, que limitan las uniones exoén / intrén. En la
Tabla VI se resumen los datos encontrados en las uniones exon / intron de cada uno de
los exones de clk4, incluyendo el fragmento de 59 pb. Estos resultados, unidos a los
obtenidos por RT-PCR en donde se observaban bandas adicionales (Figuras 23, 30a y
32), sugerian que el fragmento de 59 pb podria conformar un exdn previamente

‘ignorado” y al cual denominamos exon 2a.

Tabla VI. Secuencias consenso de splicing en las uniones exon / intron del gen
clk4 de ratén

Sitio aceptor Tamafo pb Sitio donante
Consenso cag / G AG / gtaagt
Exon 1 tgacgg / CGCGGA 99 GCGGAG / gtgagg
Exén 2 taacag / ATGCGG 161 GGATTG / gtaaat
Exén 2a ccce / TGCTCC 59 TCCCAG / agag
Exén 3 tcgcag / TCACTA 223 CATTCG / gtatga
Exén 4 ttccag / AAGAGC 91 CAAGAT / gtatag
Exon 5 ctttag / ATGAAA 67 CGGCAT / gtaagt
Exén 6 ttcaag / GGATGG 116 TGTICTT / gtaagt
Exo6n 7 ttttag / CCGATG 167 TAAATT / gtaagt
Exén 8 ttgtag / TTTTAC 95 AAAATG / gtaagt
Exon 9 ctctag / AAACGA 130 TTTTGG / gttagt
Exo6n 10 gaatag / CTCTAG 83 TTTCAG / gtatgt
Exén 11 ttttag / ACCCAC 80 GACAAG / gtgggc
Exon 12 ttgtag / GAAACG 91 TTAAAG / gtaaag
Exon 13 ctctag / GAATTT 488 TCTTGA / ccactt

Los nucledtidos que forman parte de los intrones se indican en letras mindsculas. En
mayusculas se indican los nucleétidos pertenecientes a los exones. En rojo se destacan
los nucledtidos 100% conservados en las uniones exén / intrén.
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Para confirmar esta hipotesis se llevo a cabo un analisis “in silico” utilizando una base
de datos desarrollada por Michael Zhang y Adrian Krainer del Cold Spring Harbor
Laboratory, Estados Unidos (http://cgsigma.cshl.org/new_alt_exon_db2/) que permite
predecir la fidelidad y naturaleza de los sitios de splicing. En este caso, se utilizd la
opcidon creada para la prediccion de exones, basada en la comparacion de posibles
sitios de splicing con las secuencias consenso establecidas. Para calcular los valores
correspondientes a los sitios donadores (sitios de splicing 5°) se especificaron 3
nucledtidos en el exdn y 6 nucledtidos en el intrdn. Para calcular los valores de los
sitios aceptores (sitios de splicing 3°) se especificaron 12 nucledtidos en el intréon y un
nucleétido en el exén correspondiente. Un encaje del 100% con el sitio aceptor de
mamiferos “ttttcccag/G” da un resultado de 14,2. Un encaje del 100% para el sitio
donador “AAG/gtaagt” da un resultado de 12,6. El encaje medio para exones
constitutivos es de 7,9 y 8,1 para los sitios 3" y 5°, respectivamente. Los resultados
obtenidos para los distintos exones de clk4, asi como para los de clk/STY, clk2 y clk3

se muestran en la Tabla VII.

Tabla VII. Estudio de las secuencias consenso en los sitios de splicing 3" y 5" de los genes:

clk/STY
Sitios aceptores Sitios donadores

Intrén Exén Encaje Exén Intrén Encaje
Consenso YYYYYy.CCCCC.ag G 14,2 (7,9) A/ICAG gtaagt 12,6 (8,1)
Exén 1 tctgt.ccgca.cc A -18,2 AAG gtaaga 11,3
Exén 2 tgtct.ttcat.ag A 7,6 CAG gtaaga 11,1
Exén 3 tttct.cctct.ag C 9,7 GGG gtatga 55
Exon 4 tgacg.tgtcc.ag A 1,6 GAT gtatag 0,7
Exén 5 cctct.ttttt.ag A 8,9 AGT gtaagt 7,0
Exoén 6 tttct.ttaac.ag G 9,8 TTT gtaagt 5,8
Exoén 7 acgtg.tttat.ag C 2,3 ACT gtaagt 7,0
Exén 8 tactt.tctcc.ag T 8,1 ATG gtgagc 8,3
Exoén 9 tttgc.ttttc.ag A 9,9 TAG gttagt 6,9
Exoén 10 tttgc.tttgc.ag C 9,1 CCG gtaagt 6,5
Exoén 11 ttttt.atttc.ag A 9,8 CAG gtatgt 9,8
Exoén 12 taact.gtttt.ag G 1,3 AAG gtaggc 7,6
Exoén 13 tttct.gtttc.ag G 9,3 TGT ataaag -10,0
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clk2
Sitios aceptores Sitios donadores

Intrén Exén Encaje Exén Intrén Encaje
Consenso YYYVY.CCCccc.ag G 14,2 (7,9) A/CAG gtaagt 12,6 (8,1)
Exén 1 cgctc.acggc.gg C -7.1 ACG gtgagc 8,2
Exén 2 cttcc.tctec.ag A 12,0 AAG gtaaga 11,3
Exoén 3 gttat.ccaac.ag C 4.6 TCA gtgagt 5,9
Exon 4 ccccg.acagc.ag C 3,0 GAT gtacaa 0,7
Exon 5 ctttc.gtttc.ag A 9,2 CAG gtaaca 7,4
Exoén 6 attac.cttac.ag G 7,8 GAA gtaagc 6,6
Exoéon 7 gtctc.tcecce.ag C 9,0 AGT gtgagt 6,8
Exén 8 tctecc.cctge.ag T 10,1 AAG gtaaga 11,3
Exén 9 ctttg.ttcct.ag A 8,6 TGG gtaagg 7,6
Exén 10 tcctec.actac.ag A 9,7 CAG gtaaat 9,0
Exén 11 tttgt.ttctc.ag A 9,6 AAG gtgact 8,7
Exén 12 cttcc.cctec.ag A 12,3 CGG gtgagc 7,9
Exén 13 gccct.ccacc.ag C 59 CTG accccc -26,2

clk3
Sitios aceptores Sitios donadores

Intrén Exén Encaje Exén Intrén Encaje
Consenso YYYVY.CCCCC.ag G 14,2 (7,9) A/CAG gtaagt 12,6 (8,1)
Exén 1 gggga.gtggg.gc C -37,2 ACG gtgagt 10,3
Exén 2 cttgt.ggcct.ag A 2,9 AAG gtgagt 12,4
Exoén 3 cccte.ttgge.ag C 7,3 TCG gtgagt 8,9
Exon 4 cggtg.catgc.ag A 3,8 GAT gtacag 0,5
Exoén 5 tcttt.ctcac.ag A 12,0 CAG gtgagc 10,1
Exoén 6 cctcc.tctat.ag A 9,7 GTT gtgagt 5,9
Exén 7 ctttt.tctct.ag C 10,1 GAT gtaagt 8,2
Exon 8 tccet.ctect.ag T 7,7 AAG gtagac 4.1
Exén 9 ccttg.cctte.ag A 10,2 TTG gtgagt 9,0
Exoén 10 cttga.cttac.ag A 8,1 CAG gtatag 4.9
Exén 11 ggtct.tctgc.ag A 7,6 CAG gtaaga 1,1
Exoén 12 ttgac.tttcc.ag G 8,5 AAG gtcagt 59
Exoén 13 gtcct.tgagc.ag A 3,2 TGA caggtg -23,7
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clk4
Sitios aceptores Sitios donadores

Intrén Exon Encaje Exoén Intréon Encaje
Consenso YYYVYy.CCCCC.ag G 14,2 (7,9) A/CAG gtaagt 12,6 (8,1)
Exén 1 gtagg.gtgac.gg C -14,4 GAG gtgagg 9,9
Exon 2 tctcg.ttaac.ag A 6,8 TTG gtaaat 5,8
Exén 3 atgtg.ttcgc.ag T 3,4 TCG gtatga 52
Exon 4 ttgcc.gttcc.ag A 7,1 GAT gtatag 0,7
Exén 5 ccctt.acttt.ag A 7,3 CAG gtaagt 9,0
Exoén 6 tttgt.tttca.ag G 7,0 GAA gtaagt 6,9
Exon 7 catct.ctttt.ag C 5,7 AGT gtaagt 71
Exén 8 tttcc.gttgt.ag T 5,6 AAG gtaagt 10,6
Exoén 9 ttgtg.tctct.ag A 7,3 TGG gttagt 4.7
Exoén 10 tgttt.tgaat.ag C 2,3 CAG gtatgt 9,8
Exoén 11 aatgt.ttttt.ag A 2,5 AAG gtgggc 7,3
Exoén 12 tttct.cttgt.ag G 10,7 CGG gtaaag 7,8
Exén 13 cctca.cctct.ag G 8,7 TGA ccactt -21,6

Datos obtenidos al introducir las secuencias aceptoras y donadoras de los intrones y exones de
clk/STY, clk2, clk3 y clk4 de ratdn en el programa desarrollado por M. Zhang y A. Krainer para la
prediccién de exones. Las filas marcadas en gris corresponden al exén 4. En clk4 incluimos el
exén 2a (marcado en azul) correspondiente al fragmento de 59 pb descrito en el apartado anterior.

Los valores obtenidos para el exén 2a fueron de 10,3 y 4,5, en los sitios 3"y 57,
respectivamente. Estos resultados, que se acercan significativamente a los valores
consenso, refuerzan la existencia de esta nueva isoforma de clk4.

Por otra parte, los valores obtenidos para el exén 4, especialmente para el sitio
donador, son relativamente bajos lo cual indica que se trata de sitios de splicing
débiles. Esto mismo ocurre con el exén 4 de clk/STY, clk2 y clk3, en estos casos tanto
para los sitios donadores como aceptores (Tabla VII). Por ultimo, para todos los clks los
sitios aceptores del primer exon y los sitios donadores del ultimo mostraron, como era

de esperar, valores negativos ya que carecen de secuencias consenso.
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4.5.2. Splicing alternativo del exon 2a de clk4.

Las RT-PCR de clk/STY, clk2, clk3 y clk4 permitieron comprobar la presencia de
2 isoformas que incluyen/excluyen el exén 4 como consecuencia del splicing alternativo
de dicho exdn. La presencia de bandas adicionales observadas al amplificar clk4, aun
en condiciones de maxima astringencia (Figuras 23 y 30), unido a la identificacion del
exon 2a, segun se analizo en el apartado anterior, llevaba a predecir también el splicing
alternativo del exén 2a. De acuerdo a las predicciones, podrian existir 4 isoformas
segun incluyeran o excluyeran los exones 2a y 4. En la Figura 32 se muestra un
esquema de las 4 isoformas posibles y los resultados de una reaccién de RT-PCR que
confirman la existencia de las mismas. Cuando se utilizaron los cebadores clk4sEcoRI
y clk4-480 que amplifican la zona comprendida entre el codén ATG de iniciacién y una
zona adyacente al exon 4, se observaron 4 bandas correspondientes a las 4 isoformas

posibles (esquema Figura 32).

2a 4
> <
527 pb I ' (- 2a +4) 536 pb
I '« (+2a-4) 504 pb
404 pb

Figura 32. Analisis por RT-PCR de los transcritos de clk4, producto de splicing
alternativo de los exones 2a y 4. Se sintetiz6 cDNA de cadena sencilla a partir de RNA de
células MEL. En la reaccion de PCR se utilizaron los cebadores clk4dsEcoRI (cabeza de flecha
amarilla) y clk4-480 (cabeza de flecha roja). Las barras representan los cuatro transcritos de
clk4, producto del splicing alternativo de los exones 2a y 4.

Para corroborar los resultados anteriores, se llevaron a cabo amplificaciones
utilizando como cebadores secuencias que solapan con el exén 2a. Se utilizé en el
extremo 5 el cebador clk4-181 que anilla con una secuencia de 21 pb del exdn 2ay en
el extremo 3" los cebadores clk4-365Rv o clk4-480 que anillan con una secuencia

anterior y posterior al exon 4, respectivamente (Figura 33). En la reaccion de PCR
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(clk4-181/clk4-480) se observaron 2 bandas cuyo tamafo variaba en 91 pb, el tamafo
correspondiente al exdn 4. La banda superior corresponde a la isoforma del mRNA de
clk4 que contiene los dos exones (2a y 4), mientras que la banda inferior corresponde a
la isoforma que soélo incluye el exdn 2a. En la reaccidén de PCR (clk4-181/clk4365Rv) se
resolvié una sola banda que corresponde a la Unica isoforma posible. Estos resultados
permitieron corroborar que el mMRNA de clk4 sufre splicing alternativo de los exones 2a

y 4, produciendo cuatro isoformas distintas.

>4 >
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Figura 33. Andlisis por RT-PCR de los transcritos de clk4 producto de splicing
alternativo del exén 4. Se sintetiz6 cDNA de cadena sencilla a partir de RNA de células MEL
tratadas con HMBA durante 72 horas. En las reacciones de PCR se utilizaron, en sentido 37,
el cebador clk4-181 (cabeza de flecha verde) y en sentido 5° los cebadores clk4-480 (cabeza
de flecha roja) y clk4-365Rv (cabeza de flecha blanca). Las barras representan los cuatro
transcritos de clk4 producto del splicing alternativo del exon 4.

4.5.3. Prediccion de los distintos productos derivados de las isoformas de clk4.

El splicing alternativo del exon 4 de clk4 da lugar a una proteina activa o a una
proteina truncada, segun se excluya o incluya dicho exén, fendbmeno comun a todos los
clks. Segun se ha comprobado en los apartados anteriores, el exdn 2a podria sufrir
también splicing alternativo (Figura 33). Con el objeto de predecir las posibles proteinas
resultantes de las 4 isoformas de clk4 llevamos a cabo un analisis “in silico” utilizando
el programa Gene Construction Kit 2 (Figura 34). Segun estas predicciones, si sélo
estuviera presente el exon 4, la inclusion o exclusién del mismo daria lugar a la
proteina clk 4 completa de 481 aa o a la proteina truncada de 134 aa (Figura 35). Si se
incluyera el exdn 2a se obtendria una proteina de 77 aa, debido al cambio en el marco

de lectura que generaria un codon de terminacion prematuro. Por lo tanto, siempre que

67



Resultados

se incluyera el exon 2a, tanto si estuviera o no incluido el exén 4, se obtendria una
proteina truncada. Sin embargo, analizando la secuencia de clk4 hemos identificado
otro posible sitio de iniciacién de la traduccion (AUG-2) que esta ubicado precisamente
dentro del exén 2a. En este caso, la inclusion de ambos exones daria lugar a una
proteina clk4 que conservaria el dominio quinasa completo. El dominio N-terminal
perderia 55 aa comparado con la isoforma (—2a +4), y ganaria 18 aa codificados en el
exén 2a. La inclusion, unicamente, del exdn 2a daria lugar en este caso, a una proteina

truncada de 98 aa.

AUG-1 AUG-2
B B EEIE -
> 444 aa
— 77 aa
BRI oo
> 481 aa
B I EEIE o
—

77 aa

98 aa
HTERTEE -
— 134 aa

Figura 34. Diagrama de las isoformas de clk4 producto de splicing alternativo de los
exones 2a y 4. Los exones se representan en colores alternados verde y marrén
exceptuando el exdn 2a, en color azul, y el exdn 4, en color negro. Las flechas representan
las proteinas simuladas con el programa Gene Construction Kit, utilizando los codones de
iniciacion AUG-1 (primer triplete del exdn 2) y AUG-2 (en el interior del exén 2a) en cada una
de las isoformas.

Estas 4 isoformas se han descrito a nivel de mRNA (Figura 32) en donde se ha
observado la preponderancia de las formas (—2a +4) y (-2a -4). Las isoformas que
incluyen el exdén 2a, por lo tanto, son minoritarias en células MEL. A nivel de expresion
proteica es posible que las proteinas que conservan el dominio quinasa (-2a +4) y (+2a
+4) sean viables mientras que las formas truncadas pasarian a ser blanco de alguna

ruta de degradacion.
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4.6. Regulacion del splicing alternativo del exén 4 de la familia clk y

del exon 2a de clk4.

4.6.1. Anadlisis de la relacion exclusion/inclusion del exon 4 de clk/STY, clk2, clk3

y clk4 en células MEL y MEL-R tratadas con cicloheximida.

En los apartados anteriores se demostrd que clk/STY y clk4 regulan el splicing
de sus transcritos a lo largo de la diferenciacion de células MEL. Recientemente, se
observo que clk/STY remodelaba su patron de splicing bajo condiciones de stress en
células PC12 (Menegay et al., 2000). Con el objeto de estudiar si se producia un efecto
similar en células MEL se realizaron ensayos de RT-PCR en células MEL y MEL-R
tratadas con cicloheximida, un inhibidor de la sintesis de proteinas. Como molde de la
reaccion de PCR se sintetiz6 cDNA de cadena sencilla a partir de RNA de células MEL
y MEL-R no tratadas y tratadas durante 6 horas con cicloheximida. En la reaccién de
PCR se utilizaron cebadores que anillan a secuencias adyacentes al exén 4 (clk1-93R,
clk2sSmal, clk3-ini y clk4sEcoRlI) en el extremo 5" y (clk1-619FCl, clk2-513, clk3-458 y
clk4-480) en el extremo 3" (Figura 36). No se observaron cambios significativos en la
relacion de los transcritos que incluyen o excluyen el exén 4 en clk/STY y clk4, aunque
se aprecio un incremento de la expresion total, especialmente en células MEL en
presencia de cicloheximida. Por el contrario, se observé un aumento considerable de
las isoformas que codifican para la proteina truncada en clk2 y clk3. Estos resultados
llaman especialmente la atencion, ya que tanto en clk2 como en clk3, el transcrito que
excluye el exdn 4 es minoritario y en ocasiones indetectable (Figuras 23 y 29). Estos
resultados ponen en evidencia las diferencias entre clk2-clk3 y clk/STY-clk4, cuya
respuesta ante, en este caso, la cicloheximida resulta ser un cambio significativo en los
productos del splicing alternativo. En general, y esto se aprecia mejor en clk2 y clk3, la
cicloheximida estabiliza o potencia los mMRNAs que codifican para las proteinas

truncadas (Sureau et al., 2001).
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Figura 36. Analisis por RT-PCR de la expresion de las isoformas producto de splicing
alternativo de clk/STY, clk2, clk3 y clk4 en células MEL y MEL-R tratadas con
cicloheximida. Se sintetizd cDNA de cadena sencilla a partir de RNA de células MEL y MEL-R
no tratadas (-) o tratadas con cicloheximida (CHX) durante 6 horas (+). Se utilizaron los
cebadores clk1-93R/clk1-619FCl, clk2sSmal/clk2-513, clk3-ini/clk3-458 y clk4sEcoRl/clk4-480
para amplificar las zonas adyacentes al exén 4 de a) clk/STY, clk2 y clk3 y b) clk4. Como
control del cDNA cargado se amplifico una secuencia del gen gapdh.
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4.6.2. Localizacion de sitios de unién a la proteina PTB adyacentes al exén 4 de
clk/STY, clk2, clk3 y clk4 y del exén 2a de clk4.

Tal como se ha demostrado en numerosas ocasiones, las secuencias consenso
en los sitios de splicing son imprescindibles, aunque no suficientes, para llevar a cabo
de manera eficiente el splicing constitutivo y/o alternativo (Smith and Valcarcel, 2000).
La informacidon adicional necesaria proviene de un aparente equilibrio entre factores
silenciadores (ESS, exonic splicing silencers) y factores potenciadores del splicing
(ESE, exonic splicing enhancers) (ver introduccion). Entre las proteinas silenciadoras o
inhibidoras del splicing alternativo se encuentra la proteina PTB que es una de las
proteinas mejor reconocidas actualmente por su capacidad de regulacién negativa
(Valcarcel and Gebauer, 1997). El numero de genes cuyo splicing alternativo esta
regulado por PTB es considerable e incluye genes como la B-tropomiosina (Mulligan et
al., 1992), GABA y2 (Liu et al., 2002), c-src (Chan and Black, 1997), a-actina (Southby
et al., 1999), fibronectina (Norton, 1994) y caspasa-2 (Cote et al., 2001), entre otros.
Con el objeto de determinar si el exén 4 de las proteinas clks y el exén 2a de clk4
constituian posibles blancos para la accion de PTB llevamos a cabo un analisis “in
silico” para identificar la presencia de sitios consenso de union a dicha proteina. En la
Figura 37 se representa esquematicamente, y a escala, la zona gendmica comprendida
entre los exones 3 y 5 de cada uno de los miembros de la familia clk y en la Figura 38
se representa la zona genomica comprendida entre los exones 2 y 3 de clk4.
Analizando las secuencias, se pudo comprobar que los intrones que flanquean al exén
4 de cada uno de los clks, asi como los intrones que flanquean al exén 2a de clk4,
contenian gran cantidad de sitios consenso para la union a PTB (sitios “tctt" y en menor
importancia “ttctc” y “tcttc”). Por otra parte, se observd que en la mayoria de los casos,
estos sitios consenso estaban a su vez inmersos en regiones de polipirimidinas,
condicion que favorece especialmente la union de PTB (Figura 39). Se pudo comprobar
ademas la presencia de secuencias consenso, que por su composicion y ubicacion,
reunian las caracteristicas apropiadas para ser tratadas como posibles branch points.
Estas tres caracteristicas: la presencia de sitios optimos para la union de PTB, que
estos sitios estén inmersos en regiones de polipirimidinas y la presencia de un “branch
point’ cercano al sitio aceptor de splicing, en conjunto, reflejan un entorno muy

favorable para la actuacion de PTB.
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Estos resultados sugieren, por lo tanto, una posible participacion de la proteina
PTB en la regulacién del splicing alternativo del exén 4 de clk/STY, clk2, clk3 y clk4 y

del exén 2a de clk4.

E3 || " ” E4 E5
: clk/STY
T 1 1 }M"H]
E3 E4 E5
| ,,I:I__Hﬂ] clk2
I
E3 E4 ES5
I"N I w-+- clk3
| __'H
E3 | || I || E4 E5
RIRL '“'H"‘ clk4

Figura 37. Representacion esquematica de la localizacion de los sitios consenso para la
union a PTB en los intrones que flanquean al exén 4 de clk/STY, clk2, clk3 y clk4. Los
rectangulos vacios representan los exones 3, 4 y 5 (E3, E4 y E5) de clk/STY, clk2, clk3 y clk4.
Las lineas negras representan los intrones. Las barras verticales rojas representan la
ubicacion de los posibles sitios consenso para la unién a PTB (“tctt” y “ttctc”). Los posibles
sitios consenso correspondientes al branch point se representan con barras azules.

clk4
E2 E2a E3

-

Figura 38. Representacion esquematica de la localizacion de los sitios consenso para la
union a PTB en los intrones que flanquean el exén 2a de clk4. Los rectangulos vacios
representan los exones 2, 2a y 3 (E2, E2a y E3) de clk4. Las lineas negras representan los
intrones. Las barras verticales rojas representan la ubicacion de los posibles sitios consenso
para la unién a PTB (“tctt” y “ttctc”). Los posibles sitios consenso correspondientes al branch
point se representan con barras azules.
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b CTATTATCTGGAAAGCAGATCCATAAATGAGAAAGCTTATCATAGTCGA
CGCTATGTTGATGAATACAGGAAT GACTACAT GGGCTACGAGCCAGGGC
ATCCCTATGGAGAACCTGGAAGCAGATACCAGATGCATAGTAGCAAGTC
CTCTGGTAGGAGT GGAAGAAGCAGT TACAAAAGT AAACACAGGAGTCGC
CACCACACTTCGCAGCACCATTCACACGGGgtatgagtgccttttaaacgtt
ctgaaaggttttatttcccatggagaacaggaaacagttttgtgtttgagaaaatt
tcaagataaaagtcatcacaactctaccttgcaggagtattcttttagtatttgtyg
tattacataagaaattcatgaaaatagtgatatttagttctgtaatgataggaaag
attgtcttaatgctattccaagaaatactattttgataaattgtcagtttgttcca
aggaattaggtatttttgtgttagggttagttatgacttattaacatgtgtaaatt
tttttcctcattaagttacagatttgaagttagtgttttcatgtattaatttggaa
atctatcagataacattttaaatgttatagtgttatataccttttttttccecttee
caaattagggctatcattttatttactattttaatatatattttctttattagtta
ggccaaatcttaatttggccacagggtactaaagtaaatactacattctacagttt
tgtagtatgaatttaggacactatgtttgagtgaatgccacagataagttttgttt
tgttttttaagaagaaaagcaaatgtgtttatgttttgttgacttaccactttgag
tatcttatctgaaaatctgttccttgccatgtttttctecctgttaacataaactat
gtgccctgtgaatttctggggactgaatttgaaattgctcctgecaaccgtttgtg
gcctggcgtgtatctgaatatctcceccgcectgaatgaatttegtattectgecctgaa
ttcactcgggtgtattgAttggctggatgatgttggtgctggtgeccgcccacttga
cgtgtccagAAGAGT CACCGAAGGAAAAGAT CGAGGAGT GTAGAGGAT GA
TGAGGAGGGT CACCTGATCT GT CAGAGT GGAGACGTACTAAGT GCAAGA
Tgtatagaatatttttcaacacttatttacttttcagataacataatctatatgta
tatatagattaaagtttcagggatttggaaatctttttctttcttttttttetttt
tttttttgctttcatttcttttggtgggaggggattgtctttgectttctttgaagt
tttaatattaaattccacagcagtaaatcaagttaatgaaattagtctgagaatga
aattagatctaagaatagttgtatgttttttggatggtgttggctgataagtaatt
aatgataaggaaatttgcagcatcacctagaataatctgcattgAtaatacttata
agtacattgttctcatttcctgttatgaataataattattcctettttttagATG
AAATTGTTGATACTTTAGGT GAAGGTGCTTTCGGAAAAGT GGTGGAATG
CATCGATCATAAAGT

Figura 39. Localizacién de los sitios consenso para la unién a PTB en los intrones que
flanquean al exén 4 de clk/STY. a) Los rectangulos vacios representan los exones 3,4y 5
(E3, E4 y E5) de clk/STY. Las lineas negras representan los intrones. Las lineas verticales
rojas representan los posibles sitios consenso para la unién a PTB (“tctt” y “ttctc’). Los
posibles sitios consenso correspondientes al branch point se representan con barras azules.
b) Secuencia del fragmento comprendido entre los exones 3 y 5 del gen clk/STY. La
secuencia nucleotidica de los exones se indica con letras mayusculas y la de los intrones con
letras minusculas. Los posibles sitios consenso para la unién a PTB se marcan en rojo, se
subrayan los sitios consenso inmersos en regiones de pirimidinas.
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4.6.3. Localizacion de sitos de unién a proteinas SR.

De la misma manera que proteinas como PTB ejercen una regulacion negativa
sobre el splicing alternativo, existen elementos reguladores positivos (ESEs), capaces
de interactuar y neutralizar la acciéon de las primeros (ver revision (Caceres and
Kornblihtt, 2002)). En la mayoria de los casos se trata de proteinas SR cuyos sitios de
unién se ubican preferentemente en los exones alternativos y/o constitutivos
(Blencowe, 2000). Con el objeto de localizar posibles sitios de unién a proteinas SR
que podrian funcionar como potenciadores del splicing (ESE) se utilizé la base de datos
ESEfinder (http://exon.cshl.edu/ESE) desarrollada por Michael Zhang y Adrian Krainer
del Cold Spring Harbor Laboratory, Estados Unidos (Cartegni et al., 2003). Se llevo a
cabo un analisis de los exones 3, 4 y 5 de clk/STY, clk2, clk3 y clk4 y del exén 2a de
clk4 para identificar posibles sitios de unién a proteinas SR, concretamente a SF2/ASF,
SC35, SRp40 y SRp55. Se utilizaron valores umbrales, por encima de los cuales el
valor de una determinada secuencia es significativo. Con el objeto de establecer
condiciones mas restrictivas se utilizaron valores superiores a los establecidos por
defecto en el progama ESEfinder, (Tabla VIII). Los resultados se representan en la
Figura 40.

Tabla VIll. Valores umbral de los motivos ESEs

Valores umbral Valores seleccionados
SF2/ASF 1.956 2.956
SC35 2.383 3.383
SRp40 2.670 3.670
SRp55 2.676 3.676

Los resultados obtenidos indicaron un predominio de posibles sitios de unién a
proteinas SR en los exones 3 y 4 de todos los clks. La presencia de un numero mayor
de sitios en el exdn 3 se debe, probablemente, al mayor tamafio del exon. Se observo,
por otra parte, una preponderancia de posibles sitios de union a la proteina SF2/ASF
en el exdn 4 de todos los clks asi como en la region 3" del exdén 3 de clk2, lo cual

indicaria una afinidad especial para esta proteina. Estos resultados, en conjunto,
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resaltan la presencia de un numero significativo de ESEs en el exdn alternativo 4 de
todos los clks. Estos datos, sin embargo, son sélo indicativos y es necesario avalarlos
con datos experimentales que confirmen la unién de las proteinas SR. No obstante, de
confirmarse la union de las proteinas SR especialmente SF2/ASF, es posible sugerir
que éstas podrian competir con potenciales silenciadores como PTB en un equilibrio

que, en este caso, resultaria en la exclusiéon o inclusion del exon 4.
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Figura 40. Representaciéon grafica de posibles secuencias ESEs en los exones 3,4y 5
de clk/STY, clk2, clk3 y clk4 y en el exon 2a de clk4. Se analiz6 la secuencia de a) los
exones 3, 4 y 5 de clk/STY, clk2, clk3 y clk4 y b) del exén 2a de clk4 mediante el programa
informatico ESEfinder para localizar posibles sitios de unién a las proteinas SRp55, SF2/ASF,
SRp40 y SC35 utilizando como umbral los valores indicados en la tabla VIII.
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4.7. Localizacion y distribucion de las proteinas SC-35, clk/STY y
clk/STY".

La familia de proteinas clk es capaz de fosforilar proteinas SR y al mismo
tiempo, probablemente relacionado con el nivel de fosforilacién, modular la localizacién
de las mismas (Colwill et al., 1996b; Duncan et al., 1997; Lai et al., 2003; SaccoBubulya
and Spector, 2002). En un estado de hipofosforilacion las proteinas SR, y otros
componentes de la maquinaria de splicing, se concentran en el nucleo en estructuras
conocidas como “speckles” (Misteli, 2000). Desde aqui, las distintas proteinas pueden
ser reclutadas a los sitios transcripcionalmente activos si se produce un cambio en el
estado fosforilativo. En estos casos, los speckles desaparecen observandose un patrén
nuclear difuso. El objetivo de este apartado fue analizar el patrén de localizacién que
presenta clk/STY en células MEL pre-diferenciadas y diferenciadas. Se estudio
previamente la localizacién de una de las proteinas SR que sirven de sustrato a
clk/STY, en este caso SC-35, que co-localiza con clk/STY (Colwill et al., 1996a; Dostie
et al., 2000; SaccoBubulya and Spector, 2002). Se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica con un anticuerpo monoclonal anti-SC-35 especifico de ratén. En
la Figura 41 se observan los resultados de células MEL tratadas con DAPI y anti-SC-
35. Se comprobd6 que SC-35 se localiza exclusivamente en el nucleo celular siguiendo

un patron difuso y homogéneo.

DAPI anti-SC-35 Superposicion

Figura 41. Localizacion de la proteina SC-35 en células MEL. Se incubaron células MEL
pre-diferenciadas con un anticuerpo monoclonal anti-SC-35. Se tifieron los nuicleos con DAPI
y se capturaron las imagenes en un microscopio Zeiss con camara CCD.

4.7.1. Localizacion de SC-35 en células MEL y MEL-R.

Se llevé a cabo un estudio comparativo de la localizacion de SC-35 en células

MEL indiferenciadas, diferenciadas y en la linea celular resistente MEL-R (Figura 42).
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En este caso se utilizé microscopia confocal y el anticuerpo monoclonal anti-SC-35. Se
observo que SC-35 se distribuia por todo el nucleo, abarcando zonas de acumulacion
mas 0 menos densas mezcladas con areas difusas. Las areas densas que concuerdan
con la definicién de los speckles son relativamente mas abundantes en células MEL
diferenciadas (Figuras 42b y e). En estos casos, tanto en cultivos de células MEL como
de MEL-R, se observé una localizacion de SC-35 concentrada en zonas densas, mas o
menos aisladas (Figuras 32 b, e, c y f) (Dostie et al., 2000; Mintz and Spector, 2000).
Como se observdé en los ensayos de RT-PCR (Figura 36), el tratamiento con
cicloheximida potencia la presencia de la isoforma truncada de clk/STY produciéndose
una mayor proporcion de SC-35 desfosforilada. Cuando la proteina SC-35 se encuentra
hipofosforilada se localiza preferentemente en speckles como puede observarse en las

imagenes de las Figuras 43b y f en células MEL diferenciadas o0 43d y h en MEL-R.

MEL indiferenciadas MEL diferenciadas MEL-R

-- c

Figura 42. Localizacion de SC-35 en células MEL prediferenciadas, diferenciadas y
MEL-R. Se fijaron, permeabilizaron e incubaron células MEL prediferenciadas (a y d), MEL
diferenciadas (b y €) y MEL-R (c y f) con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-SC-35, como
se describe en materiales y métodos. Las imagenes se capturaron mediante microscopia
confocal.
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MEL MEL-R
CHX - + - +

Figura 43. Localizacion de SC-35 en células MEL y MEL-R tratadas con cicloheximida.
Se fijaron y permeabilizaron células MEL no tratadas (a y e), tratadas con cicloheximida (b y f)
y células MEL-R no tratadas (c y d) y tratadas con cicloheximida (d y h). Las muestras se
incubaron con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-SC-35. Las imagenes se capturaron
mediante microscopia confocal.

4.7.2. Localizacion de SC-35 y CLK/STY en transfectantes estables
PEBBpurclk/STY.

Con el objeto de estudiar la localizacién y organizacién celular de SC-35 y
clk/STY en los transfectantes estables pEBBpurclk/STY se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica utilizando los anticuerpos monoclonales anti-SC-35 y anti-HA, este
ultimo para detectar la proteina de fusion clk/STY-HA. Se llevo a cabo el analisis con el
clon clk/STY-A11, previamente analizado a nivel de expresién de mRNA y proteina.
(apartados 4.4.1. y 4.4.4)). En la Figura 44 se muestran los resultados de células
indiferenciadas (0 horas) y diferenciadas (tratadas con HMBA durante 96 horas). Se
comprobé que, tal como sucede con SC-35, la localizacion de clk/STY es
exclusivamente nuclear. En células prediferenciadas, la distribucién sigue un patrén
difuso mezclado con zonas mas o menos densas, excluyendo las zonas nucleolares.
Ambas proteinas co-localizan en su mayor parte, tal como se observa cuando se

superponen las imagenes.
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anti-HA

anti-HA

Figura 44. Localizacion de CLK/STY y SC-35 en el clon clk/STY-A11. Se fijaron,
permeabilizaron e incubaron células del clon clk/STY-A11 no tratadas (a) y tratadas con
HMBA durante 96 horas (b) con los anticuerpos monoclonales anti SC-35 de ratén y anti HA
de rata tal como se describe en materiales y métodos. Las imagenes se capturaron mediante

microscopia confocal.

clon clk/STY-A11
0 horas con HMBA

anti-SC-35

clon clk/STY-A11
96 horas con HMBA

anti-SC-35

Superposicion

Superposicion
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El patron observado en células diferenciadas (96 horas) coincide con la definicion de

speckles, observandose de nuevo que ambas proteinas co-localizan.

4.7.3. Localizacién celular de las proteinas CLK/STY, CLK/STY" y SC-35 en
células MEL DS-19.

Los speckles se han descrito como estructuras dinamicas que responden a los
niveles de transcripcion mediados por la RNA pol Il en el nucleo. Las proteinas SR que
se almacenan en los speckles, son reclutadas a los sitios de transcripcidn, proceso que
a su vez depende del grado de fosforilacién de las SR. De esta manera, la actividad
quinasa de clk/STY, en este caso, puede inducir la disociacion de SC-35 de los
speckles a los sitios de transcripcion (Colwill et al., 1996b; Duncan et al., 1997;
SaccoBubulya and Spector, 2002). En este apartado se describen los experimentos
que se llevaron a cabo para comprobar la influencia de clk/STY o clk/STY" sobre la
localizacion de SC-35. Se transfectaron transitoriamente células MEL con los vectores
de expresion pEGFP-clk/STY y pEGFP-clk/STY" que expresaban las proteinas
CLK/STY y CLK/STY" unidas a la proteina EGFP en el extremo N-terminal. Debido a la
baja eficiencia de transfeccién transitoria que se observa en células en suspension se
cuantific6 previamente, mediante citometria de flujo, el porcentaje de células
transfectadas que expresaban las proteinas de fusion EGFP-clk/STY y EGFP-clk/STY"
obteniéndose alrededor de 8-30% de células transfectadas. En la Figura 45 se
observan algunos ejemplos de los resultados obtenidos. La sobreexpresion de clk/STY
provoca una localizacion difusa de SC-35 asi como de la misma clk/STY (Figura 45d y
e). Cuando se superponen las imagenes se puede comprobar que ambas proteinas co-
localizan. Por otra parte, la sobreexpresion de clk/STY" induce la localizacién de ambas
proteinas en speckles. Estos resultados corroboran los obtenidos previamente en otros
laboratorios en células A-431, 293T y COS-1 (Colwill et al., 1996b; Duncan et al., 1997;
SaccoBubulya and Spector, 2002) apoyando la relacion sugerida entre grado de
fosforilacion de los factores de splicing y localizacion nuclear. Es interesante sefalar
que, en este caso, clk/STY", a pesar de ser un posible blanco para alguna ruta de
degradacion, se comporta como una proteina viable, capaz de interactuar e influir sobre
SC-35.
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Figura 45. Ensayo por inmunohistoquimica de células MEL transfectadas
transitoriamente con los vectores pEGFP-C1, pEGFP-clk/STY, pEGFP-clk/STYY. Se
fijaron y permeabilizaron células MEL transfectadas con los vectores pEGFP-C1 (a, b y c),
pEGFP-CLK/STY (d, e y f) y pPEGFP-CLK/STYY (g, h y i). Se incubaron las muestras con un
anticuerpo monoclonal de ratén anti-SC-35 como se describe en materiales y métodos. Las
imagenes se capturaron mediante microscopia confocal.




5. Discusion




Discusion

5.1. CIk/STY y la determinacion eritropoyética.

La caracterizacibn de genes involucrados en la determinacion del estado
diferenciado ha sido objeto de numerosos estudios. Desde finales de los afios 80,
cuando Harold Weintraub y colaboradores identificaron el gen Myo D como un “gen
maestro” (“master gene”) capaz de regular la expresion de genes especificos del tejido
muscular (Weintraub et al., 1991), varios fueron los intentos encaminados a identificar
los “genes maestros” de otros linajes celulares. Sin embargo, los resultados obtenidos
parecian indicar que la determinacion celular era un proceso complejo cuya regulaciéon
implicaba mucho mas que un unico gen regulador. Actualmente, se cree que la
determinacién viene dada por la accion combinada de algunos factores de transcripcion
especificos asi como de éstos y varios factores constitutivos que, en un fino equilibrio
cuantitativo, dan lugar a uno u otro linaje celular (Cantor et al., 2002; Cantor and Orkin,
2002; Shivdasani and Orkin, 1996). Un ejemplo en este sentido lo constituye la
exquisita proporcion que debe existir entre los factores hematopoyéticos GATA y PU.1
para determinar la diferenciacién eritroide o mieloide (Rekhtman et al., 2003; Rekhtman
et al., 1999; Zhang et al., 2000).

La determinacidon celular no obstante, parece no acabar en este equilibrio. La
secuenciacion del genoma humano puso en evidencia que el numero de genes
contabilizado, mucho menor al esperado, no concordaba con la gran variedad proteica
demostrada, ineludible por otro lado, para lograr la complejidad de un organismo
superior (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). Estos datos resaltaron la importancia
del splicing alternativo que llevan a cabo un gran numero de genes y que generan un
mecanismo de expansién génica a partir de un unico producto. De hecho, hoy se cree
que mas del 60% de los genes humanos experimentan un splicing alternativo cuyo
resultado consiste en diferentes isoformas que se expresan en momentos
determinados del desarrollo o en distintos linajes celulares (Lewis et al., 2003). Esto ha
llevado a sugerir que el splicing alternativo constituye, en definitiva, un nivel de
regulacion de la expresion génica.

En la presente tesis doctoral hemos intentado abordar algunos de los aspectos
de la diferenciacién celular utilizando como modelo la diferenciacion eritroide de las
células MEL. Durante la busqueda de genes reguladores, positivos o negativos, que

intervienen directa o indirectamente en el proceso de diferenciacion hemos identificado
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y caracterizado el gen que codifica para la proteina quinasa clk/STY. La proteina
clk/STY ha sido involucrada en el splicing del mRNA a través de su capacidad de
fosforilar las proteinas SR. A lo largo de la diferenciacién clk/STY se expresa a traveés
de dos transcritos, uno que da lugar a una proteina cataliticamente activa y otro a una
forma truncada. Nuestros experimentos demostraron que la forma activa predomina en
células prediferenciadas y que, a medida que las células se diferencian, se produce un

cambio de tendencia y es finalmente la forma truncada la mayoritaria (Figuras 17 y 23).

5.2. Cambios en la expresion de clk/STY.

Nuestros resultados iniciales indicaron que clk/STY se activa a lo largo de la
diferenciacion. Los estudios en Northern blot dejaron claro que la activacion culmina en
una maxima expresion a los 5-6 dias de tratamiento con el agente inductor. De los dos
transcritos detectados (Figuras 11 y 12) el de 3,2 Kb coincidia con el transcrito
inmaduro observado por Duncan y colaboradores (Duncan et al., 1995). La presencia
de transcritos inmaduros, que generalmente tienen una vida media muy corta, sigue
siendo una incdgnita, aunque se ha sugerido que podria estar relacionado con
cantidades limitantes de factores de splicing (Scott et al., 1990). La banda
correspondiente al transcrito de 1,8 Kb que en Northern blot presentaba una apariencia
difusa, estaba compuesta en realidad por dos transcritos de 1,8 y 1,7 Kb,
respectivamente, tal como se comprobé mediante los experimentos de RT-PCR
(Figuras 17 y 23). La activacion de clk/STY a lo largo de la diferenciacion de células
MEL es un hecho novedoso y llamativo, en tanto que una gran proporcion de genes
tiende a inactivarse en las etapas mas tardias debido a una salida del ciclo celular
(Hsieh et al., 2000; Matushansky et al., 2000; Zhu and Skoultchi, 2001) y a una
inactivacion general que caracteriza al fenotipo eritroide maduro (Orkin, 1995; Richon et
al.,, 1989; Vanegas et al.,, 1997; Vanegas et al., 2003; Yamada et al.,, 1997). La
activacion de una proteina quinasa como clk/STY durante las etapas tardias de la
diferenciacion, cuando la tendencia es a la inactivacién de una gran parte del proteoma,
sugiere que la misma podria cumplir un papel relevante durante la diferenciacion.

Por otro lado, tal vez lo mas importante de estos resultados no sea la expresion
total de clk/STY, sino la proporcién de los transcritos 1,8 y 1,7 Kb observada en cada

momento. Mientras que la isoforma cataliticamente activa es la mayoritaria en células
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prediferenciadas y durante las primeras etapas de la diferenciacion, se observa un
marcado cambio de tendencia al final de la misma. Durante estas etapas, aunque
coexisten ambas isoformas, siempre predomina el transcrito de 1,7 Kb (Figuras 17 y
23). Estos resultados podrian deberse en parte a una reaccidn como respuesta al
agente inductor. Balduc y colaboradores demostraron que el DMSO afecta a la
seleccion de los sitios de splicing en extractos nucleares de células HelLa (Bolduc et al.,
2001). Los autores sugieren que el DMSO favorece las interacciones ionicas entre
factores de splicing que contienen dominios RS y, como consecuencia, se produce una
mayor activacion de las proteinas SR. En nuestro caso, la seleccion de los sitios de
splicing de clk/STY no parece estar influido por la accion del HMBA. Los resultados
obtenidos con la linea MEL-R apoyan esta hipdtesis (Figura 36). Utilizando cultivos de
células MEL-R incapaces de diferenciarse en presencia de HMBA, no se observaron
modificaciones en el patrén de splicing del exon 4 con respecto a la linea parental, lo
cual indica que el aumento de la exclusidn del exén 4 al final de la diferenciacion no se
debe al efecto directo del HMBA. Por lo tanto, podemos concluir que el cambio de
tendencia hacia la isoforma truncada no se debe a la accién del agente inductor sino a
un proceso de autorregulacion de clk/STY que se desencadena durante la
diferenciacion.

En el afno 1997, Duncan y colaboradores propusieron que clk/STY llevaba a
cabo la regulacion de su propio splicing alternativo (Duncan et al., 1997). Estos autores
demostraron que la sobreexpresiéon de la forma truncada de clk/STY promueve la
inclusion del exdon 4 mientras que la sobreexpresion de la forma cataliticamente activa
favorece la exclusion del exén. Por otro lado, Prasad y colaboradores observaron que
clk/STY modula directamente la actividad de las proteinas SR, especialmente ASF/SF2
y SC-35 (Prasad et al., 1999). Estos autores demostraron ademas que tanto la hipo-
como la hiperfosforilacion provocada por clk/STY eran capaces de reprimir el splicing
constitutivo y alterar la seleccién de sitios en el splicing alternativo. Todos estos
resultados indican la existencia de un delicado equilibrio que se ejerce a través de la
fosforilaciéon de las proteinas SR y que involucra también una autorregulacion de
clk/STY. Nuestros resultados con los transfectantes de clk/STY podrian estar
relacionados con esta autorregulacion.

Los experimentos realizados con transfectantes estables de clk/STY tenian

como objetivo, entre otros, neutralizar la expresion de la isoforma truncada mediante
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una alta expresion exogena del transcrito que incluye el exon 4. A pesar de que
obtuvimos varios clones en donde la sobreexpresién del transcrito de 1,8 Kb supero
varias veces al de la linea parental (Figura 28), cuando los clones eran inducidos a
diferenciarse se reestablecia el equilibrio entre las formas completa y truncada v,
finalmente, el resultado era similar al de las células no transfectadas. Estos datos
demuestran que la expresidon exégena de la isoforma cataliticamente activa es capaz
de disparar la inclusién del exdon 4 en células MEL no tratadas, aunque, durante el
proceso de diferenciacion eritropoyética, se genera una presion que favorece la
expresion de la isoforma truncada. Los resultados obtenidos validarian la idea de una
regulacion competitiva entre ambas isoformas (Duncan et al., 1997).

Por otra parte, observamos que la sobreexpresion de clk/STY afecta la relacion
entre las isoformas truncada y completa de clk2 y clk3. Ademas de su propio splicing
alternativo y del de las proteinas SR, se ha demostrado que las proteinas clks son
capaces de regular el splicing alternativo de otras proteinas como Tau, tra2-beta1 y el
gen de adenovirus E1A (Duncan et al.,, 1997; Duncan et al.,, 1998; Hartmann et al.,
2001; Stoilov et al., 2004). Katsu y colaboradores demostraron que la sobreexpresion
de la proteina clk4 cataliticamente activa favorecia la exclusién del exén 4 de clk/STY
(Katsu et al., 2002). En el presente trabajo, comprobamos mediante transfectantes
estables, que clk/STY es capaz de regular el splicing alternativo de dos miembros de su
propia familia, clk2 y clk3. Como se observa en la Figura 29, la sobreexpresion de
clk/STY favorece la exclusion del exon 4 de clk2 y clk3 especificamente en células pre-
diferenciadas. Estos datos sugieren que clk/STY podrian regula el splicing alternativo

de los miembros de su propia familia.
5.3. CIk/STY" : ser o no ser.

A pesar de los esfuerzos reiterados por obtener clones que sobreexpresaran
clk/STY", los resultados fueron siempre negativos (Tabla IV y Figura 27). A nivel de
mRNA, sin embargo, comprobamos que los transfectantes seleccionados en
puromicina expresaban generosamente el mMRNA que deberia codificar para la proteina
inactiva (Figura 27). La ausencia de proteina clk/STY", por lo tanto, podria deberse a
una alta inestabilidad de la misma o a que simplemente no se producia. La exclusiéon

del exén 4 durante el splicing alternativo de clk/STY provoca un cambio en el marco de
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lectura lo que ocasiona un codon de terminacidn prematuro cuya traduccion daria lugar
a una proteina truncada (Figura 26 y Tabla Ill) (Duncan et al., 1995). Los mRNAs que
incluyen codones de terminacién prematuros en su mayoria, son blanco del NMD o
“Nonsense Mediated Decay” (Wagner and Lykke-Andersen, 2002). Este mecanismo de
degradacion contribuye a la fidelidad de la expresion génica previniendo la traduccién
de proteinas truncadas, posibles productos de un splicing aberrante o de la
transcripcion de genes que contienen mutaciones deletéreas (Baker and Parker, 2004).
Sin embargo, son cada vez mas numerosos los estudios que indican que ademas de
eliminar transcritos aberrantes, el NMD es un regulador potencial de la expresion
génica. Se ha determinado que del 60% de los genes humanos que presentan splicing
alternativo el 35% contienen codones de terminacion prematuros y son candidatos
potenciales del NMD (Lewis et al., 2003). Estos datos apoyan la idea de una regulacion
transcripcional ejercida por transcritos con codones de terminacion prematuros, como
antagonistas naturales de los transcritos completos.

Tal como se habia determinado previamente y se confirmé en la presente tesis,
la exclusién del exdén 4 de clk/STY genera un codon de terminacion prematuro
(Duncan et al., 1995). Un proceso similar ocurre cuando se excluye el exén 4 de clk2,
clk3 y clk4 (Figura 26 y Tabla Ill). Actualmente, se conocen varios genes de la
maquinaria de splicing que regulan su expresion mediante isoformas con codones de
terminacion prematuros que son degradadas por el NMD: SC-35, PTB, U2AF1, TIA-1,
TIAR, Srp20, ADAR2 y hnRNPA1 (Blanchette and Chabot, 1999; Jumaa and Nielsen,
1997; Le Guiner et al., 2001; Rueter et al., 1999; Sureau et al., 2001; Wollerton et al.,
2004). La maquinaria del NMD implica la activacion de diversas proteinas entre las que
destaca Upf1, una helicasa del RNA que al ser inhibida repercute en la efectividad del
NMD. Wolerton y colaboradores utilizando RNA interferente contra Upf1, observaron un
incremento en la estabilidad de la isoforma truncada de la proteina PTB lo cual les
permiti® establecer que PTB" era un sustrato para NMD (Wollerton et al., 2004).
Utilizando una estrategia similar, Pacheco y colaboradores observaron la estabilizacién
de la proteina U2AF*c en células HelLa (Pacheco et al., 2004). En nuestro caso,
observamos que la inhibicion de la sintesis de proteinas con cicloheximida en MEL y
MEL-R provoca una alteraciéon en la relacion de los transcritos 1,8/1,7 en clk/STY, clk2
y clk3 (Figura 36). Menegay y colaboradores obtuvieron resultados similares para

clk/STY en células PC12 (Menegay et al., 2000). Asimismo, Pacheco y colaboradores,
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observaron que la isoforma U2AF>°c, potencial blanco del NMD, aumentaba después
de un tratamiento con cicloheximida (Pacheco et al., 2004). El tratamiento con
cicloheximida afecta al proceso de traduccion y esto incluye a las proteinas que
componen la maquinaria del NMD. Recientemente, se ha demostrado que es necesaria
una ronda pionera de traduccién para disparar el mecanismo de degradacion por NMD
y por lo tanto, la inhibicion de la traduccion anula el potencial de degradaciéon del NMD
(Maquat, 2004).

Nuestros resultados, unidos a los datos que existen en la literatura, sugieren por
lo tanto, que la proteina clk/STY" es potencial blanco del NMD y, en consecuencia, su
viabilidad es escasa. En la misma linea argumental, Menegay y colaboradores
utilizando un anticuerpo policlonal contra el dominio N-terminal de clk/STY en lisados
de células PC12 sélo fueron capaces de detectar la proteina completa (Menegay et al.,
2000). Existen datos, sin embargo, que parecen contradecir los anteriores resultados.
La deteccién de clk/STY" fue posible en ocasiones, aunque en estos casos se utilizaron
vectores de expresion que contenian el cDNA de clk fusionado a seis repeticiones del
epitopo Myc, lo cual producia un aumento del peso molecular de la proteina de fusién
en aproximadamente 10 KDa (Duncan et al., 1995; Duncan et al., 1997; Duncan et al.,
1998). De la misma forma, cuando fusionamos clk/STY" a la proteina GFP fue posible
la visualizacién de la proteina truncada (Figura 45). En todos estos casos, es probable
que la utilizacién de proteinas de fusién provoque la estabilizacion de clk/STY" evitando
asi la entrada a la ruta de degradacion.

En conjunto, estos resultados sugieren que la autorregulacion de clk/STY incluye
la produccion de un transcrito destinado a ser degradado por el NMD que al mismo
tiempo compite con el transcrito que codifica para la proteina funcional. CIk/STY, por lo
tanto, (y probablemente clk2, clk3 y clk4), junto al numero creciente de proteinas
pertenecientes a la maquinaria de splicing, podria utilizar el splicing alternativo unido al
NMD como un mecanismo universal de regulacion de la expresién génica (Maquat,
2004; Wollerton et al., 2004).

5.4. Regulacion del splicing alternativo del exén 4.

La regulacién del splicing alternativo, o lo que es lo mismo, la decision de incluir

0 excluir un exon alternativo, se ve influida por la accion de agentes reguladores
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positivos y negativos. Se han descrito secuencias conservadas en intrones y exones
que actuan como silenciadores o potenciadores del splicing (Figura 4). Asimismo, se
han identificado proteinas capaces de unirse a estas secuencias, que actuan en trans
activando o inhibiendo el splicing alternativo (Cartegni et al., 2002; Smith and Valcarcel,
2000). Como se ha sugerido en los apartados anteriores, el exéon 4 de clk/STY y
probablemente de los otros clks, regula su inclusidon/exclusion a lo largo de la
diferenciacion eritropoyética. La identificacion de elementos reguladores del splicing
alternativo del exén 4 podria afadir datos importantes acerca de como se lleva a cabo
dicha regulacion.

Una de las proteinas que aparentemente actua como silenciadora del splicing es
la proteina PTB (Polypyrimidine Tract Binding protein). Mediante ensayos con RNA
interferente se ha demostrado que PTB es capaz de reprimir el splicing “in vivo” del
exon lllb del gen FGF-R2 (Wagner and Garcia-Blanco, 2002). Estudios similares
utilizando mutantes dominantes negativos demostraron que PTB favorecia la exclusion
del exdn 5 del gen cTNT “in vivo” (Charlet et al., 2002). Se han descrito las secuencias
de union de la proteina PTB, altamente conservadas, en los genes de la a y
tropomiosina, CT/CGRP, o-TM, B-TM, CLCB, NMDA, la fibronectina, tau, CASP-2,
receptor GABA4 Y2, IgM, c-src, a-actinina, FGFR-1 y -2 y cTNT (revisado en (Wagner
and Garcia-Blanco, 2001)). En todos estos ejemplos, la presencia abundante de sitios
consenso para la union de la proteina PTB en los intrones adyacentes de un exén
alternativo, determina su capacidad silenciadora. En nuestro caso, la identificacion de
numerosos sitios “tctt”, consenso para la uniéon de PTB, en los intrones que flanquean
el exdn 4 en clk/STY, clk2, clk3 y clk4 sugiere la intervencién de PTB en la exclusién
del exon alternativo (Figuras 37, 38 y 39). La localizacion de estas secuencias en
regiones de polipirimidinas en reiteradas ocasiones, asi como la presencia de un
posible “branch point” en la posicién adecuada, refuerzan esta hipoétesis.

Por otra parte, se han descrito secuencias intronicas y exonicas capaces de
inhibir o activar el splicing alternativo. Entre los reguladores positivos, las secuencias
ESEs (Exon Splicing Enhancers) son particularmente relevantes (Caceres and
Kornblihtt, 2002). Se ha demostrado que las proteinas SR asociadas a las secuencias
ESEs promueven la inclusion de un exon reclutando la maquinaria de splicing a través
de los dominios RS y/o antagonizando la accidén de elementos silenciadores (Cartegni

et al., 2002). Haciendo uso del programa ESEfinder desarrollado por Michael Zhang y
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Adrian Krainer (Cartegni et al., 2003) detectamos sitios potenciales para la unién de
proteinas SR en el exdn 4 de clk/STY, clk2, clk3 y clk4, con una mayor preponderancia
de sitos especificos de union de la proteina SF2/ASF (Figura 40).

La existencia, alrededor de un mismo exdén, de elementos potenciadores vy
silenciadores del splicing alternativo hace suponer que la expresion de estos elementos
reguladores tiene que estar altamente controlada. Se ha sugerido que los niveles de
expresion de los elementos reguladores del splicing alternativo podria ser el
mecanismo utilizado para regular la expresion génica en los procesos de desarrollo y
diferenciacion celular (Sanford et al., 2004). Un ejemplo significativo de regulacion del
splicing alternativo lo protagonizan las proteinas SF2/ASF y hnRNP A1 que compiten
en la union al pre-mRNA. Caceres y colaboradores observaron que el aumento de
expresion de la proteina SF2/ASF activa la seleccion del sitio de splicing 5™ proximal de
genes reporteros cotransfectados en células HelLa. Sin embargo, la sobreexpresion de
la proteina hnRNP A1 activa la seleccién del sitio de splicing 5° distal (Caceres et al.,
1994). La prediccion que podemos sugerir para nuestro modelo podria indicar que en
células MEL prediferenciadas el balance entre los factores de splicing se inclina hacia
los efectos potenciadores de las proteinas SR, favoreciendo la inclusion del exén 4 de
clk/STY. A lo largo de la diferenciacién aumentaria la influencia de la proteina PTB que

provocaria la exclusion del exén 4 y favoreceria la expresion de la isoforma truncada.

5.5. Una nueva isoforma de clk4.

En el presente trabajo hemos identificado una posible nueva isoforma de la
proteina clk4 que incluye un exon adicional descrito como exon 2a. Los criterios que
hemos utilizado para definir la secuencia de 59 pb como un exén adicional se basan en
los distintos consensos que se derivan de estudios bioinformaticos (Buratti et al., 2001;
Cartegni et al., 2002; Itoh et al., 2004; Pagani et al., 2003; Shapiro and Senapathy,
1987; Sironi et al., 2004). Estos criterios fueron los siguientes: a) tamafio del exén
mayor de 50 pb y menor de 200 pb; b) presencia del sitio aceptor “ag” en la unién intrén
/ exén y del sitio donador “gu” en la uniéon exén / intrén; c) valores consenso de los
sitios de splicing mayores a 0,7; d) presencia de “branch point’ (YNYURAY) dentro de
los 60 nucledtidos corriente arriba del sitio donador. Todos estos criterios se cumplen

para el exdn 2a de clk4 (Figura 46).
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aatcttaaattgtcttacatgattttattttgtcttccacaggacggaaataaaaaaagccaattcacttaa

cagttactgggcatttagtggatatttttaaaaagtcaaatctgtttattctgtctaccatgtccacagcett
gtataattctgtagtctttaatctctaaactttagtctttggttgtcatgattggaaaggtcecttctcatge
tagctctgctcacaatagtatcaccaccccacttttttattgttggtagattgttttggattgtcagcaggg
ccagtttcatgtcatattccagttaaagattattattagtctagtttatttttatgatagactttggatttyg
gtgggtgtgggataccttataaaattaaataggatgcctgtagaattatgactagcttcttgtttttcatct
agatctctgcttcagaccaactgtctcaggcctagagtttaatcctaatagecctcacttgtttctccagaag
ttaaggagaacttgagaatgatgctaggcaataagaaggcccagcctaaaatagatgccagtcttgttgggt
tgtagtcctagggatgtttctatttctgcttaaacaagaacctgggaaagaaaatgacagcatattctgggg
agtgtaaaggggttggcgggggcagctgcagcaacatctgtcactccattgecttgtcaggattatttagetg
atttgtetgActgggcaggtgtcccctctctcccccagTGCTCCATGTGCATCCCTCTTGAAGCTT
CGCACTCTGTTGAAGAGGACACTCATCCCAGgtagaggggggatgggaaactgggccgattgaatcc
gtccttttctttccatcagatcaggacactcacctgggatccattgacttecctgaggtccatgaccgtcatg
aagttcttgccaagttttgtttatgtatttgtatgtttcttggggaaaaagggctctacaacttccatcagg
ttctcaaaggagtctgtagatgcactggggcactagaaaatgctgtttgctgtttcttgggtattttttaag
caagagtcacaggaaattaggcaggtagaatgggagggatgtccacagtcctggatcctttcttgtgtggaa
ggtctgttcacatgtgtttggcacactaggcaagcctcagaagttctggtctctgtttcttaaacaagaata
acacaaagcttagacatagaaaagaggagatagaataggtgacatagggcagtagtagcagtttgaaaatat
cttagtttttgccactaataagctctgcaacgatgctgtatcatttagggatcttaattgaattttagtaaa
tgaaagggctgaaggacatttaaagcttctcatatctgtgatacacattctataagaagtcgtggtcaggga
tatttaaaatgctcttaatttaagggaaaggaatcttcttttgcccttctctaaatgtgtggctctgagaga
ggaaaaggaagctagtttcagatgcctatgttgtatgatcgatcagtgcatttcagaataggtttgcaagtt
tggtcttgactttttagatggtaaaggaacattcagtcataagcatattgtaattgaagctttgttccttgg
tatgaaatggttgacagcaattttctaatgtgtaggtgtttttttgtttttttgttttgagatggtttcatg
tgacccaggctggctccaaacttgtagtgtacttcaggatggccttgaattcttgatcctcectgeccttace
ttccaagtgctgggattaaaggcatgcctggctgtagcaatttaatatggacctatttggttaaaaattatt
tcttaagctttcctagatacaaataaatttcatctcattgatttgaAttttttccttttattgagataget
atttaaaccaagaattcttgaaagttttgtttgaaccacattattccagaatgaagagaataatttgaaatc
ctttaatgtgttcgcagTCACTATTTAGAAGCAAGATGCTTGAATGAGAGAGATTATCGGGACC
GGAGATACATTGATGAATACAGAAATGACTACTGCGAAGGATATGTTCCAAGACATTACCAT
AGAGACGTTGAAAGCACTTACCGGATCCATTGCAGTAAATCCTCAGTCAGGAGCAGGAGAAG
CAGCCCTAAGAGAAAGCGTAATAGACCCTGTGCAAGTCATCAGTCGCATTCGtcttttatttgt
aaattttgagttaccatgtccctceccccaagttttttttctatagaactagcagttactagatggaagattg
aaattagtctttacttccccttcttactatgatgatgtccacttttaaatgttgctaaaagagaacaatttce
aactaatcttgacattttcctgactaactagacaacccaattcacagcatatggttatagcaaaaattagta
aatcatgacaatgcattctttaaacttcagacttcaattaaatcagtattttaaagagacaattgtgttgtt
Lttttctattgccactttaagtatcttatctgaaaatctgttccttgeccatgtttttecttectgtaacataaa
ctgtgccctgtgaatttctggggactgaatttgaaattgctcctgeccaactgttecgtggecctggtgettate
tgaatgcctgaatatctcccecgectgaatgaattgegtattectgecctgaattcactetgAtatattgattyg
gctggacgatcttggtgctgcccacttgccgttcCag eseeseesececsecsccccsccsccccsccscce
AAGAGCCACCGAAGGAAAAGATCCAGGAGTATAGAGGATGATGAGGAGGGTCACCTGATCTG
TCAAAGTGGAGACGTTCTAAGAGCAAGAT

Figura 46. Localizacion de los sitios consenso para la unién de la proteina PTB en los intrones
que flanquean los exones 2, 2a, 3 y 4 de clk4. a) Los rectangulos vacios representan los exones y
las barras verticales rojas representan los sitios consenso para la uniéon a PTB (“tctt” y “ttctc”). Los
posibles sitios consenso correspondientes al branch point se representan con barras azules. b)
Secuencia de nucleétidos del fragmento del gen clk4 comprendido entre el exén 2 y el exén 4. Los
exones se indican en letras mayusculas y los intrones en letras minusculas. Los sitios consenso para
la unién a PTB se destacan en rojo y las secuencias polipirimidinicas aparecen subrayadas.
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Por otra parte, nuestros datos experimentales basados en los ensayos por RT-
PCR avalan la existencia del exén 2a tal como se observa en los datos representados
en las Figuras 32 y 33. Hemos comprobado ademas que el exén 2a puede sufrir
splicing alternativo y, en combinacion con el splicing alternativo del exén 4, pueden
generarse 4 isoformas de clk4 (esquema Figuras 34 y 35). Las 2 isoformas que
incluyen el exdn 2a son minoritarias en células MEL, aun en los ultimos estadios de la
diferenciacion, en donde predomina la isoforma que incluye el exon 4.

Clk4, por homologia de secuencia, es el miembro de la familia clk mas cercano a
clk/STY (Figura 3) (Nayler et al., 1997). Es interesante notar que tal como ocurria en
clk/STY, la relacién entre inclusion / exclusion del exén 4 en células MEL, parece
inclinarse hacia la isoforma truncada en las etapas tardias de la diferenciacion. La
inclusion del exén 2a produce una proteina truncada, aun en presencia del exén 4. La
utilizacién del AUG-1 en la posicién 100 y la inclusion del exén 2a origina un cambio de
marco de lectura con respecto a la isoforma que no incluye el exén 2a, y la aparicion de
un codoén de terminacién prematuro (Figuras 34 y 35). Esto determina una mayor
predisposicidén a la degradacién por la ruta del NMD. Por lo tanto, la proteina clk4 no
seria viable cuando la traduccion se originara a partir de un transcrito que incluyese el
exoén 2a. Sin embargo, la utilizacion del AUG-2 en la posicion 266 daria lugar a una
quinasa activa en la isoforma derivada de un transcrito que incluyera el exén 2a vy el
exén 4. Esta isoforma seria diferente en su extremo N-terminal ya que incluiria los 59
pb del exdn 2a y excluiria 166 pb comprendidos entre AUG-1 y AUG-2 y podria ejercer
un papel fisiolégico distinto.

Por ultimo, observamos en la Tabla VII que los valores consenso de los sitios de
splicing varian segun se trate de exones constitutivos o alternativos. En un trabajo
reciente, Itoh y colaboradores llevaron a cabo un estudio comparativo de la regulacién
del splicing en el genoma de Homo Sapiens , M. musculus, Arabidopsis thaliana, Oryza
sativa y Drosophila melanogaster (Itoh et al., 2004). Comparando exones constitutivos
y alternativos determinaron que los exones que llevan a cabo un splicing alternativo
poseen sitios de splicing débiles y presentan un numero mayor de sitios potenciales de
regulacion. Nuestros resultados coinciden con estas predicciones respecto al exon 4.
En la Tabla VII se puede observar que los valores para los sitios de splicing del exén 4
en todos los clks, representan sitos muy débiles: 1,6, 3,0, 3,8 y 7,1 para los sitios

aceptores y 0,7, 0,7, 0,5y 0,7 para los sitios donantes. Esto contrasta con los valores
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observados para el resto de los exones constitutivos. El exon 2a de clk4 presenta
también valores altos, o que podria indicar que estda mas cerca de una situacion
constitutiva.

El segundo de los criterios comentado por Itoh y colaboradores es la presencia
de sitios potenciales de regulacion, con especial referencia a los sitios ESEs. En
exones alternativos es mayor el numero de sitios potenciales de unién a proteinas SR
comparado al numero observado en los exones constitutivos. En nuestro caso y en
completa concordancia con el criterio anterior, hemos comprobado que el numero de
sitos potenciales de union a proteinas SR en el exén 4 de los clks es mayor que por
ejemplo en el exdn 5, constitutivo y de tamafno similar. EI exon 2a de clk4 presenta

nuevamente una situacion intermedia.

5.6. Localizaciéon subnuclear de clk/STY y SC-35.

El control del splicing, tanto constitutivo como alternativo, esta intimamente
relacionado con el nivel de fosforilacion de las proteinas SR, asi como con el de la
autofosforilacion de clk/STY vy otras proteinas quinasas de las SR (Caceres et al., 1998;
Colwill et al., 1996a; Prasad et al., 1999). La localizacién de los factores de splicing
esta en concordancia con su nivel fosforilativo y se manifiesta como un proceso
dindmico que involucra el trafico entre los sitios de transcripcion y los sitios de
almacenamiento o “speckles” (Caceres et al., 1998; Colwill et al., 1996a; Prasad et al.,
1999). En la presente tesis hemos podido confirmar que clk/STY co-localiza con la
proteina SC-35 en células MEL (Figura 44). De forma indirecta ademas, hemos
determinado que dicha localizacion esta influida por el estado fosforilativo de clk/STY.
La localizacién de SC-35 en células MEL prediferenciadas y MEL-R es mas difusa
comparada con células MEL diferenciadas o MEL tratadas con cicloheximida (Figuras
42 y 43). Estos resultados coinciden con una mayor presencia del transcrito que
codifica para la proteina completa en los dos primeros casos o del que codifica para la
proteina truncada en los dos ultimos, tal como se determindé por RT-PCR. Como
clk/STY actua como quinasa preferencial de SC-35 la mayor expresion de clk/STY
sugeriria una mayor fosforilacion de SC-35 y como consecuencia una mayor

localizacion (de ambas) en los sitios de transcripcion. Por el contrario, si es mayoritaria
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la proteina clk/STY", habria una menor concentracién de proteina clk/STY activa, una
menor fosforilacion de SC-35 y una mayor presencia en speckles.

La ausencia de proteina truncada como consecuencia de una posible
degradacion ha sido corroborada y discutida anteriormente (ver apartado de 4.4.1.). Sin
embargo, la fusién de clk/STY" con otra proteina o epitopos que aumentan el peso
molecular final, aparentemente provoca la estabilidad de la proteina truncada (Figura
45) (Duncan et al., 1997). Es posible que la obtencion de una proteina de fusion con
GFP haya permitido la estabilizacion de clk/STY" y la posibilidad de llevar a cabo
transfecciones transitorias en células MEL. La sobreexpresiéon de la proteina truncada
provocé una localizacion mayoritaria en speckles, no sélo de la proteina de fusién sino
también de la proteina SC-35 (Figura 45). Por el contrario, en ambos casos la
localizacion fue difusa cuando se sobreexpresé clk/STY. Se obtuvieron resultados
similares en células COS-1, 293-T y A431 transfectadas con clk/STY, en células HEK-
293 transfectadas con clk2 y en células COS-1 transfectadas con clk2 o clk3 (Colwill et
al., 1996b; Duncan et al., 1997; Duncan et al., 1998; Nayler et al., 1998; SaccoBubulya
and Spector, 2002). Todos estos datos confirman la relacién existente entre el estado

de fosforilaciéon de clk/STY y SC-35 y su sublocalizacion nuclear.
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1. Se ha aislado y caracterizado el cDNA del gen que codifica para la proteina quinasa
clk/STY de una libreria de cDNA construida a partir de células MEL pre-determinadas.
Mediante un estudio de expresion se ha comprobado que clk/STY se activa a lo largo

de la diferenciacion inducida de células MEL con HMBA.

2. Se ha demostrado que clk/STY se expresa a través de dos transcritos de 1,7 y 1,8
Kb, cuya diferencia radica en la inclusion o exclusion del exén 4. Esto a su vez
determina la traducciéon de una proteina cataliticamente activa o de una isoforma
truncada. La relacion entre ambos transcritos se invierte a lo largo de la diferenciacion,
siendo la isoforma activa mayoritaria en células pre-diferenciadas y la truncada

mayoritaria en células diferenciadas.

3. Se ha demostrado que los otros tres miembros de la familia clk: clk2, clk3 y clk4,
aumentan su nivel de expresion en células MEL diferenciadas. Al igual que en clk/STY,
se ha corroborado la existencia de dos transcritos producto del splicing alternativo del
exon 4, observandose un incremento de expresion de la forma truncada en estadios

tardios de la diferenciacion.

4. Comparando las lineas celulares MEL-R y MEL parentales se ha demostrado que el
aumento de exclusion del exén 4 es independiente de la accién del HMBA y esta

directamente relacionado con el grado de diferenciacion de las células.

5. Se ha demostrado que la exclusién del exdn 4 de clk/STY esta favorecida a lo largo
de la diferenciacién de células MEL, aun cuando se fuerza la expresion exdgena del
gen. Estos resultados apoyan la hipétesis de una autorregulacion de clk/STY a través

de la expresion de sus dos isoformas.

6. Se ha identificado y aislado una nueva isoforma de clk4 que contiene una secuencia
adicional de 59 pb que por sus caracteristicas ha sido reconocida como exoén y
denominada exdn 2a. El exén 2a de clk4, al igual que el exdn 4, puede sufrir splicing

alternativo pudiéndose generar, por lo tanto, cuatro isoformas de clk4.
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7. Se ha identificado un posible nuevo marco de lectura para clk4 que se iniciaria en el
exon 2a (AUG-2) y que daria lugar a una proteina cataliticamente activa, distinta a la

original clk4 en su extremo N-terminal.

8. Se ha demostrado que el exén 4 de clk/STY, clk2, clk3 y clk4 esta flanqueado por
intrones que poseen un alto numero de sitios consenso de union a la proteina PTB. El
exén 4 de los cuatro clks posee ademas un numero significativo de ESEs, con
preponderancia a los sitios afines a SF2/ASF. Se ha comprobado que las secuencias
consenso de splicing del exén 4, especialmente del sitio 5° donador, corresponden a
sitios de splicing débiles. Estos datos sugieren que la modulacion del splicing
alternativo del exén 4 estaria regulada por el balance entre factores negativos vy

positivos.

9. Se ha corroborado en células MEL que la localizacion de clk/STY, asi como su
sustrato, la proteina SC-35, esta relacionada directamente con el grado de fosforilacién.
En células MEL prediferenciadas la localizacion de ambas proteinas sigue un patron
difuso coincidiendo con una mayor presencia de la forma cataliticamente activa. En
células MEL diferenciadas la localizacion de clk/STY y SC-35 es mayoritariamente en

speckles coincidiendo en este caso con el aumento de la proteina truncada.
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