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INTRODUCCIO

Abans de I’adveniment de les aproximacions
experimentals basades en les tecniques de DNA
recombinant, 1’establiment de les bases
moleculars d’un defecte genétic estava
essencialment limitat ala caracteritzacié anivell
de proteines: es localitzaven els components
d’un teixit afectat i es buscaven aquelles
estructures que presentessin difereéncies entre el
teixit mutant i el normal.

Tanmateix, amb els metodes actuals de treball
ha estat possible 'aillament d’un locus mutant
basant-se en la seva posicié en el cromosoma.
També, com es mostra en el present treball,
I’aplicacié de les tecniques d’hibridacio
subtractiva fa possible la localitzacié dels RNA
especifics d’un teixit en particular i considerar-
los com a candidats pel producte d’un determinat
gen mutat. Aquesta aproximacio fou emprada
per I'aillament del gen responsable de la
degeneracio lentade laretina (rds). L’ analisi del
producte del gen indica que es tracta d’una
glicoproteina associada alamembranadels discs
del segmentexternde les cel-lules fotoreceptores
de la retina, I’estructura que no es pot formar en

els mutants rds. Nosaltres suggerim que la
proteina Rds (codificada pel gen rds) actua, com
una molécula adherent, en la compactacio dels
discs esmentats.

Malgrat que es desconeix la funcié de molts
gens i tampoc es disposa dels corresponents
mutants, actualment és possible la identificacid
i la descripci6 dels seus productes génics. En
aquests casos, el paper fisiologic jugat pot
esbrinar-se amb experiments d’ablaci6. Aquesta
aproximacio es va seguir per I'aillament d’un
clon de ¢cDNA que codifica per a un mRNA
especific de cervell i pituitaria, amb identificacio
de la corresponent proteina, la seqiiencia de la
qual presenta certa relacié amb els membres de
la familia cromogranina/secretogranina. La
proteina, anomenada secretogranina III, és un
component vesicular d’un subgrup de neurones
ideles cel-lules corticotropiques de la pituitaria.
S’ha aconseguit un ratoli amb el gen de la
secretogranina III inactivat.

Ja a la decada de 1970 els estudis basats en
analisis de les complexitats de les poblacions de
mRNA van demostrar que al cervell dels
mamifers s’expressen entre 10.000 1 150.000
gens (Hastie i Bishop, 1976; Bantle i Hahn,
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1976; Chikaraishi, 1979). A midaque I’aplicacio
de les tecnologies de clonatge de ¢cDNA ha
permes I'examen precis de cada tipus de mRNA
s’ha anat delimitant aquesta xifra, de manera
que per determinacions de freqiiencies de mRNA
1les seves grandaries hom creu que el nombre de
gens expressats en cervell no deu ultrapassar
excessivament els 5.000, pero en qualsevol cas
no potésser superior als 30.000. Molts d’aquests
gens estarien especificament o majoritaria
expressats en teixits nerviosos (Milneri Sutcliffe,
1983; Sutcliffe, 1988). Llavors, unrequisit previ
enlacomprensi6 del funcionament de I’activitat
neural es troba en la determinacié 1 I'analisi de
les funcions d’aquest elevat nombre de gens:
com actuen 1 interaccionen els seus productes
proteinics per formar el sistema nervids?

A nivell molecular, un cami efectiu en I’es-
tudi del funcionament del cervell consisteix en
I"aillament 1 caracteritzaci6 de gens que
codifiquin per a substancies neuroactives, els
seus receptors i molecules que presentin
seqiiencies relacionades amb aquestes proteines.
Aquests estudis, que no son més que una extensio
directa de les analisis bioquimiques classiques,
estan essent en I'actualitat un dels camps on es
dediquen més esforcos dins de la moderna
neurobiologia molecular. Tanmateix, hi ha una
limitaci6 en aquestes investigacions: només és
possible obtenirinformaci6 d’aquelles molecules
amb funcié coneguda; i, per tant, amb assaigs
especifics per les mateixes. Llavors, encara no
és possible aplicar aquestes técniques a una
elevada proporcié de molécules neuroactives
per les quals no s’han establert les respectives
funcions.

Hiha dues estrategies possibles peral’estudi
de les noves proteines de cervell encara amb
funci6 desconeguda; de fet, aquestes segueixen
aproximacions complementaries. La primera es
basa en I'aillament i la caracteritzacié de gens
definits per mutacions neurologiques, de mane-
raque és possible definir una correlacié entre els
fenotips neurals mutants i 'estructura de la
proteina. D altra banda, una segona aproximacio
se centra en I’estudi dels gens els productes dels

quals només apareixen en els teixits neurals,
malgrat que se’n desconeix la funcid. Els darrers
avencos tecnologics indiquen que aquestes
aproximacions poden oferir tanta informacié
com altres estudis més classics sobre altres
proteines del cervell amb funcié coneguda. A
continuacio es discutiran en detall un exemple
de les dues estrategies esmentades. El missatge
que el lector ha d’extreure, tanmateix, no és el
detall, sin6 el fet que la tecnologia actual ha
esdevingut suficientment potent com per
permetre I’estudi productiu d’aquells gens de
mamifers que no estan definits, necessariament,
per funcions bioquimiques. La finalitat altima
de tots aquests estudis és un coneixement global
de tots aquells tipus d’activitats que estan
codificades pels nostres gens.

MUTANTS NEURALS

Els defectes genetics que afecten Iactivitat
neural han estat identificats tant en humans com
en animals de laboratori. S”han descrit més d’un
centenar de soques de ratoli amb deéficits
neurologics hereditaris, 1 s"han mapejat sobre el
genoma les mutacions responsables de la majoria
d’aquests fenotips (Sidman, 1983). S’han
realitzat descripcions de les anormalitats
fisiologiques i anatomiques que resulten de la
majoria de les mutacions (Noebels, 1985). Hi ha
un nombre desproporcionadament elevat de
mutacions neurologiques que afecten la formacié
de la mielina, el desenvolupament del cervellet
o la retina, ja que aquests s6n processos que
succeeixen predominantment durant la ma-
duraci6 postnatal del ratoli 1 els defectes de les
estructures resultants sén, almenys en part,
compatibles amb la vida. Es més, les anormalitats
en la mielina o en el cervellet donen lloc a
fenotips facilment observables.

Quin cami cal seguir per anar d’una mutacio
fins a un coneixement del procés defectiu, a
nivell molecular? Hi ha dos tipus d’informacio
disponible. D’una banda hom pot utilitzar com a
punt de partida la localitzacié cromosomal del



locus mutat, amb la intenci6 d’aillar fisicament
la informacié continguda en aquest locus. Els
avengos aconseguits en l’establiment dels mapes
genétics de lligament, emprant el polimorfisme
en les longituds dels fragments de restriccio
(RFLP,del’anglés Restriction Fragment Length
Polymorfism), han permes larealitzacié de mapes
genetics d’alta resolucid per a mutacions en el
genoma huma, i encara s’ha obtingut una més
gran resolucié en el cas del ratoli, ja que és
possible la utilitzacié de linies pures re-
combinadores en I’extensié de pedigris. A causa
que la detecci6 dels RFLP es fa per hibridacié
amb sondes de DNA, la sonda que detecta el
RFLP més proxim al locus mutant pot emprar-se
per clonar, per saturacid, la regié del voltant.
Seguidament, les zones de DNA que es
transcriuen es consideren com a candidates per
al locus que es busca, i cadascun d’aquests
candidats s’examina detalladament. Es poden
esmentar els gens responsables de la fibrosi
cistica (Rommens et al., 1989; Riordan et al.,
1989; Kerem et al., 1989) i neurofibromatosi
(Wallace et al., 1990; Cawton et al., 1990), com
a brillants exemples dels resultats aconseguits
seguint aquesta aproximacio.

D altra banda, un segon tipus d’informacio
util en I'aillament d’un gen que es correspon
amb un locus determinat s’obté del fenotip
mutant. Un estudi detallat dels components de
I"estructura biologica afectada per la mutaciod
permet coneixer els seus components molecu-
lars, de manera que es pot disposar d’un nombre
de proteines candidates, l'estructura de les quals
pot comparar-se entre individus normals i
afectats. Com a exemple es pot esmentar
I’estructura de la mielina, la qual és defectuosa
endiferents ratolins mutants. S”han caracteritzat
les principals proteines de la mielina i se n’han
aillat els gens corresponents (Sutcliffe, 1987,
Lemke. 1988). S’han examinat les estructures
d’aquests gens i deis seus transcrits en diferents
linies mutants. [ aixi, s"ha vist que el fenotip del
mutant rremolos (shiverer en angles) esta pro-
vocat per una delecié de part del gen codificant
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per la proteina basica de la mielina (Roach et al.,
1985; Kimura ez al., 1985; Molineaux et al.,
1986). El fenotip saltador (jumpy en angles) ve
causat per una mutacié puntual que elimina un
dels llocs de processament de I'mRNA
corresponent a la proteina del proteolipid de la
mielina (Nave ez al., 1987). S’han utilitzat les
estructures i localitzacions ultraestructurals
d’aquestes proteines en la interpretacio de les
patologies especifiques dels ratolins mutants.

EL GEN rds: AILLAMENT
DE CANDIDATS

La informaci6 que es té d’un fenotip mutant
es pot emprar d’una manera conceptualment
similar, pero diferent metodologicament, per
aconseguir els gens responsables dels fenotips
neurologics. A I’'exemple que es discuteix aqui,
a partir del fenotip hom va formular una hipotesi
sobre les cel-lules en particular on s’expressa el
gen. Seguidament, gracies ales recents técniques
de la biologia molecular, es van aillar clons de
DNAa corresponents a mRNA expressats
especificament en aquestes cel-lules, els quals es
van emprar com a candidats per a una investi-
gacié més exhaustiva. Conceptualment, aquesta
aproximacié representa una via diferent per la
descripcio dels components d’una estructura
biologica.

El genresponsable de ladegeneracio lenta de
la retina (rds) en ratoli esta localitzat al
cromosoma 17 (VanNieetal., 1978). Elsratolins
homozigots rds mostren un desenvolupament
normal fins a la primera setmana postnatal. En
aquest moment les neurones fotoreceptores
comencen a formar els segments externs,
disposicions estretament empaquetades de discs
tancats de membrana on té lloc la fototransduc-
cio. A les retines mutants, només es formen uns
segments externs rudimentaris, sense les
estructures de discs compactats (Sanyal i Jansen,
1981; Jansen i Sanyal, 1984). Tanmateix, les
neurones fotoreceptores semblen normals fins a
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la tercera setmana postnatal, i son capaces de
fototransduccid, encara que amb una eficiencia
inferior alanormal (Cohen, 1983). A partir de la
tercera setmana postnatal, hi hauna degeneracio
gradual de les neurones fotoreceptores, de ma-
nera que en un any hi ha una perdua total de les
mateixes (Sanyal et al., 1985). Aquesta
degeneracié sembla limitada a les neurones
fotoreceptores. Els experiments amb ratolins
quimerics tetraparentals (Sanyal i Zeimaker,
1984; Sanyal et al., 1986) demostren que tan
sols les neurones fotoreceptores genotipicament
mutants degeneren, fins i tot quan estan
envoltades per epiteli pigmentat genotipicament
normal. Aquest fet suggereix que cal que el gen
rds estigui actiu en les neurones fotoreceptores.
Els heterozigots mostren un fenotip mitja, amb
segments externs més curts que contenen els
discs vacuolats i en una disposicié irregular.
També experimenten una peérdua lenta, més
tardana, de cel-lules fotoreceptores (Hawkins ez
al., 1985). Aquestes observacions permeten for-
mular la hipotesi (Travis et al., 1989) segons la
qual el gen rds al cromosoma 17 expressa un
mRNA que és exclusiu de les neurones
fotoreceptores.

Per comprovar aquesta hipotesi es va emprar
un metode essencialment quantitatiu i altament
sensible d’hibridacié subtractiva (Travis i
Sutcliffe, 1988). Seguint aquest procediment,
basat en hibridacions dirigides per clonacio i
intensificades amb fenol, es van poder aillar una
serie de clons representants de mRNA presents
exclusivament en neurones fotoreceptores.
L’obtencio d’aquests clons vaser possible gracies
a la utilitzacié d’una soca especial de ratolins
cecs (C3J/Hel) amb la retina degenerada, sense
neurones fotoreceptores ni cap relacié amb la
mutacio rds. Llavors, un RNA present en la
retina normal perod no en la retina C3J/Hel es pot
considerar operacionalment com a especific de
fotoreceptor. Aixi, perlaseleccio d’aquests clons
es va emprar com a sonda un DNAc radioactiu
obtingut a partir de mRNA de retina normal,
després d’haver-li eliminat les seqiiencies C3J/
Hel a I'cDNA total. Es van dur a terme analisis

northern a cada clon seleccionat per comprovar
que aquests representaven realment mRNA
especifics de neurona fotoreceptora (Travis et al.,
1989). Finalment es va acabar amb un grup de
clons producte de 12 mRNA diferentsiespecifics
de fotoreceptor. Und’aquests mRNA, representat
per 70 clons independents, codifica per 1’ opsina,
coneguda molecula especifica de fotoreceptor.

IDENTIFICACIO DEL GEN rds

Les sondes obtingudes a partir dels clons de
c¢DNA, corresponents a cadascundels 12 mRNA
especifics de fotoreceptor, es van hibridar a
transferéncies southern de digestions amb
endonucleases de restriccié de DNA genomic.
Les transferéncies contenien DNA obtingut de
cel-lules d’hibrids somatics hamster-ratoli amb
diferents subgrups de cromosomes de ratoli i,
com a control, digestions de DNA d’hamster i
ratoli. Una sonda va detectar fragments de DNA
especifics de ratoli ales mostres hibrides, només
quan la linia hibrida contenia el cromosoma 17
deratoli (Travis eral., 1989). Aixi doncs, el clon
del qual s’havia obtingut la sonda corresponia a
un gen especific de neurona fotoreceptora,
localitzat al cromosoma 17 1, segons la hipotesi,
un candidat pel gen rds.

Aquest clon va ser emprat com a sonda en
analisis per hibridacio de transferéncies northern
amb mRNA extret de retines normals o
pertanyents a ratolins mutants rds. Les mostres
de RNA es van obtenir de ratolins de 2 mesos
d’edat, periode anterior a la degeneracio total de
la retina. A les mostres provinents de ratolins
normals es van detectar dos mRNA de 1.600 i
2.700 nucleotids. D altra banda, en extractes de
retines mutants les bandes son de menys intensitat
1 corresponien a una grandaria uns 10.000
nucleotids superior. Quan, com a control, la
mateixa transferéncia s hibrida amb el clon de
I’opsina, les bandes aparegudes en cada cas eren
equivalents i de la grandaria normal; per tant, els
fotoreceptors estaven encara intactes en les
retines pre-degeneratives rds emprades en aquest



experiment. Aixo va suggerir que els dos mRNA
detectats pel clon que s’estudiavaestaven afectats
per la mutacié rds.

Es va identificar un marc obert de lectura a
partir de la seqgiiencia nucleotidica dels clons de
c¢DNA, de longitud sencera, corresponents als
dos mRNA identificats. Aquest marc de lectura
codificaria per auna proteinade 346 aminoacids,
ideéntica pels 2 mRNA. La presencia de dos
mRNA diferents és deguda ala utilitzacio de dos
llocs diferents de poliadenilacid, afectant només
la regi6 3' no codificant. Per analitzar les
digestions amb enzims de restriccié de ’'DNA
provinent de ratolins normals i mutants rds es van
realitzar analisis per hibridacié de transferéncies
southern de DNA genomic, emprant sondes
derivades de la suposada regio codificadora dels
dos DNAc. En el cas de la mostra provinent del
mutant les sondes detectaven fragments
addicionals o més grans. Es van aillar els clons
dels corresponents gens a partir de DNA genomic
de ratolins normals i mutants, determinant-se la
seva seqiiencia nucleotidica en la zona
codificadora per a proteina. Es va trobar una
inserci6 d’uns 10.000 nucleotids al gen mutant,
comparat amb la seqiiencia del gen normal. Aques-
ainsercio trenca la possible proteina codificada en
I’aminoacid 258, explicant el mecanisme de la
mutacio rds (Travis et al., 1989).

EL PRODUCTE rds ES UNA
GLICOPROTEINA ASSOCIADA
A LA MEMBRANA DEL DISC

Es va comprovar la novetat de la seqiiéncia
de 346 aminoacids després de realitzar
comparacions per ordinador sobre els bancs de
dades de proteines existents. La seqiiéncia conté
quatre regions sense carrega i dos llocs potencials
per a una N-glicosilacié; per tant, la proteina
postulada pot tractar-se d’una glicoproteina de
39 kD associada a membrana. S han determinat
recentment les seqiiencies homologues de rata
(Begy i Bridges, 1990), humanes (Travis et al.,
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1990) i bovines (Travis et al., 1990). Les
seqiiencies (comparades a Travis et al., 1990)
exhibeixen un 85 % d’identitat mitua al llarg de
les seves longituds totals de 346 aminoacids; les
diferéncies sén predominantment conservado-
res, preservant les possibles regions que
travessarien la membrana i1 un dels possibles
locs de glicosilacid. La zona menys conservada
és la regi6 carboxil terminal.

Per detectar aquesta possible proteina es van
sintetitzar quimicament una serie de peptids
corresponents a regions no sobreposades de la
seqiiencia aminoacidica. Aquests peptids
sintétics es van acoblar a una proteina transpor-
tadora immunogenica, 1 els conjugats es van
emprar per a l'obtencié dels corresponents
antisérums de conill. Els serums detectaven una
proteina d’uns 39 kD en immunotransferéncies
western preparades a partir d’extractes de retina
normal. La proteina estava absent en extractes
de retina mutant C3J/Hel, sense les neurones
fotoreceptores (Travis et al., 1991). La
immunoreactivitat es bloquejava per pre-
incubacié dels antisérums amb el peptid sintetic
immunogen.

El tractament dels extractes de retina amb
endoglicosidasa F, un enzim que elimina els
glicans units per enllagos N, reduia la grandaria
aparent a uns 36 kD, indicant que la proteina rds
és una glicoproteina, probablement contenint un
glica, tal com se sospitava a partir de les
comparacions entre seqiiencies de diferents
espeécies. Lamobilitatde la proteinaerad’uns 75
kDa en extractes preparats en condicions no
reductores, indicant que aquesta es troba in vivo
unida covalentment a una altra proteina,
possiblement formant un homodimer. Quan els
segments externs es van aillar i sotmetre a una
separacio de fases de Trit6 X-114 la proteina
Rds es trobava unicament a la fraccié de mem-
brana. Aixi, el gen rds codifica per una glicopro-
teina de membrana de 346 residus que manté
interaccions covalents (Travis et al., 1991).

Les analisis per hibridacio in situ de retines
normals van mostrar com I"'mRNA rdses trobava
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restringit als segments interns de les neurones
fotoreceptores, les quals son predominantment
bastons en els ratolins. En series de des-
envolupament examinades per aquest metode,
ladeteccid de ’'mRNA s’iniciaal dia § postnatal.
També es va observar hibridacié sobre les
neurones fotoreceptores en retines pre-
degeneratives de ratolins rds, encara que en
menor intensitat que a les retines normals,
suggerint que I'mRNA rds mutant, més llarg, és
menys estable que el normal. L’mRNA rds també
es vadetectar per hibridacié in situen lafovea de
laretinahumana, laqual esta formada inicament
per cel-lules cons, de manera que és possible que
el gen rds s’expressi tant en neurones fo-
toreceptores del tipus basté com del tipus con.

Els sérums antipeptids reaccionaven, en
seccions fines de retina, gairebé exclusivament
amb la capa de segments externs del fotorecep-
tors (Travis et al., 1991), que és la capa afectada
selectivament per la mutacié rds. En séries de
desenvolupament, 1’inici de la detecci6
immunoquimica va tenir lloc als 6 dies, moment
en el qual els segments externs s’observen per
primer cop. A nivell de microscopia electronica,
les analisis histoquimiques d’immunodetecci6
amb or van mostrar que la proteina Rds es troba
associada a la membrana laminada del disc,
distribuida en tota I’amplada del disc i al llarg
del segment extern.

MODEL PER LA FUNCIO DE LA
PROTEINA RDS EN L’ADHESIO
ENTRE DISCS

Les dades mostren que el gen de ratoli rds
codifica per una glicoproteina especifica de
neurona fotoreceptora, que travessa la membra-
na i es localitza especificament als discs del
segment extern. La mutacié rds és el resultat
d’una insercié d’uns 10.000 nucleotids dins el
gen codificant per aquesta glicoproteina de
membrana que altera el seu extrem carboxil
terminal. Malgrat que la funcio bioquimica de la
proteina Rds encara no s'ha establert, sembla

clar que aquesta deu ser un component indispen-
sable del segment extern, ja que aquesta estruc-
tura no es forma en el mutant.

S’ha proposat un model per a I’estructura de
la proteina Rds (Travis et al., 1991), basant-se
en les caracteristiques de les seqiiéncies de la
proteina que s han conservat entre les espécies i
les observacions bioquimiques que confirmen la
hipotesi que aquesta es troba associada a la
membrana i N-glicosilada. Es proposa que la
proteina formaria part del component integral de
la membrana, amb quatre dominis que ro-
mandrien a I'interior de la bicapa lipidica. Es
proposa que una petita cua amino-terminal i una
de llarga a I'extrem carboxil terminal estarien a
la cara citoplasmatica de la membrana dels discs
dels segments externs. Dos dominis, und’ells N-
glicosilat, sobresortirien de la membrana, cap a
I'interior del disc. Hi ha dotze residus de cisteina
conservats entre les especies, set dels quals es
localitzen al gran domini que sobresurt al lumen
del disc. Algunes de les dotze cisteines estan
involucrades en interaccions covalents amb una
altraproteina. La grandaria aparent de la proteina
Rds, sota condicions no reductores, suggereix
que aquesta es troba in vivo com un homodimer.

Donada la seva localitzacié a la membrana
dels discs 1 la seva probable topologia s’ha
proposat que la proteina Rds actuaria com una
moléculad’adhesié en la compactacio dels discs
del segment extern de la retina (Travis et al.,
1991). Diferents observacions suporten aquesta
hipotesi.

Enlesretines dels homozigots rds, es formen
estructures vesiculars amb opsina que
sobresurten de les projeccions ciliars dels
segments interns, pero aquestes estructures no
es compacten en la disposicié laminar de discs
compactats (Nir i Papermaster, 1986; Usukura i
Bok, 1987;Jansenetal., 1987). Als heterozigots,
la compactacio dels discs té lloc pero no és pas
complerta, amb 1'aparicié d’espais vacuolats
(Hawkins et al., 1985). Aquests fenotips con-
sisteixen en I’absenciad’unamoleculad’adhesio
en homozigots i la reducci6 de la seva quantitat,
deguda a la insuficiencia haploide, en



heterozigots. El fenotip de degeneraci6 llavors
seria secundari, conseqiiencia del proposat
defecte en I'adhesio.

Els explants de retines en preséncia de
tunicamicina, un antibiotic que inhibeix la
glicosilacio, mostren un fenotip similar al dels
mutants rds (Fliesler et al., 1985), la qual cosa
suggereix que la glicosilacid, presumiblement
de la proteina Rds, és necessaria per a la
compactacio. Aixo implica el gran domini que
entra al lumen com a important en el procés
d’adhesi6. La seqiiencia d’aquest domini és
altament conservada entre les especies. Queda
perdemostrar també siI’adhesié esta mitjangada
per interaccions homotipiques o heterotipiques,
1 s1 s’empren enllacos covalents.

Alguns anticossos monoclonals dirigits a
I’extrem carboxil terminal de I’homoleg bovi de
la proteina Rds reaccionen preferentment amb
les vores dels discs del segment extern (Connell
1 Molday, 1990). Anticossos policlonals contra
I’extrem carboxil terminal de la proteina Rds de
ratoli reaccionen amb I'antigen distribuit per
tota I'amplada del disc (Travis et al., 1991).
Aquestes observacions suggereixen que la cua
citoplasmatica de la proteina Rds existeix en
diferents formes conformacionals, a la vora 1 a
I"interior, respectivament, i els anticossos
monoclonals només detectarien la conformacid
de la vora. Aquestes formes conformacionals
diferents podrien ser conseqiiencia d’interac-
cions proteina-proteina formades per molecu-
les només localitzades a I'interior del disc.

Aquests estudisil-lustren com hom potemprar
tecnologies desenvolupades recentment per anar
d’una hipotesi sobre I'expressio selectiva d’un
gen basada en el fenotip d’un mutant a una
comprensio biologica detallada, a nivell cel-lu-
lar, bioquimic 1 molecular del producte normal
del gen. Aquestes dades, juntament amb la
informaci6 sobre el fenotip del mutant, poden
conduir rapidament a un model explicit sobre la
funci6é de Ia proteina i a una explicacié pel
defecte al mutant. El segiient exemple mostrara
comhom pot anar des de ladescripcié bioquimica
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d’un gen, el producte del qual és de funcio
desconeguda, a la producci6 i analisi de ratolins
ambel gen eliminat. Unaltre cop, és laintegracio
de la informacio sobre el fenotip amb dades
bioquimiques 1 de seqiiencia el que treballa
heuristicament per produir models sobre la funcié
de les proteines neurals.

CARACTERITZACIO FUNCIONAL
DE NOUS GENS CLONATS DEL SNC:
SECRETOGRANINA III

Gracies a que una part important del genoma
dels mamifers esta dedicat a la funcié neuronal,
una fracci6 significant de la massa total dels
mRNA del cervell (aproximadament un 25 %)
esta composta per transcrits presents
exclusivament al cervell. Per aquesta rad, és
possible aillar clons de ¢cDNA especifics de
cervell triant-ne a 1'atzar d’una llibreria, no
seleccionada, de ¢cDNA de cervell (Milner i
Sutcliffe, 1983). Els esquemes basats en la
hibridaci6 subtractiva séntils en I’aillament de
RNA expressats amb alguna especificitat
anatomica regional dins el cervell (Travis i
Sutcliffe, 1988; Watson et al., 1990; Bernal et al.,
1990; Clayton et al., 1988). El repte consisteix
en atribuir funcions als gens, els productes dels
quals s’han identificat primerament pels seus
llocs d’expressio.

Es va seleccionar a I’atzar d’una llibreria de
c¢DNA de cervell de rata un clon d’un RNA,
anomenat 1B1075 (Ottiger et al., 1990). En
transferencies northern el clon hibrida amb
mRNA de cervell i pituitaria, perd no amb RNA
d’altres teixits. La seqiiencia nucleotidica del
clon de cDNA 1B1075 conté un marc obert de
lectura codificant per una proteina de 533
aminoacids. La seqiiencia deduida de la possible
proteina conté una seqiiéncia senyal aparent i és
bastant acida, malgrat contenir molts grups de
residus basics en tandem. Malgrat que les analisis
per ordinador indiquen que la proteina és nova,
la seva seqiiencia esta relacionada amb la dels
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membres de la familia de proteines de vesicules
secretores de la cromogranina/secretogranina,
cadascuna de les quals es troba en un subgrup de
teixits neuroendocrins.

Per la detecci6 de la possible proteina es van
sintetitzar quimicament peptids corresponents a
fragments no sobreposats de la seqiiencia
d’aminoacids deduida, els quals es van emprar
per la produccié d’antiserums en conills. Els
corresponents serums antipéptids van ser
utilitzats per examinar extractes proteics de teixits
mitjantcant immunotransferéncies western. Ca-
dascun detecta una proteina de 57 kDa, especi-
ficade cervell i pituitaria, i laimmunoreactivitat
podia ser bloquejada amb la incubacié de
I’antiserum amb el corresponent peptid sintetic
(Ottiger et al., 1990). Aquestes dades, par-
ticularment la coincidéncia en la reactivitat dels
antisérums contra una série de fragments, no
sobreposats, de la seqiiencia putativa, eren una
evidencia de que la proteina de 57 kDa era el
producte de 'mRNA 1B1075.

Les analisi per hibridaci6 in situ, amb sondes
derivades del clon de ¢cDNA, i immuno-
citoquimiques, amb els anticossos antipeptid,
detectaven ambdues neurones amb llargues
projeccions a través del SNC, especialment en
estructures corticals com el cortex del cervell,
I’hipocamp i el cervellet, encara que també en
alguns nuclis subcorticals (Ottiger et al., 1990).
Molta immunoreactivitat estava associada amb
fibres, axons i més rarament dendrites, projec-
tant-se dels cossos neuronals detectats per la
hibridaci6 in situ 1 la immunoquimica.

Els serums antipéptids es van emprar per a
I’estudi de la distribuci6é subcel-lular de la
proteina 1B1075 a nivell de miscroscopia
electronica. La immunoreactivitat es troba
associada amb petits organuls arrodonits,
semblants ales vesicules sinaptiques. Als axons,
aquests organuls s’observaven més freqiientment
als botons pre-sinaptics, agrupats molt a prop de
les especialitzacions sinaptiques. A les dendrites
apicals, les vesicules immunoreactives sem-
blaven més vesicules del reticle endoplasmic

llis. Dins de la pituitaria anterior, la im-
munocitoquimicade seccions seriades mostrava
com laimmunoreactivitatestavaen les vesicules
de les cel-lules corticotropiques productores
d’ACTH. Basant-se en semblances de seqiiéncia
entre la proteina 1B 1075 i membres de la familia
de proteines cromogranina/secretogranina, aixi
com la seva localitzaci6 en vesicules, s'ha
proposat d’anomenar-la provisionalment se-
cretogranina I11.

PRODUCCIO D’UN RATOLI
MUTANT SECRETOGRANINA III

Les analisis per transferéncia southern van
demostrar que només hi haun tinic gen codificant
per la secretogranina Il en rates i ratolins. Es va
mapejar I’homoleg de ratoli del gen per analisi
de RFLP enratolins de linies pures recombinants
al cromosoma 9, a prop del locus dil (Blatt et al.,
1985). Aquesta regi6 del cromosoma 9 es troba
englobada dins del petit nombre de segments de
cromosomes de mamifers pels quals hi ha
nombroses delecions cromosomiques man-
tingudes en linies de ratoli (Russell, 1971). Moltes
d’aquestes delecions s’han de mantenir en estat
heterozigotic, ja que hi ha localitzats diversos
gens essencials.

El DNA de ratolins que portaven en
heterozigosi cadascuna de les delecions del
cromosoma 9 es va digerir amb enzims de
restriccio, i es va examinar per hibridacié d’una
transferéncia southern,emprantunclonde cDNA
de la secretogranina III de longitud sencera com
asonda. Era possible distinguir amb un RFLP el
cromosoma portador de ladeleci6 del cromosoma
9 no delecionat del conjunt diploide. Es va
determinar per a cadascun dels heterozigots si
aquests contenien un o dos gens de la se-
cretogranina III: si només hi havia un gen, la
delecio cobria el locus. Es van identificar diver-
ses delecions que cobrien el gen de la
secretogranina III (Kingsley et al., 1990).

Es va suposar que el gen de la secretogranina



I11 estaria contingut en la minima regié comuna
entre aquestes delecions. Per comprovar aquesta
hipotesi es van aparellar ratolins heterozigotics
per les delecions més petites que cobrissin el
gen. La descendéncia amb el cromosoma
delecionat de cada progenitor es va identificar
per cosegregacié de marcadors lligats. Es va
aillar I'DNA de la progénie amb doble delecid i
sense cap delecid, i es vaexaminar per hibridacio
d’una transferéncia southern hibridada amb
I’cDNA de la secretogranina II1. No es va detec-
tar cap seqiiencia que hibridés amb la sonda en
I’DNA dels ratolins amb doble delecid, indicant
que el gen de la secretogranina III és absent
d’ambdos cromosomes (Kingsley et al., 1990).
Aixi, aquesta progénie eren mutants nuls pel gen
de la secretogranina III.

Les observacions d’aquests mutants han
indicat que, malgrat que hi ha una manca
d’expressié del gen, els individus son apa-
rentment normals, sense que exhibeixin
anormalitats visibles o de comportament, ni
impediments de moviment. Sense que siguin
especialment fecunds, son fertils. Si aquests
ratolins tenen defectes, llavors I’estudi dels 1locs
normals d’expressié de la secretogranina IIT als
mutants ha de ser informatiu. Els estudis
preliminars suggereixen que el nombre de
vesicules en algunes cel-lules que normalment
expressen secretogranina Il podria ser reduit, la
qual cosasemblaindicar que undeficitd’aquesta
proteina podria afectar el ritme de formacié o
I’estabilitat de certes vesicules intracel-lulars.
Encara que cal una confirmacié rigorosa, s’han
observat possibles anormalitats en els estressos
provocats per corticotrops. Ja que aquestes
observacions suggereixen hipotesis com-
provables, hom ha de treure profit del sistema
d’estudi que és el ratoli per avancar en la funci6
de la secretogranina I1I en la fisiologia normal.
Aquest estudi també podria donar informacio
sobre les funcions dels altres membres d’aquesta
familia de proteines, els quals han estat
identificats fins ara per les seves caracteristiques
estructurals.
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PERSPECTIVA: OBTENCIO
DE MUTANTS

S6n abundants els clons de mRNA amb
distribucions interessants i que codifiquen per a
proteines amb estructures engrescadores; la
hibridaci6 subtractiva té el poder de proveir
clons de la majoria de mRNA amb expressio
limitada a subgrups neuronals definits ana-
tomicament i que poden ser disseccionats. En la
majoria dels casos sera necessaria la produccio
de mutants per interpretar el significat fisiologic
de cadascun. Tanmateix, per la majoria dels
gens no es disposara dels parells convenients de
delecions com els emprats en la producci6 dels
mutants per la secretogranina III. En aquests
casos es requeriran métodes directes d’in-
terferéncia amb 1’expressio de gens particulars.

Les técniques assequibles inclouen: la
utilitzacié de la recombinacié homologa en
cel-lules totipotents del tronc embrionari, per la
introduccié de mutacions especifiques de
localitzacié dins la linia germinal de ratoli
(Capecchi, 1989); la utilitzacié d’un RNA anti-
sentit, produit per un gen transformador, per
inhibir el processament, transport i traducci6 de
les molécules de RNA endogen (lzant i
Weintraub, 1984; Katsuki et al., 1988); i la
introduccid, per un gen transformador, de
ribozims (els quals sén RNA amb especificitat
de lloc d’actuacio) en ratolins, on podrien tallar
i inactivar significativament certs transcrits en
particular (Haseloff i Gerlach, 1988; Sarvereral.,
1990). Aquests tipus d’estratégies ofereixen la
possibilitatde produir mutants dels gens neurals.
Les analisis d’aquests mutants podrien ser
informatives si els llocs normals d’actuacio de la
proteina es coneixessin amb antelaci6. Els seus
fenotips haurien de tenir un valor heuristic en
I’enteniment de les funcions normals d’aquests
gensde cervell enlafisiologiaiel comportament.
També es poden aplicar aquests metodes en la
produccié de models animals per a malalties
humanes. Una qiiestio encara oberta és el
percentatge de gens que produeixen fenotips
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observables. Aix0 és en part per la probable
redundancia que tenen molts sistemes biologics,
1 en part per la nostra ignorancia del com-
portament del ratoli; és a dir, les nostres
limitacions per a entendre el comportament
anormal del ratoli.
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