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Resumen

MsH42 es una secuencia de tipo minisatélite del genoma humano localizada en la banda
cromosomica 15g25.1. Este minisatélite presenta un bajo polimorfismo y ha sido
previamente relacionado con procesos recombinatorios in vitro. En esta Tesis Doctoral
nos hemos propuesto conocer el origen e historia evolutiva de este locus, asi como la
caracterizacion de posibles puntos de corte de doble cadena (DSB) que pudiesen estar
promoviendo los procesos recombinatorios descritos. Hemos descubierto que MsH42 es
un minisatélite especifico de primates que se origind durante las primeras etapas de la
evolucion de este grupo, antes de la divergencia entre monos del Nuevo y del Viejo
Mundo, hace aproximadamente 40 millones de afios. El polimorfismo existente en las
poblaciones humanas actuales podria haber surgido a partir de una forma alélica
ancestral comun a gorilas, chimpancés y seres humanos. Por otro lado, hemos mostrado
que la region MsH42 (minisatélite y secuencias flanqueantes) es degradada por
endonucleasas especificas en ensayos de corte (ensayos DSB). En estos experimentos
hemos detectado una actividad dependiente de Mg”™ que produce DSBs en tramos de
guaninas, tratdndose muy probablemente de la endonucleasa G. También hemos
observado actividades independientes de Mg®" que cortan la region MsH42, aunque no
podemos afirmar de qué enzima(s) se trata. Durante estos ensayos DSB, hemos puesto
de manifiesto que la relacion DNA/proteina es la principal responsable de las
diferencias entre los ensayos de unioén de extremos de DNA (DNA end-joining) y los
ensayos DSB, es decir, del predominio de los eventos de ligacion sobre los de

degradacion.



Summary

MsH42 is a minisatellite sequence of the human genome located in the chromosomic
band 15g25.1. This minisatellite displays a low polymorphism and it has been
previously shown its ability to promote recombination events in vitro. The aim of this
Doctoral Thesis was to study the birth and the evolutionary history of this locus as well
as to carry out the characterization of double strand break (DSB) sites that could be
involved in the described recombinational processes. We have discovered that MsH42
is a minisatellite originated during the first stages of the evolution of primates, before
the divergence between New and Old World monkeys, about 40 millions of years ago.
The existing polymorphism in the present human populations could have arisen from an
ancestral allelic form common to gorillas, chimpanzees and humans. On the other hand,
we have shown that the MsH42 region (minisatellite plus flanking sequences) is
degraded by specific endonucleases in DNA cleavage assays (DSB assays). In these
experiments, we have detected a Mg®'-dependent activity that generates DSBs in
guanine stretches, which is very likely to be the endonuclease G. We have also observed
Mg*"-independent activities that are also able to cleave the MsH42 region, although we
do not know which enzyme(s) is involved in this degradative pathway. Furthermore,
during the DSB assays we have shown that the DNA/protein ratio is the main
responsible for the differences between the DNA end-joining assays and the DSB

assays, that is the prevalence of ligation over degradation events.
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Introduccion

Aproximadamente tres mil cien millones
es el niamero de pares de bases que
constituyen el manual de instrucciones a
partir del cual se desarrolla un ser
humano. Durante afios se pensé que esta
abrumadora cifra de nucledtidos
escondia un nimero de  genes
codificadores de proteinas relativamente
grande, en torno a 100000. Sin embargo,
ya con las estimas derivadas de los
primeros borradores del genoma humano
(International Human Genome
Sequencing Consortium, 2001; Venter et
al., 2001) esta cifra disminuy6 a unos
30000 genes, cantidad que actualmente
se ha visto reducida a tan sélo 20000-
25000 tras la publicacion del tultimo
borrador del genoma humano, que cubre
mas del 99% de nuestra secuencia
eucromatinica  (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2004).
Hay que indicar que en esta cifra no se
incluyen numerosos genes conocidos
que no codifican proteinas, como los de
los RNA transferentes, RNA
ribosdmicos, RNA pequetios
nucleolares, microRNAs, etc. (Storz,
2002; Bartel, 2004). Sin embargo, un
dato que apenas se ha modificado desde
la primera version de la secuencia del
genoma humano es que mas de un 50%
de nuestro DNA es de -caracter
repetitivo. ;Qué tipo de secuencias
constituyen este DNA repetitivo? ;Por
qué existe esta enorme cantidad de
material genético aparentemente inerte?
En esta Tesis Doctoral abordaremos el
analisis de algunas facetas de una
pequeiia parte del genoma humano que
contiene secuencias repetitivas y que
denominamos MsH42.

El DNA repetitivo

La existencia de secuencias repetitivas
en el genoma fue inicialmente propuesta
a partir de los experimentos de cinética
de reasociacion de cadenas de DNA
(Britten & Kohne, 1968). En los

siguientes afios se profundizd en el
conocimiento de la estructura de este
DNA repetitivo y su localizacion
concreta, manteniéndose la controversia
de su posible funcién e influencia en la
dindmica de los genomas. El DNA
repetitivo fue considerado por muchos
investigadores como una especie de
DNA basura, un lastre genético o DNA
egoista que permanecia como remanente
de genomas virales u otro tipo de
secuencias que se comportaban de forma
parasita, sin ello suponer una desventaja
fenotipica severa (Doolittle & Sapienza,
1980; Orgel & Crick, 1980). Sin
embargo, investigaciones con diversas
clases de DNA repetitivo realizadas
posteriormente, han permitido llegar a la
conclusion de que muchas de estas
secuencias, lejos de ser una carga en el
genoma, estan implicadas en importantes
procesos biologicos como la
transcripcion, la estabilidad de los
cromosomas o la impronta genética
(Vergnaud & Denoeud, 2000).

Desde un punto de vista funcional, las
secuencias presentes en el genoma
humano se pueden subdividir en dos
grandes bloques: las secuencias génicas
y las extragénicas. Dentro de este ultimo
grupo, se incluye la mayor parte del
DNA repetitivo, aunque hay que sefialar
que esta clase de DNA también puede
encontrarse en las regiones génicas. En
la Figura 1 se muestra un esquema
general de los distintos tipos de
secuencias que componen el genoma
(Brown, 1999).

Este tipo de DNA puede clasificarse en
dos categorias segun la disposicion de
las unidades repetitivas: repeticiones en
tandem o dispersas a lo largo del
genoma. Dentro del DNA repetitivo
disperso podemos realizar una segunda
subdivision de las secuencias, basada
principalmente en su mecanismo de
transposicion:
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GENOMA
HUMANO

Genes y secuencias
relacionadas

DNA
extragénico

DNA Unico y de
DNA no codificador DNA codificador DNA repetitivo bajo numero de
copias
=TT DNA repetido en WOPERTND
— rseudogenes tandem dispersas por el
genoma
Fragmentos | |
genicos DNA satélite DNA microsatélite
MsH42 _-| DNA minisatélite
Intrones, ‘/////

leaders, trailers

SINEs

Elementos LTR

Transposones

LINEs de DNA

Figura 1. Clasificacion de los distintos tipos de secuencias que componen el genoma humano
(Adaptado de Brown, 1999). Se resalta la posicion de los minisatélites en esta clasificacion. La
flecha azul indica la presencia de DNA repetitivo en algunas regiones génicas. De hecho, el
minisatélite que nos ocupard en este trabajo, MsH42, se encuentra situado en el intron 5 del gen

QI9ULMI1 (flecha roja).

1) Retroelementos o transposones de
RNA: caracterizados por la existencia de

un RNA
retrotranscribe

intermediario
previamente

que
a

reintegracion en el genoma.
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1.1) Elementos LTR (long terminal
repeats). se caracterizan por la
presencia de largas repeticiones
terminales en sus extremos. Aqui se
incluyen:
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1.1.1) Retrovirus. Virus de RNA en fase
lisogénica con plena capacidad de
generar nuevas particulas infectivas.

1.1.2) Retrovirus endogenos (ERVs) y
elementos _tipo _retrovirus _ (RTVLs).
Similares en estructura al grupo anterior,
se diferencian de ellos en que la mayoria
han perdido su capacidad para formar
nuevos virus.

1.1.3) Retrotransposones. De estructura
similar a los ERVs, son especialmente
abundantes en invertebrados y plantas.
En determinados vegetales incluso
llegan a forman agrupaciones en tindem
y pueden representar hasta el 50% del
genoma.

1.2) Retroposones: se diferencian
basicamente del grupo anterior en la
ausencia de repeticiones terminales
largas en sus extremos. Hay dos grandes
clases:

1.2.1) LINEs (long interspersed nuclear
elements). Los elementos nucleares
dispersos largos poseen un gen tipo
transcriptasa  inversa  probablemente
asociado con su transposicion.

1.2.2) SINEs (short interspersed nuclear
elements). Los elementos nucleares
dispersos cortos carecen de una
transcriptasa inversa propia y utilizan
aquella que es producida por otros
retroelementos para su
retrotranscripcion.  El  ejemplo  mas
destacable es la familia A/u, derivada del
RNA 7SL y con un nimero de copias
por genoma haploide humano proximo al
millon.

2) Transposones de DNA: Estos
elementos, mucho menos abundantes
que los transposones de RNA en los
eucariotas, utilizan una transposasa para
realizar una interaccion directa DNA-
DNA entre el transposén donante y el

lugar  aceptor, bien de forma

conservativa o replicativa.

Por otro lado tenemos las secuencias
formadas por unidades repetitivas
dispuestas en tandem, poco abundantes
en procariotas, pero muy comunes en
eucariotas. Atendiendo al tamafo de la
unidad que se repite, pueden distinguirse
tres tipos principales entre estas
secuencias:

a) DNA satélite. Esta clase de DNA se
caracteriza por la repeticion de bloques
de mas de 100 pb, llegando a
comprender regiones de hasta 100 Mb.
Estas secuencias reciben su nombre de
los primeros experimentos donde el
DNA genomico fragmentado se sometia
a centrifugaciéon en gradientes de
densidad. El DNA satélite, dada su
peculiar  composicion en  G+C
comparado con el resto del genoma vy,
por tanto, su diferente densidad de
flotacion, aparecia separado de la banda
principal formando un grupo de bandas
“satélite”. Uno de los casos mas
estudiados de este tipo de DNA, el DNA
satélite alfoide, forma parte de los
centromeros de los  cromosomas
humanos.

b) DNA minisatélite. Por analogia con el
DNA satélite, se denominan
minisatélites a las secuencias de DNA
constituidas por unidades de repeticion
entre 6 y 100 pb, aunque estos margenes
son relativamente arbitrarios y pueden
variar en funciéon de cada autor. Los
minisatélites habitualmente comprenden
desde ~ 0.5 hasta varios miles de kb.

¢) DNA microsatélite. De forma analoga
al DNA minisatélite, los microsatélites
se definen como las secuencias DNA
compuestas por la repeticiéon en tdndem
de bloques de 1-5 pb, abarcando
normalmente entre 100-200 pb.
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El DNA minisatélite

Una vez presentados los distintos tipos
de DNA repetitivo, profundizaremos
algo mas en las caracteristicas del DNA
minisatélite, en el que se incluye el locus
MsH42, hilo conductor de este trabajo.

El término minisatélite fue empleado por
primera vez en 1985 para referirse a
secuencias formadas por la repeticion de
bloques cortos de DNA, ricos en G+C,
muy polimorficos y con una secuencia
consenso similar al motivo
recombinogénico Chi de procariotas
(Jeffreys et al., 1985a). Posteriormente,
este término se universalizdo abarcando
un conjunto mucho mas amplio de
secuencias de DNA repetidas en tindem
que pueden ser tanto muy polimdrficas
(revisado en Vogt, 1990; Bois &
Jeffreys, 1999; Vergnaud & Denoeud,

Monomorfismo

Polimorfismo
en la secuencia de
unidades repetitivas

2000), como poco polimorficas (Boan et
al., 1997) o incluso monomorficas (Ali
& Wallace, 1988), ademas de
minisatélites ricos en A+T (Berg &
Olaisen, 1993; Ellsworth et al., 1995; Yu
et al., 1997; Jobling et al., 1998). Desde
su descubrimiento (Wyman & White,
1980), el alto grado de polimorfismo de
muchos minisatélites, también llamados
VNTRs -Variable Number Tandem
Repeats- (Nakamura et al., 1987) debido
a las diferencias en el numero de
unidades repetitivas que los componen
(Bell et al.,, 1982), los convirti6 en
valiosos marcadores moleculares. En
este sentido, las secuencias minisatélite
han sido empleadas en el desarrollo de
las técnicas de DNA fingerprinting o
huella genética para estudios de
identificacion personal (Jeffreys et al.,
1985b), asi como también en la
construccion de mapas genéticos de
ligamiento (O’Connell et al., 1987). En

Polimorfismo
en el numero de
unidades repetitivas

Polimorfismo
en el numero y secuencia
de unidades repetitivas

Figura 2. Diferentes tipos de polimorfismo presentes en las secuencias minisatélite. Cada bloque
representa una unidad repetitiva. Los colores diferentes indican variantes de la unidad repetitiva.
Seglin esta clasificacion, MsH42 perteneceria al grupo de minisatélites con polimorfismo en el

numero y secuencia de sus unidades repetitivas.
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algunos casos, el alto nivel de
polimorfismo que presentan estas
secuencias se encuentra asociado a una
elevada tasa de mutacion, que puede
llegar hasta un 20% por locus y gameto,
constituyendo asi unas de las regiones
mas hipervariables del genoma (Jeffreys
et al., 1988; revisado en Bois, 2003). La
variabilidad de los minisatélites puede
venir dada no sélo por cambios en el
nimero de sus unidades repetitivas, sino
también por variaciones en la secuencia
de las mismas y en el orden en que se
disponen (Jeffreys et al., 1990). A estas
variantes se las denomind6 MVRs
(Minisatellite Variant Repeats) y para su
discriminacion se han desarrollado
técnicas como la MVR-PCR (Jeffreys et
al., 1991). En la Figura 2 se muestran de
forma esquematica los diferentes tipos
de polimorfismo que se pueden
encontrar entre las secuencias tipo
minisatélite.

Se ha postulado que los principales
procesos que llevan a la generacion del
polimorfismo que presentan muchos
minisatélites son el entrecruzamiento
desigual y el deslizamiento de cadena
durante la replicacion o slippage. El
entrecruzamiento  desigual es un
mecanismo propuesto, en principio, para
explicar la evolucion de cualquier tipo
de secuencia de DNA repetida en
tandem (Smith, 1976). Consiste en un
alineamiento imperfecto de la region
repetitiva entre las cromatidas hermanas
en mitosis 0 entre cromosomas
homologos en meiosis. Este tipo de
alineamiento incorrecto puede provocar
un entrecruzamiento entre repeticiones
no equivalentes, lo que concluye con una
duplicacién y el consiguiente
alargamiento del minisatélite o con una
deleccion 'y, por tanto, con el
acortamiento del mismo (Figura 3A).
Por otro lado, el slippage implica la
aparicion de emparejamientos
imperfectos entre las dos hebras del

duplex de DNA que se esta replicando vy,
de este modo, la generacion de bucles de
cadena sencilla. Estos podrian dar lugar
a delecciones o duplicaciones de la
secuencia dependiendo de si el
deslizamiento se ha producido en la
hebra que sirve como molde o en la de
nueva sintesis, respectivamente (Figura
3B). Este es posiblemente uno de los
procesos mas importantes que
determinan la generacion y evolucion del
DNA repetitivo en tandem (revisado en
Levinson & Gutman, 1987). Otros
mecanismos como la conversion génica
también pueden contribuir a la
generacion de polimorfismo en los
minisatélites (Jeffreys et al., 1994).

Existen secuencias tipo minisatélite en
una gran variedad de organismos,
incluyendo levaduras (Andersen &
Nillson-Tillgren, 1997), hongos (Giraud
et al., 1998), plantas (Dallas, 1988) y
animales (Jeffreys et al., 1985, 1987;
Burke & Bruford, 1987; Jeffreys &
Morton, 1987; Buitkamp et al., 1991;
Canestro et al., 2002). Su ubicacion
cromosomica es dispersa, hallandose
distribuidos en toda su longitud (Figura
4), aunque en el genoma humano se ha
constatado una  concentracion  de
aproximadamente el 90% en las regiones
subteloméricas, valor que desciende al
66% en el cerdo, 30% en la rata y 15%
en el raton (Royle et al., 1988; Amarger
et al., 1998; Bois et al., 1998).

(Cudles son las funciones que pueden
desempeiiar en las células las secuencias
minisatélite? Se ha demostrado que
algunos minisatélites son reconocidos
especificamente por proteinas celulares
(Collick & Jeffreys, 1990; Wahls et al,
1991; Wahls & Smith, 1994; Fukuda et
al., 2001; Enokizono et al.,, 2003),
apoyando la implicacién de este tipo de
secuencias en determinadas funciones
celulares. Veamos algunos ejemplos que
ilustran la  implicacion del DNA
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A Entrecruzamiento desigual

Alineamiento correcto Alineamiento incorrecto

a1 23456738910y w1 234567380910y

a1 2345678910 2y 1 234567380910y

Entrecruzamiento Entrecruzamiento
igual desigual

Replicacion

2345678910y

—]
—]

—ErEe > 12131141151 61170 oE
Deslizamiento Deslizamiento
de la hebra de la hebra de

molde nueva sintesis

R S

Deleccion l l Duplicacion

;

Figura 3. Mecanismos generadores de polimorfismo en secuencias repetidas en tandem. A.
Modelo de entrecruzamiento desigual. Las X sefialan los lugares de entrecruzamiento. B. Modelo
de deslizamiento de cadena durante la replicacion. Los cilindros y las flechas discontinuas
representan la polimerasa y el sentido de la sintesis de DNA. Los bloques que representan las
unidades repetitivas se hallan numerados para facilitar el seguimiento de los procesos. Las flechas
rojas indican grupos de repeticiones duplicadas.
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Telébmeros /
Minisatélites

Minisatélites

Centromero /
I Satélites

I Microsatélites

DNA de copia unica

N\

Figura 4. Esquema de la distribucion de los
distintos tipos de DNA repetitivo en tdndem a
lo largo de un cromosoma humano. La
cantidad relativa de cada color no refleja la
abundancia real de cada tipo de secuencia.

minisatélite en  algunos  procesos
biologicos. Se sabe que en la region 5’
del gen de la insulina existe un
minisatélite (Bell et al., 1982) cuyo
polimorfismo parece estar relacionado
con la diabetes mellitus insulino-
dependiente, puesto que algunas
variantes alélicas de este minisatélite
influyen en el descenso de la
transcripcion de este gen en el timo
(Bennet et al.,, 1995; Kennedy et al.,
1995). Este descenso del nivel de
produccion de insulina en el timo se
traduciria en una presentacion antigénica
insuficiente de esta proteina por parte de

las  células  dendriticas, con la
consiguiente  supervivencia de los
linfocitos T autoinmunes capaces de
reconocer a la insulina al no llevarse a
cabo el proceso de seleccion negativa de
los mismos. Tales linfocitos T
autoinmunes son los causantes del
desarrollo de la patologia al mediar en la
destruccion de las células B del pancreas
(Pugliese et al., 1997; Vafiadis et al.,
1997; Anjos & Polychronakos, 2004).
Otros genes cuya expresion puede estar
influida por la presencia de minisatélites
en su entorno son el proto-oncogen
HRAST1 (Phelan et al., 1996), los genes
de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas (Trepicchio &
Krontiris, 1993) o el gen de la cistatina
B, que se considera involucrado en la
aparicion de epilepsia mioclénica
progresiva tipo 1 (Lalioti et al., 1997).
Algunos minisatélites se encuentran en
regiones codificantes y su polimorfismo
es capaz de generar variantes alélicas de
una proteina. En este sentido,
expansiones o contracciones en el
nimero de las unidades repetitivas
provocan la aparicion o desaparicion de
un determinado nimero de aminoacidos
en la cadena polipeptidica y, por tanto, la
aparicion de distintas alozimas con
propiedades  bioquimicas diferentes.
Ejemplos de este tipo son los genes de
las apolipoproteinas (Boguski et al.,
1986) o el receptor D4DR de 1la
dopamina (Van Tol et al., 1992; Lichter
et al., 1993), donde el polimorfismo de
los minisatélites asociados a estos genes
se ha relacionado con la generacion de
diferentes  variantes  alélicas  que
muestran cambios en su afinidad por la
union a lipidos y a la dopamina,
respectivamente. En este ultimo caso, se
ha establecido una correlacion entre
dichas variaciones en la interaccion
receptor-ligando y determinados
trastornos cognitivos 'y emocionales
(Ebstein et al., 1996; Benjamin et al.,
1996). Otros minisatélites han sido
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localizados en intrones, estando algunos
de ellos relacionados con procesos que
pueden afectar al splicing (Turri et al.,
1995). También se ha descrito que
algunos minisatélites pueden estar
implicados en el control de la impronta
genética de determinados loci (Chaillet
et al.,, 1995; Neumann et al., 1995).
Asimismo, la expansion de determinados
minisatélites, especialmente los ricos en
A+T, ha sido asociada con la aparicion
de puntos fragiles infrecuentes en los
cromosomas (Handt et al., 2000) y, de
hecho, se conoce la existencia de
minisatélites cerca de lugares donde se
dan rupturas que generan translocaciones
cromosomicas de forma recurrente, asi
como en los lugares donde ocurre la
recombinacion de cambio de clase
isotipica en los genes de la cadena
pesada de las inmunoglobulinas (Brusco
et al, 1999). Finalmente, se ha
demostrado que determinados
minisatélites tanto hipervariables como

no hipervariables pueden potenciar la
recombinacion homoéloga in vitro (Wahls
et al., 1990; Boan et al., 1998; Wahls &
Moore, 1998), lo que sugiere que estas
secuencias puedan estar funcionando
como hotspots de recombinacion in vivo,
es decir, lugares donde la tasa de
recombinacion es mayor que la media
del resto del genoma (Wahls, 1998). La
Figura 5 sintetiza este conjunto de
funciones propuestas para los
minisatélites.

La asociacion entre determinadas
secuencias minisatélite y la
recombinacion es muy  estrecha,
existiendo trabajos que, en este sentido,
relacionan la generacion del
polimorfismo de minisatélites y su
inestabilidad genética con procesos
recombinatorios. Algunas de estas
investigaciones se han basado en el
andlisis de nuevas variantes alélicas
generadas en gametos individuales, lo

Variabilidad
genética
Estructura s ag
Transcripcion
DNA P
Impronta . AT Lugares
pron Minisatélites frégiles
genética c .
cromosomicos
L Ninguna
Recombinacién Eiocisn
Otros
procesos

Figura 5. Representacion de los principales procesos bioldgicos en los que pueden estar

implicados los minisatélites.
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cual ha sido posible gracias al desarrollo
de técnica de la SP-PCR (small-pool
PCR) (Jeffreys et al, 1994). La
combinacion de MVR-PCR y SP-PCR,
asi como la introduccion de minisatélites
humanos en los genomas del ratén y de
la  levadura, ha  permitido la
investigacion pormenorizada de los
procesos de inestabilidad tanto somatica
como germinal en algunos minisatélites
hipervariables (revisado en Jeffreys et
al., 1999). Algunas de las conclusiones
mas relevantes de estos estudios son: 1)
en determinados loci minisatélite, la tasa
de mutacion en linea germinal entre los
distintos sexos es diferente, siendo
generalmente mas elevada la masculina
(Buard & Vergnaud, 1994; May et al,.
1994; Jeffreys et al., 1998); ii) la
existencia de una polaridad dentro de
algunos minisatélites para la aparicion de
nuevas mutaciones, tanto en su zona 5’
(Jeffreys et al., 1994, 1998) como 3’
(Armour et al., 1993); iii) el tamafio y el
grado de homogeneidad de los alelos de
un minisatélite es un factor determinante
de su grado de inestabilidad,
principalmente de aquella debida a
reorganizaciones intralélicas (Buard et
al., 1998); iv) la tasa de generacion de
mutantes de tamafio aumenta con el
grado de divergencia entre los alelos
parentales (He et al.,, 2002; Jauert &
Kirkpatrick, 2005); v) existen elementos
cercanos a los minisatélites que pueden
regular en cis su nivel de inestabilidad
(Monckton et al, 1994; Andreassen et al,
1996; He et al, 1999; Debrauwere et al.,
1999). Ademés, en algunos de estos
estudios también se han descrito alelos
mutantes que  parecen  originarse
mediante eventos recombinatorios mas
complejos que los representados en la
Figura 3, incluyendo conversion génica
con o sin duplicaciones adyacentes
asociadas, conversion génica seguida de
reorganizaciones internas 0
duplicaciones intralélicas multiples. Para
explicar estas reorganizaciones

complejas, se han propuesto diversos
modelos que combinan deslizamiento de
cadena en la  replicacion y
recombinacion, iniciados por cortes del
DNA dentro del minisatélite (Bois &
Jeffreys, 1999; Buard et al., 2000; Boan
et al, 2002) o en su entorno
(Debrauwere et al., 1999; He et al.,
2002).

El minisatelite humano MsH42

El aislamiento y  caracterizacion
estructural del minisatélite MsH42 tuvo
lugar en nuestro laboratorio a finales de
los afios 80. Los antecedentes fueron los
experimentos realizados a principios de
esa década donde se demostraba Ia
existencia de secuencias homologas
entre determinadas regiones del genoma
de mamiferos y de algunos miembros de
la familia de los Herpesvirus (Puga et al.,
1982; Peden et al., 1982; Heller et al.,
1982). La hibridacion de una genoteca
de ratén con la sonda SmalA obtenida
del virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1),
muy rica en G+C (75%) y que contiene
parte de una de las repeticiones
terminales del genoma viral, produjo una
serie de clones positivos con secuencias
que presentaban un alto contenido en
G+C y estructura repetitiva (GOmez-
Marquez et al., 1985). Posteriormente,
ya en nuestro laboratorio, se empled este
mismo fragmento viral para sondear una
genoteca de higado fetal humano. El
andlisis de los insertos de tres de los
fagos recombinantes positivos mostro
que la homologia con la sonda viral se
debia a repeticiones en tandem ricas en
G+C (Gonzalez, 1993), al igual que
ocurria con los clones murinos,
mencionados anteriormente. De entre
estos clones positivos, uno de ellos
denominado  A42, englobaba un
fragmento EcoRI de ~ 4 kb que estaba
implicado en la hibridacion detectada
con la sonda SmalA viral. Este
fragmento fue subclonado en pUCIS,
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Genoteca de higado fetal humano construida
en A Charon 4A

Sondeo con el fragmento

MalA de n -

Fragmento de ~4 kb homdlogo a la sonda viral SmalA

EPH
‘Wl

Subclonaje
/ X (
v Subclonaje
en M13

Fragmento H42 en M13

'

Secuenciacion

Figura 6. Esquema del aislamiento y caracterizacion inicial del minisatélite MsH42 a partir de una
genoteca de higado fetal humano (Gonzalez, 1993). B, Bg/ll; E, EcoRI; H, HindIll; P, Pstl; X,
Xbal; Amp, gen de la f-lactamasa (resistencia a ampicilina).
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generando el plasmido pHH42. La
digestion de pHH42 con EcoRI y Xbal
produjo un fragmento de 1985 pb,
llamado Human42 (H42), que contenia
una secuencia minisatélite de 344 pb a la
que se denomindé MsH42 (Boan et al.,
1997). La digestion de pHH42 con Pstl
liber6 un fragmento llamado “region
MsH42” de 863 pb que contiene a
MsH42 y sus secuencias flanqueantes y
que se subclond en pUC18, obteniéndose
el plasmido pRep42. En la Figura 6 se
resume el aislamiento de MsH42 asi
como la génesis de estos dos plasmidos.

El minisatélite MsH42 estd constituido
por 36 unidades repetitivas de 9-10 pb,
siendo las mas abundantes el decamero
TGGGAGAGGC 'y el nonamero
TGGGAGAGC, presentes 14 y 9 veces

respectivamente (Boan et al.,, 1997).
Ademas, existen variantes del anterior
decamero que presentan 1 & 2
transiciones G—A (TGGGAAAGGC,
TGGGAAAGAC y TGGGAGAGAC) o
una transicion G—A y una transversion
G—C (TGACAGAGGC). También hay
otros cuatro nonameros, de los cuales
tres comparten la secuencia
TGDGATTGC (D=A, G 6 T) y el otro
es la  unidad repetitiva  final
TGGGAAAGA. En la organizacion
interna de MsH42 pueden apreciarse
diversas duplicaciones, siendo la mas
llamativa una de 11 unidades que abarca
las repeticiones 12-22 y 23-33. En la
Figura 7 se muestra una parte de la
secuencia del fragmento H42 que
contiene al minisatélite MsH42.

Fragmento H42

Region MsH42
, , o WWSH42 g
E B P PX
— T N
200 pb

AGATCTGGAGCAGTTTGAATGGAAGCTGTTGTGAATCTCAGGGAAAATACACCACACACACACACACACACACACACACCCTGGAGTGTGGTTGTGTGGCTGTGCTT
TCTCACTCACTTGCTGTGTGACCACTGGCAAGCTACTTGACCAGGCAGGTCTTCAGTTTCCTCACACGTGCTGTGGAGAATGTGATGGCTTCCTCTCAGGGTGGT
TCAGTTAGAAAATGCCTGTGAAATGTTTTTGGCTGTCTTTGGAATAGCAAACCTTTCTCAGAGTGCTGAGCCCAGGTCTTAGETGCAGCAATGGACTCAAAAAGG
GGGAAGCGGCACAAGAATGGCTGGTGGCAGGGGCATAGGCCTTGGGCACTCTAGGACACCCAGCAGGGCAGTGTTGAGAGTGAGCATCCTGGCAGGGCTGGAGGC
TGGGAGAGGCTGGGATTGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGCTGACAGAGGCTGGGATTGCTGGGAAAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGC

[P TGTGATTGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGCTGAGATTGCTGGGAAAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGC

P> TGTGATTGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGCTGAGATTGCTGGGAAAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGC
TGGGAGAGACTGGGARAGACTGGGAAAGATGGCATAGGCCTTGAGCCAGGAGTGTGAGTTCATGAAGATAGGCTGGGGGAGTGAGAGATGCETGGGGCAAGAGGG
AAGGCAGCAGTTCAGGGGTAGCCCATGGAGCTGTATCTGGAGCAGCCACGTGGGTCACTTCTACCCACAGT GGAGGTGGACTCTTGTAGCCAGAGCTGTGGACAR
CCTCTCAGAACCAGAAGACCCTTGCTGCCCTGTATGCCAAGGTCTCCTCCGGCCTGGGTCTCAGGGATGCCAGCTGCARACTGGGAGGGCCATTGTACAGACACT
AGGTGGCTGAGGTACCAGTTACAGCCTGGTCTTGGTGGCCACATAGAGGTCCAGCCTCACTCAGCTTGATGGCCAAGCTGGTGGGTTAGGAT TTGGAGTETGCAG
CCTTGAGGCCTTCCCAAGGTARAACCAAATTGTCCTGGCTTAGAANONAGH

Figura 7. Representacion a escala del fragmento H42, mostrando la secuencia del fragmento Bg/II (B,
amarillo) — Xbal (X, morado). Las dianas para Pstl (P) que delimitan la regiéon minisatélite se indican en
verde. Las secuencias Chi estdn en negrita y la secuencia similar a Chi en negrita y cursiva. Las
secuencias asociadas con las reorganizaciones VDJ de los genes de las inmunoglobulinas estan
subrayadas. Los dinucledtidos CpG estan sombreados en gris. Las flechas sefialan la duplicacion de 105
pb que comprende 11 unidades repetitivas. La secuencia incluida entre las dos dianas Pstl es la que
denominamos “region MsH42”.
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Cromosoma 15 Humano

Gen Q9ULM1

E1 E2 E3 E4

E6 E7 E8 E9 E10

Intrén 5

Regiéon MsH42

E5 E6
m—— T ———

Figura 8. Esquema general de la ubicacion del minisatélite MsH42 en el intron 5 del gen QOULM1
en el cromosoma 15 humano. El recuadro azul que incluye al minisatélite MsH42 (naranja) representa
la denominada “region MsH42”. Los exones se representan como cajas verdes. Esta es la localizacion
publicada en Boan et al. (2004), articulo derivado de esta tesis. Entre la publicacién del articulo y la
escritura de esta tesis, se han producido modificaciones de esta region en las bases de datos del

genoma humano, como indicaremos en Resultados.

El contenido en G+C de MsH42 es del
63,2% vy la asimetria entre purinas y
pirimidinas en cada hebra es del 75%.
En el entorno de este minisatélite existen
distintos motivos relacionados con
recombinacion, como dos secuencias Chi
de recombinacion de  procariotas
(GCTGGTGG) (Smith et al., 1981), una
secuencia similar a Chi localizada a 5’
de MsH42 (GCTGGAGG) y dos
oligomeros (TGTTTTTGG y
CACAGTG) implicados en la
recombinacion V(D)J en los genes de las
inmunoglobulinas (Sakano et al, 1981).
La secuencia de MsH42 presenta una
importante similitud (~ 65%) con
distintas regiones involucradas en la
recombinacion de cambio de clase en las
inmunoglobulinas, debido a la
abundancia en MsH42 de los motivos
GAGCT y TGGG, que son muy
similares a los oligomeros (G)AGCT(G)
y TGGG(G) repetidos en tandem en
dichas regiones (revisado en Dunnick et
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al., 1993). Cabe sefialar que en las 1208
pb del fragmento Bg/lI-Xbal de H42 s6lo
existen 5 dinucleotidos CpG, ~ 15 veces
menos de lo esperado por azar. Este tipo
de dinucledtido normalmente se halla
infrarrepresentado en el genoma humano
(Intenational Human Genome
Sequencing Consortium, 2001), aunque
existen regiones de pocos cientos de
pares de bases localizadas muy
frecuentemente en las regiones 5° de los
genes donde su frecuencia es mayor
(islas CpQG).

MsH42 se localizo en la banda 25.1 del
brazo largo del cromosoma 15, dentro
del intron 5 del gen QOULMI (Boan et
al., 2002). En la Figura 8 se muestra la
ubicacion de la region MsH42
(minisatélite y regiones flanqueantes
comprendidas entre los dos puntos Pstl
mas proximos al mismo) en el genoma
humano. El minisatélite MsH42 se
caracteriza por su bajo grado de
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polimorfismo en la poblacion humana.
Durante los primeros andlisis de
muestras de DNA genémico de
poblacion caucasoide digerido con Bg/Il
e hibridado con la sonda pRep42, se
detectaron dos fragmentos de 1.3 y 1.2
kb (Gonzalez, 1993). La posterior
amplificacion por PCR de MsH42
empleando los cebadores P1 y P2 (Boan
et al, 1997) gener6 dos productos de 585
y 480 pb, cuya diferencia en tamafo se
correspondia con la observada por
Southern blot. A estos alelos, de 36 y 25
unidades repetitivas respectivamente y
que diferian entre si en el bloque de 11

A

repeticiones (105 pb) que se encuentra
duplicado en el mayor de ellos, se les
denominé alelo largo y alelo corto
(Figura 9). Posteriormente, durante un
sondeo de poblacioén caucasoide a mayor
escala, se encontr6 un individuo portador
de un alelo de MsH42 que daba lugar a
un fragmento de amplificacion de
tamafo intermedio. Para descartar la
posibilidad de que este nuevo alelo fuese
consecuencia de un artefacto de la PCR,
se realizd un estudio genealdgico de su
portador, confirmando la herencia del
alelo por via paterna (Boan et al., 2002).
Este nuevo alelo, de 30 wunidades

Largo —_ > - >
A BIA|C A1BIA2C AC ABIA A C AB2A2C A C AB1A AC/AB2A2C A C A A3A4A5

Mediano

e —

A BIA|C A1BIA2 A C AB2A2C A C AB1A A C AB2A2C A C A A3A4A5

Corto

A Bl AC A1BIA2|/C AC AB1 A A C AB2A2C A C A A3A4A5

B

[

Largo
A B ACAIBA2C A C ABIA A CAB2A2C A C ABIA AC AB2A2C A C A A3A4A5

Mediano

AEAcaiEA2EEEER

Corto

.A C AB2A2 C AC AB1A A C/AB2A2C A C|A A3A4A5

ABlACAIBA2GC A C A MEESEEEEEEEE A A C AB2A2C A C A A3AIAS

C

Cddigo de las Repeticiones

IN1cceacacae ¥l TGeAAAGGe [¥] TGGGAAAGAC [] TGGGATTGC [ TGAGATTGC

I¥ltcacacacee ] T16GGAGAGAC [ TGGGAAAGA

(] TeTeaTTGC TGGGAGAGC

Figura 9. Comparacion de los alelos conocidos de MsH42. A. Representacion de los tres alelos de
MsH42. Las flechas negras y azules marcan las duplicaciones de 11 y 6 repeticiones del alelo largo y
que lo diferencia del alelo corto y mediano, respectivamente. B. Alineamiento de los tres alelos,
mostrando las delecciones en el mediano y en el corto con respecto al largo. C. Codigo de las

unidades repetitivas de MsH42.
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repetitivas, se nombr6 alelo mediano y
su diferencia con el largo radica en un
bloque de seis repeticiones (8-13), que se
encuentra duplicado en dicho alelo largo,
aunque no de forma contigua. En la
Figura 9 se muestra la organizacion de
los tres alelos de MsH42, asi como un
codigo de repeticiones donde se
visualizan claramente las diferencias
entre estos tres alelos. Este codigo de
colores/letras fue disefiado para facilitar
la visualizacion de la estructura interna
del minisatélite (Boan et al., 1997) y en
¢l las unidades repetitivas se hallan
agrupadas en tres conjuntos. El grupo
“A” (rojo) estd constituido por el
decamero TGGGAGAGGC (A) y otras
cuatro repeticiones de 10 pb derivadas
de ¢l (Al-A4), asi como por un
nonamero muy similar a A4, (AS5). El
grupo “B” lo constituyen los nonameros
de secuencia TGDGATTGC (B1-B3). El
nonamero TGGGAGAGC es el unico
componente del grupo “C”. Los tres
alelos se heredan de forma mendeliana
simple, como se comprob6é mediante el
estudio de diversas familias de referencia
del CEPH, siendo sus frecuencias
poblacionales de 0.834+0.019 (largo),
0.005+0.0035 (mediano) y 0.161+0.018
(corto), con una distribucion genotipica
en equilibrio Hardy-Weinberg (5° = 0.76,
P>0.05).

En nuestro laboratorio se ha demostrado
mediante ensayos de band-shifting y
footprinting, que la region MsH42 es
especificamente reconocida por
proteinas tanto de extractos de testiculo,
que contienen cé¢lulas germinales, como
de tejidos somaticos -higado y cerebro-
(Boan et al., 1997; Rodriguez, 2002).
Ademas, MsH42 es capaz de llevar a
cabo procesos de slippage durante la
PCR, lo que favorece la aparicion de
bucles de cadena sencilla (Boan et al.,
1997). Este deslizamiento de cadena
sencilla es mas pronunciado cuando se
emplea el alelo largo como DNA molde,
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mientras que en las amplificaciones de
los alelos corto o mediano apenas si se
observan bandas fruto de slippage. La
secuenciacion de los productos de
slippage derivados del alelo largo
durante la PCR demostré que uno de
ellos es 1idéntico al alelo corto,
sugiriendo que este alelo pudo generarse
in vitro a partir del alelo largo y, por lo
tanto, un posible mecanismo para su
origen evolutivo. Estos datos, el
reconocimiento de la region MsH42 por
proteinas nucleares, la formacion de
lazos de cadena sencilla que podrian
favorecer la interaccion con el diplex
homoélogo y la presencia de diversos
motivos asociados con recombinacion,
sugeria la posible implicacion de esta
region en procesos recombinatorios. Para
comprobar in vitro esta hipdtesis, se
disefiaron una serie de constructos
plasmidicos que portaban dos copias de
la region MsH42 (863 pb), dos copias de
una region no repetitiva 5'MsH42 (850
pb) que actuaria como secuencia control,
dos copias del minisatélite sin secuencias
flanqueantes (344 pb) o dos copias de la
secuencia 5'MsH42.1 (356 pb), que
también se utiliz6 como control.
Diferentes combinaciones de estos
plasmidos se incubaron con un extracto
proteico nuclear obtenido a partir de
diversos tejidos (Boan et al, 1998,
2002). La localizacién de las secuencias
empleadas en la construccion de estos
plasmidos, asi como una representacion
de los mismos se muestra en la Figura
10.

Los ensayos de recombinacion estaban
disefiados de tal manera que se podian
detectar los eventos de recombinacion
intramolecular entre las dos secuencias
homologas clonadas en el plasmido
(Boadn et al., 1998), siguiendo Ia
estrategia que se describe en la Figura
11. Los plasmidos se incubaban
(cantidades equimoleculares de un
plasmido portador de dos copias del
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Figura 10. Esquema de los sustratos empleados en los experimentos de recombinacion por Boan et al.
(1998, 2002). A. Representacion a escala del fragmento H42. El rectangulo azul representa la region
MsH42, que comprende a MsH42 (rectangulo naranja). Se muestran los fragmentos 5'MsH42 y
5'MsH42.1, empleados como control en los experimentos de recombinacion. B. Representacion de los
plasmidos empleados en los experimentos de recombinacion. Las flechas en los plasmidos representan
cada una de las copias de la secuencia correspondiente, indicando la direcciéon de la flecha el sentido
5'—3’". MsH42, MsH42m y MsH42s denotan los alelos largo, mediano y corto del minisatélite. B,
Bglll; E, EcoRI; H, Hindlll; P, Pstl; X, Xbal; Amp, gen de la f-lactamasa (resistencia a amplicilina);
Tet, gen del antiportador TetA(C) (resistencia a tetraciclina); LacZ, fragmento 5° del gen de la S-
galactosidasa; ori, origen de replicacion bacteriano ColE1.

minisatélite y de su plasmido control
correspondiente) junto con un extracto
proteico nuclear. En esencia, si ocurre
recombinacion homologa intramolecular,
el plasmido substrato generard dos
productos plasmidicos. Uno de ellos

contendra una copia del minisatélite y el
gen lacZ, pero no el origen de
replicaciéon oriC, por lo que no se
propagard en las bacterias y éstas no
seran resistentes a la ampicilina. El
segundo producto plasmidico portara la
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Figura 11. Estrategia seguida en los experimentos de recombinacion llevados a cabo con los sustratos
plasmidicos. A. Esquema de un ensayo donde se incuban conjuntamente un plasmido portador de dos
copias de uno de los alelos de la region MsH42 (plasmidos con relleno amarillo) y un plasmido que
lleva dos copias de una secuencia no repetitiva de 850 pb empleada como control (plasmidos con
relleno verde). El mismo nimero de moléculas de cada uno de estos plasmidos se incuban
conjuntamente con un extracto proteico nuclear de testiculo de rata que aporta la maquinaria
recombinatoria. Los plasmidos recombinantes que portan la secuencia MsH42 se muestran con relleno
rojo (viable) y naranja (no viable) y los plasmidos recombinantes que portan la secuencia no repetitiva
se muestran con relleno azul (viable) y morado (no viable) B. El proceso de recombinacion
intramolecular entre las dos secuencias homdlogas de cualquiera de los plasmidos (se muestra el que
contiene dos copias de la secuencia MsH42) concluye con la generacion de dos nuevos plasmidos. Uno
de ellos permitira la formacion de colonias resistentes a ampicilina, pero incapaces de realizar o-
complementacion (rojo), mientras que el otro no puede propagarse en las bacterias al carecer de origen
de replicacion (naranja). C. Tras transformar bacterias competentes con los productos purificados del
ensayo, los plasmidos originales que no han sufrido alteracion alguna daran lugar a colonias azules al
poseer tanto resistencia a ampicilina como capacidad de o-complementacion, mientras que los
plasmidos recombinantes viables daran lugar a colonias blancas. Para saber si las colonias azules
proceden del plasmido portador de la secuencia minisatélite o del plasmido control, ests se transfieren
a una membrana de nylon y se realiza una hibridacién con una sonda para el minisatélite. Por su parte,
para determinar el origen de los plasmidos recombinantes, estos se analizaron mediante digestion con
enzimas de restriccion. En el gel de la parte inferior se muestran los patrones obtenidos con Pstl a partir
del plasmido pMsH42Lac (flecha amarilla), que contiene dos copias del alelo largo de la region MsH42,
y de algunos recombinantes obtenidos a partir de él (recombinante igual, punto rojo; recombinantes no
iguales, rombos rojos), asi como del plasmido p5'MsH42Lac (flecha verde), con dos copias de la
secuencia control 5"MsH42 y de un recombinante originado a partir de €l (punto azul).

otra copia del minisatélite, el gen de Gracias a esta metodologia pudo

resistencia a ampicilina, el origen de
replicacion oriC, pero no lacZ, por lo
que generaran colonias bacterianas
blancas. Esto permite distinguirlas de las
colonias  transformadas con los
plasmidos originales, que al poseer lacZ,
podran realizar la o-complementacion y
formaran colonias azules en presencia de
IPTG y X-Gal. Las colonias blancas se
analizan mediante la digestion del DNA
plasmidico con el enzima de restriccion
adecuado. Si el entrecruzamiento se
realiza entre secuencias perfectamente
alineadas, el fragmento de restriccion
que contiene al minisatélite mantendra
su tamafio original, mientras que si el
alineamiento  fue inexacto, dicho
fragmento tendra un tamafio diferente al
esperado. Las colonias azules se
transfieren a una placa nueva y se
hibridan con wuna sonda para el
minisatélite MsH42 lo que permite
distinguir entre aquellas producidas por
los plasmidos que contienen a MsH42 de
las producidas por los plasmidos control.
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comprobarse que la region MsH42 es
una secuencia que potencia fuertemente
la recombinacion homologa
intramolecular in vitro cuando se
compara con una secuencia control no
repetitiva (Boan et al., 1998). El alelo
largo se mostr6 como el mas
recombinogénico de los tres detectados,
con una tasa de potenciacion media de
aproximadamente 12 veces, frente a las
3.6 veces obtenidas con los alelos
mediano 'y corto, que parecen
comportarse de forma similar en este
sentido (Boan et al., 2002). En presencia
de las regiones flanqueantes, los tres
alelos promueven una elevada tasa de
entrecruzamientos iguales (73-78%),
mientras que el alelo largo sin sus
regiones flanqueantes presenta valores
de solo un 31%, por lo que dichas
secuencias influyen en la precision con
la que ocurre el emparejamiento de las
cadenas de DNA. Ademas, el alelo largo
del minisatélite MsH42 en presencia de
sus regiones flanqueantes produce tasas
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de recombinacion totales 4.3 veces mas
altas que en ausencia de ellas, mientras
que experimentos con las regiones
control no repetitivas que presentan
diferencias de tamafio similares soélo
muestran variaciones de 1.8 veces en la
tasa de recombinacion. Por tanto, las
regiones flanqueantes también influyen
en la capacidad recombinatoria global de
la region MsH42, hecho que no puede
explicarse solamente por la diferencia de
tamafio entre las secuencias homologas
dentro del plasmido. Es interesante
seflalar que el descenso en la
recombinacion global detectado en
ausencia  de dichas secuencias
flanqueantes se produce principalmente
a expensas de la caida en el nimero de
recombinantes iguales, lo que refuerza
su importancia en el emparejamiento
exacto de las secuencias homologas
(Boan et al., 2002).

Este conjunto de datos nos ha permitido
proponer una hipotesis seglin la cual los
eventos de recombinacion observados en
la region MsH42 obedecen a una
combinacion de  diferentes  rutas
bioquimicas (Boan et al., 2002). Por un

lado, existiria una ruta iniciada por un
corte de doble cadena (DSB) en el DNA
flanqueante de MsH42, seguido de la
formacion de una unién de Holliday que
se resolveria dentro de la zona repetitiva
de MsH42, generando recombinantes
iguales. Este modelo es similar a otros
ya propuestos anteriormente (Wahls,
1998; Vergnaud & Denoeud, 2000) y
permitiria explicar aproximadamente el
75% de los sucesos de recombinacion
detectados. Para el 25% restante,
sugerimos una segunda via de
recombinacion basada en la hibridacion
de cadena sencilla dependiente de
sintesis (SDSA). Este mecanismo se
iniciaria esencialmente por un DSB
dentro de MsH42. La reseccion de los
extremos 5  generados tras el corte
conlleva la generacion de extremos 3" de
cadena sencilla con capacidad invasiva
sobre el duplex homodlogo intacto. La
naturaleza repetitiva del minisatélite
favoreceria entonces emparejamientos
erroneos de la hebra invasiva o la
generacion de sucesos de slippage
durante el proceso de sintesis reparadora.
Este modelo se representa graficamente
en la Figura 12.

Figura 12. Modelo de recombinacion que explica la generacion de los recombinantes con variaciones en
el minisatélite MsH42, partiendo de un alineamiento perfecto de ambas copias homoélogas. A. Se
produce un corte de doble cadena en uno de los duplex, indicado con puntas de flecha de color negro,
que hemos situado entre las repeticiones 3* y 4*. B. La degradacion de los extremos 5” deja extremos 3’
de cadena sencilla y uno de ellos invade el daplex homoélogo, dando lugar a una unioén de Holliday. C-E.
Slippage en la cadena molde que producird una deleccion en la hebra de nueva sintesis. El bucle de
cadena sencilla (color negro) sera eliminado por los sistemas de reparacion, capaces de corregir bucles
grandes de DNA (Kirkpatrick & Petes, 1997). F-1. Slippage en la cadena de nueva sintesis, dando lugar a
una duplicacién en el minisatélite. El corte de la hebra molde (punta de flecha negra) permite la
extension del bucle que serd utilizado para completar la otra hebra, dando lugar a una duplicacion directa
dentro del minisatélite (flechas huecas). En ambos casos la resolucion de las dos uniones de Holliday
generara productos de recombinacién derivados de un entrecruzamiento o de una conversion génica.
Nuestro sistema de recombinacidn in vitro solamente detecta los originados por entrecruzamiento.
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Objetivos

Los anteriores estudios realizados en nuestro laboratorio dejaron abiertos dos aspectos
de la biologia de MsH42 que consideramos de interés y que han sido el objetivo
fundamental de esta Tesis. El primero de ellos es el establecimiento del origen evolutivo
de la secuencia MsH42 y de su polimorfismo en humanos. En esta direccion, son
todavia muy pocos los trabajos realizados sobre la evolucion de minisatélites y todos
ellos tratan sobre minisatélites hipervariables o altamente polimorficos (Gray &
Jeffreys, 1991; Charlesworth et al., 1994; Haber & Louis, 1998; Taylor & Breden,
2000). Sin duda, el estudio de un minisatélite no hipervariable como MsH42 podria

aportar nuevos datos sobre la evolucion de este tipo de secuencias.

El segundo punto que nos propusimos investigar fue la generacion de cortes de doble
cadena dentro de la region MsH42. Puesto que en los experimentos de recombinacion
con el alelo largo se habian obtenido tasas de formacion de recombinantes proximas al
1%, era plausible suponer que al menos un 1% de los plasmidos substrato estarian
sufriendo DSBs. En este trabajo hemos intentado localizar estos puntos de corte a lo
largo de la region MsH42 y determinar si existe alglin tipo de secuencia que pueda estar

promoviendo la aparicion de estos cortes.

Los objetivos fundamentales de esta Tesis Doctoral son:

1.- Estudiar el origen (nacimiento) y la historia evolutiva de la region MsH42 mediante

su busqueda y andlisis en primates y otras especies disponibles en las bases de datos

genomicas.

2.- Estudiar la generacion de DSBs en la region MsH42, su distribucion y las posibles

moléculas implicadas en este proceso. Para ello, se desarrollard un sistema para la

deteccion de DSBs en el DNA y su posterior analisis.
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Metodologia general de clonacion

Toda la metodologia general de
clonacion empleada en esta Tesis
Doctoral se encuentra descrita en el
manual de laboratorio de Sambrook &
Russell (2001). Los protocolos para la
preparacion de DNA plasmidico a
pequefia escala (minipreparado), a gran
escala (maxipreparado) y de
minipreparado especial para
secuenciacion se realizaron siguiendo
métodos basados en la lisis alcalina. La
preparacion y  transformacion  de
bacterias competentes DHS5a (recA’,
endA’, ¢80 LacZ AMI15) se llevd a cabo
mediante el protocolo de Inoue et al.,
1990.

Obtencion del DNA genomico

En el presente estudio se han empleado
muestras de DNA genémico de 22
individuos africanos no emparentados
procedentes de diferentes poblaciones
subsaharianas  para  analizar el
polimorfismo de MsH42 en poblacion
negroide. Estas muestras fueron cedidas
amablemente por el Dr. J. L. B. Caeiro
del Departamento de Antropologia de la
Facultad de Biologia de la Universidad
de Santiago de Compostela. Para el
estudio filogenético de MsH42 hemos
utilizado muestras de DNA genomico de
11 especies de primates: 7 chimpancés
(Pan troglodytes), 6 gorilas (Gorilla
gorilla), 4  orangutanes  (Pongo
pyvgmaeus), 1 gibon (Hylobates lar), 3
macacos (1 Macaca mulatta 'y 2 Macaca
nigra), 1 mandril (Mandrillus sphinx), 1
tamarindo (Saguinus oedipus) y 3
lemuridos (Lemur catta, Eulemur fulvus
y Varecia variegata). Algunas de las
muestras de DNA genomico fueron
generosamente cedidas por los Drs. J.
Bertranpetit, A. Blancher, J. Bullerdiek,
S. Péadbo, P. Rogalla, W. Schempp y R.
Wimmer. También hemos contado con
la amabilidad de la Dra. M. Delclaux y
de sus colaboradores del Zoo de Madrid
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a la hora de proporcionarnos muestras de
sangre completa de algunos de sus
primates. En este caso, el procesado de
las muestras para la extraccion del DNA
genomico se realizdé con el QIAamp
DNA kit (QIAGEN) siguiendo las
especificaciones del fabricante.

Preparacion de los sustratos de
DNA para los ensayos DSB

Para la btsqueda de los lugares donde se
generan los DSBs en la region MsH42 se
puso a punto un ensayo (ensayo DSB)
que consistia en la incubacién de un
determinado sustrato de DNA junto con
un extracto proteico que aporta la
maquinaria para producir tales cortes.
Como sustratos para los ensayos DSB, se
han utilizado tres tipos de fragmentos de
DNA: i) un fragmento de ~ 0.87 kb con
distintos extremos y que contiene la
region MsH42, ii) dos fragmentos de ~
0.8 y 1.0 kb que no contienen secuencias
repetitivas y iii) oligonucledtidos de 50
pb con el motivo TGGGG y variantes
del mismo u otros motivos diferentes
(Tabla 1).

El sustrato que contiene la region
MsH42 (minisatélite 'y secuencias
adyacentes), requirid6 primeramente la
construccion del plasmido pPSSma. Este
plasmido es un derivado de pGEM-T
Easy (Promega), un vector preparado
para clonar productos de PCR con un
residuo de adenina en el extremo 3" del
fragmento amplificado, producido por la
Tag DNA polimerasa. Para formar
pPSSma, se clon6 en pGEM-T Easy el
alelo largo de la region MsH42, obtenido
a partir del plasmido pRep42 (Gonzailez,
1993) con los cebadores PS1Sma vy
PS2Sma (Tabla 3), empleando las
condiciones de reaccion que se describen
mas adelante (ver Amplificaciones por
PCR). Este inserto puede ser liberado de
pPSSma  mediante una  digestion
enzimatica con EcoRI, Smal o Pstl,
generandose los  fragmentos f42FE
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Tabla 1. Secuencia de los oligonucle6tidos de 50 pb empleados en los ensayos DSB

Nombre Secuencia

F1 ACATCAGTGAATTCAAGATCAAAAAAAATGGGGATTCTGCAGCGACGTAA
F2, - FEEEEAAAA-—————————————————
Ml e CGGGG—————=———————————
M2 e TCGGG-———=———=————————
M3  — e TGCGG-———=———=————————
M4 e TGGCG-———————=———————~—
M5  —— e TGGGC-———=———=————————
M6 e TGGGGC———————=———==——~
M7 e TGTGG-———=————=———=———~—
M8 — e TGGGA-———=————=———————~—
MO  ——— TGGGGG———————=———————~—
MI0 - TGGGGGG——————————————~—
1\ 0 1 e —— TCCGG—————————————————
M12  ——mmmm e TGCCG—————————————————
MI3 e TGGCC-———————=———=————
M14 e TTTGG-———————=———————~—
M15 e TGTTG-———————=————————~—
M16 ————— e CCCGGG——————m—mmmmmm -
M17 e CCCGGG-—————~
S1 CTCCGGCCTGGGTCTCAGGGATGCCAGCTGCAAACTGGGAGGGCCATTGT
2 | I T
S3 ACATGATCGAATTCAAGATAAACAGAAATGGGGATTAGGTACCGTCGTAA
S4 - CAGCAGA——=—=———=—=——==—————————————
§S§ CAGCTGA———=———=—=———=—————————————
S¢ ————————————- AAACAGAAAAAACAGAAA——————=————=————————
S7 AAACAGAAAAAACTGAAA-——————=————=————————
S§ - AAACAGAAAGCCTAAACAGAAA——————=———=————
S9 AAACAGAAAGCCTAAACTGAAA-——————————————
S10 ACTTGATTGTGTTCCAGATAGAGATAAATGATGATTGAGTATCGTGCTTG
Sl =mmemeessssss==== CAANTC=====s=s=sscss=ss=s=ss======
S12 GGTACC——==—= === ——m———mm— e
S13 - CAGCTG-—==—=—==———————mm— e
S14 - GAATTC-——=———m————mm—— o
S15 GGTACC——==—====—————————————
S16 -—-—————————————- GAATTT—— === ———mm—mmmm e
S17 - AAATTC————————————————————
S1§ - AAATTT === == === ———————m——
S o EACII G === i mmsmi i
S20 - GATC—=—= === ——m———m————m

Se muestra una de las cadenas, en orientacion 5'—3’, de cada oligonucledtido de 50 pb.
El motivo TGGGG en F1 y F2 estd sombreado. Los guiones en las secuencias indican
identidad con respecto a la misma posicion en el primer oligonucleétido de cada tanda
(marcadas alternativamente en blanco o sombreado gris). Las mutaciones con respecto
al motivo TGGGG de Flo su entorno se indican en negrita en los oligonucledtidos M1-

M16.




(EcoRI, 880 pb, con extremos 5'-
protuberantes), f42S (Smal, 869 pb, con
extremos romos) y f42P (Pstl, 863 pb,
con extremos 3’-protuberantes),
respectivamente. En la Figura 13A se
resume el proceso de obtencion de los
fragmentos {42.

Para la obtencion de cualquiera de estos
tres fragmentos, 500 pg de pPSSma se
digirieron con 250 U del enzima
correspondiente en un volumen total de
500 pl del tampén adecuado durante 8-
12 h a 37°C (25°C para Smal). Tras su
digestion, el DNA fue extraido una vez
con fenol saturado con TE pH 8.0 (Tris-
HCI 10 mM, 1 mM EDTA): cloroformo:
alcohol isoamilico 25:24:1 y otra con
cloroformo: alcohol isoamilico 24:1,
precipitado con 0.1 vol de acetato sddico
3M pH 5.2 y 2 vol de etanol 96% y
finalmente se resuspendi6 en TE pH 8.0.
Para la purificacion de los fragmentos
resultantes de la digestion de pPSSma, el
DNA se cargd en geles preparativos de
agarosa al 1% en 1X TAE (40 mM Tris-
acetato,b, 1 mM EDTA, pH &8.0).
Seguidamente, la porcion de agarosa
conteniendo el inserto de ~ 0.87 kb se
cortd del gel e introdujo en una tripa de
dilisis con capacidad de retencion de
moléculas >12 kD. Seguidamente, el
DNA fue electroeluido siguiendo el
método descrito en Sambrook & Russell,
2001. La eliminacion del bromuro de
etidio del DNA se realizd mediante una
extraccion con fenol, otra con fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico 25:24:1 y
otra con cloroformo: alcohol isoamilico
24:1. El DNA se precipitd6 como se
describe previamente, resuspendiéndose
en 10 mM Tris-HCI pH 8.0. Finalmente,
el DNA fue cuantificado por
espectrofotometria 'y analizado por
electroforesis en geles de agarosa al 1%
en 1X TAE frente a estandares de
tamafio y concentracion conocida. Los
fragmentos que no contienen secuencias
repetitivas fueron preparados a partir de
los plasmidos pB780 (Boan et al., 1997)
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y pGEM-3Z (Promega) de forma
analoga a los fragmentos que contienen
la region MsH42 (Figura 13B). El
primero de ellos es un fragmento de ~
850 pb sin secuencias repetitivas y
situado en el extremo 5” de la secuencia
H42 (f5'MsH42). Este fragmento se
obtuvo mediante la digestion del
plasmido pB780 con EcoRI y HindIII. El
segundo fragmento (fLacZ), de 967 pb,
se prepard por digestion del plasmido
pGEM-3Z con Ddel y comprende el
fragmento N-terminal del gen de la f-
galactosidasa, implicado en la o-
complementacion (Ullmann et al., 1967).

Para generar los oligonucledtidos de
doble cadena de 50 pb que contienen el
motivo TGGGG u otros y sus variantes,
se disefiaron previamente una serie de
parejas de oligonucledtidos de cadena
sencilla (50 nt) 'y  secuencia
complementaria que fueron sintetizados
por Sigma-Genosys. La hibridacién de
las parejas de oligonucledtidos de cadena
sencilla se realizo mezclando cantidades
equimoleculares de ambos (tipicamente
25 ul de un stock a 100 uM) en 10 mM
Tris-HCI pH 8.0, 15 mM NaCl en un
volumen total de 150 pl. La mezcla de
oligonucleoétidos de cadena sencilla se
calento a 95°C durante 5 min, 66°C
durante 3 min y se dejo enfriar a
temperatura ambiente (~ 15 min) para
permitir su hibridacion (Figura 13C).
Los oligonucleotidos de doble cadena asi
sintetizados tienen una concentracion de

16.2 uM, lo que equivale
aproximadamente a 0.5 pg/pl.
Preparacion de extractos
proteicos

Los extractos proteicos nucleares y
citosolicos se prepararon mediante una
adaptacion del protocolo de Dignam et
al., 1983 (Ausubel et al., 1987). Los
tejidos empleados fueron testiculo,
higado, cerebro, bazo y rifion de ratas
Sprague-Dawley adultas (~300 g de
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peso, 60-65 dias de edad) y cerebro de
pollo (~20 dias de edad). Brevemente,
los animales se sacrificaron mediante
asfixia con cloroformo o CO,,
(siguiendo la normativa de la UE
referente a la Experimentaciéon y
Proteccion Animal 86/609/CEE), tras lo
cual se realizo la extraccion rapida de los
organos. A partir de aqui todos los pasos
se realizaron en frio y los tampones que
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se afiadieron fueron previamente
enfriados en hielo. Los 6rganos extraidos
se lavaron con tampon PBS (137 mM
NaCl, 2.7 mM KCIl, 10 mM Na,HPOy, 2
mM KH,PO,, pH 7.4), eliminandose los
restos de sangre, tejido graso y
conjuntivo. El tejido se homogeniz6 en
PBS con un homogenizador manual de
vidrio esmerilado y a continuacion las
células se recogieron mediante una
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Figura 13. Esquema de la obtencion de los sustratos empleados en los ensayos DSB. A.
Generacion de los fragmentos f42E, f42P y f42S. El producto de PCR resultante de la
amplificacion de pRep42 con los cebadores PS1Sma y PS2Sma (Tabla 3) se clond en pGemT-
Easy, vector que permite el clonaje de productos de PCR con una adenina adicional en el
extremo 3. El plasmido resultante, pPSSma, libera la region MsH42 mediante digestiones
independientes con EcoRI, Smal o Ps#l, dando lugar a los fragmentos f42E, f42S y f42P,
respectivamente. B. Generacion de los fragmentos f5"MsH42 y fLacZ. El fragmento f5"MsH42
se obtuvo a partir del plasmido pB780 (Boan et al. 1998) mediante digestion con EcoRI y
HindIll. Anédlogamente, el fragmento fLacZ se obtuvo mediante la digestion de pGem3Z con
Ddel. C. Generacion de los oligonucleétidos de doble cadena de 50 pb. Inicialmente, se
disenaron y sintetizaron oligonucleotidos de cadena sencilla de 50 nt con secuencias
complementarias entre si (cadenas negras y grises). Posteriormente, cada pareja de
oligonucleodtidos se mezcld en cantidades equimoleculares y se hibridd, consiguiendo asi los
daplex de 50 pb. D, Ddel; E, EcoRl; H, Hindlll; P, Pstl; S, Smal; LCM, lugar de clonaje

multiple. Amp y Lac Z, igual que en Figura 6.

centrifugacion a 1850g, 15 min a 4°C,
midiéndose el volumen de las mismas.
Este valor constituye el llamado pcv
(packed cell volume). Las células se
resuspendieron en un volumen de PBS
igual a 5 pcv y se centrifugaron en las
mismas condiciones que en el paso
anterior. El exceso de PBS se lavo
rdpidamente con 5 pcv de tampdn
hipoténico (10 mM HEPES pH 7.9, 10
mM KCl, 1.5 mM MgCL, 0.2 mM
PMSF, 0.5 mM DTT), recuperando las
células por centrifugaciéon a 1850g, 5
min, 4°C. A continuacion, las células se
resuspendieron en 3 pcv de tampdn
hipoténico y se dejaron hinchar durante
10 min en hielo. Inmediatamente, las
células se lisaron con el homogenizador
manual para liberar los ntcleos, que se
recogieron por centrifugaciéon a 3300g,
15 min a 4°C. En algunos casos, el
sobrenadante resultante de esta ultima
centrifugacion se almacen6 para obtener
el extracto citoplasmico S-100 (ver mas
abajo). El volumen de los nucleos se
midi6 para obtener el valor del pnv
(packed  nuclei  volume) 'y  se
resuspendieron en 0.5 pnv de tampdn de
baja salinidad (20 mM HEPES pH 7.9,
20 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM
EDTA, 0.2 mM PMSF, 0.5 mM DTT,
25% glicerol). Para realizar la extraccion
salina de las proteinas nucleares, se
anadi6 a la suspension de nucleos 0.5
pnv de un tampdn de alta salinidad (20
mM HEPES pH 7.9, 1.2 M KCl, 1.5 mM
MgCl,, 0.2 mM EDTA, 0.2 mM PMSF,

0.5 mM DTT, 25% glicerol)
manteniendo la mezcla en agitacion
durante 30 min en hielo. Seguidamente,
los nucleos se centrifugaron a 25000g,
30 min a 4°C y el sobrenadante se dializo
contra 50 vol de tampdén de diélisis (20
mM HEPES pH 7.9, 0.1 M KCI, 0.2 mM
EDTA, 0.2 mM PMSF, 0.5 mM DTT,
20% glicerol) durante 3 h. Los restos de
acido nucleico y proteinas que precipitan
durante la dialisis se eliminaron
mediante una centrifugacion a 25000g,
20 min a 4°C. El sobrenadante, que
constituye el extracto proteico nuclear,
se alicuoted6 y congel6 en nitrégeno
liquido, almacenandose a -70°C. La
actividad del extracto bajo estas
condiciones permanece aparentemente
inalterada durante al menos 6 meses. La
concentracion proteica de los extractos
nucleares fue determinada mediante el
método de Bradford (Bio-Rad), siendo
las siguientes: testiculo de rata, 4.50 -
5.75 ng/ul; higado de rata, 8.75 - 10.50
pg/pl; cerebro de rata, 1.75 - 3.00 pg/pl;
bazo de rata, 7.50 - 8.75 pg/ul; rinon de
rata, 8.00 - 9.00 pg/ul; cerebro de pollo,
2.75 - 3.50 pg/ul.

Para la preparacion del extracto
citopldsmico, el sobrenadante obtenido
tras la sedimentacion de los nucleos, se
mezcld con 0.11 vol de 10X tampon de
extraccion citopldsmica (0.3 M HEPES
pH 7.9, 1.4 M KCl, 30 mM MgCl,) y se
centrifugd durante 60 min a 100000g.
Posteriormente, el sobrenadante se
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Figura 14. Esquema del ensayo DSB. Un fragmento de DNA empleado como sustrato (se muestra
el f42P) se mezcla con un extracto proteico nuclear y se incuba a 37°C. Los productos de la
reaccion (multimeros del fragmento f42P, productos de degradaciéon —DSBs— y recombinantes) se
purifican y posteriormente se analizan mediante electroforesis en geles de agarosa. El DNA de
menor peso molecular que el del sustrato inicial fue extraido del gel de agarosa y clonado en el
vector pGem3Z. El clonaje de las moléculas recombinantes se efectud usando este plasmido
linearizado con Pstzl, mientras que para el de los fragmentos generados por un DSB se empleo el
plasmido digerido con Pstl y Smal. Finalmente, los pldsmidos recombinantes se analizaron

mediante digestion con enzimas de restriccion y se secuenciaron. P, Pstl; S, Smal; LCM, lugar de
clonaje multiple; Amp y Lac Z, igual que en Figura 6.

dializ6 durante 3 horas frente a 50 vol de concentracion de  los  extractos
tampon de dialisis, tras lo cual fue citoplasmicos fue de 1.90 pg/ul para
alicuoteado, congelado en nitrégeno testiculo de rata y de 5.50 pg/ul para

liquido y almacenado a -70°C. La higado de rata.
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Ensayos de corte de doble cadena
(DSB) del DNA

Los ensayos DSB, esquematizados en la
Figura 14, se realizaron en un volumen
final de 50 pl de tampon DSB (20 mM
Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgCl,, | mM
ATP, 01 mM de cada dNTP),
conteniendo 12 pg de extracto proteico y
como sustrato 1.5 pg de DNA (~ 2.8
pmol para los fragmentos f42E, f42P y
f42S 'y ~ 48.6 pmol para los
oligonucle6tidos de 50 pb). Estas

Tabla 2. Condiciones de reaccion en los ensayos DSB.

Procedimientos Experimentales

condiciones fueron consideradas como
estandar, con un tiempo tipico de
incubacién de 30 min a 37°C, aunque en
funcién del tipo de extracto o de sustrato
los tiempos de incubacién oscilaron
entre 2 min y 4 h. A continuacion, las
reacciones se pararon mediante un
enfriamiento rapido en hielo y posterior
congelacion a -70°C, seguida de una
extraccion con fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico 25:24:1, una con
cloroformo: alcohol isoamilico 24:1 y
precipitacion del DNA con 0.1 vol de

MgSO, dNTPs ATP NaCl

Reaccion

KCl
(mM) (mM) mM) mM) mM)

ddNTPs EDTA

EGTA NEM
(mM) (mM) (mM)

Preincubacion

(mM) extracto (5 min)”

Estandar 10 0.1 1 -
Sin Mg - 0.1 1 -

Mg variable  0.5-7.5 0.1 1 -

Sin ATP 10 0.1 0 -

Sin dNTPs 10 - 1 -

Sin dNTPs/
con ddNTPs

Con KCl/
con Mg

Con KCl/
sin Mg
Con NaCl/
con Mg
Con NaCl/
sin Mg
Con EGTA/
con Mg
Con EGTA/
sin Mg
Con EGTA/
con Mg

Con EGTA/
sin Mg

10 - 1 -

10 0.1 1 -

- 0.1 1 -

10 0.1 1 10-40

- 0.1 1 10-40

10 0.1

- 0.1 1 -

10 0.1

- 0.1 1 -

Preincubacion/

con Mg 10 0.1 1 -

Preincubacion/

in Mg - 0.1 1 -

10-40

10-40

1-50 - -

1-50 - -

0.5-50 -

0.5-50 -

50 6 60°C

50 6 60°C

El tiempo de incubacion estdndar fue en todos los casos de 30 min, a menos que se indique lo contrario.
En todas las reacciones el tampon empleado fue Tris-HCl pH 7.5 a una concentracion de 20 mM, y se
afiaden 1.5 pg de DNA (habitualmente el fragmento f42P) y 12 pg de extracto proteico nuclear.

" La preincubacion se realiz6 antes de la adicién del sustrato a la reaccion.
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acetato sodico 3M pH 5.2 y 2 vol de
etanol 96%. Las muestras se analizaron
mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% en tampon 1X TAE, para
el caso de las reacciones que utilizaban
los fragmentos f42E, {42S, {42P,
f5’MsH42 y flacZ, o en geles de
poliacrilamida (29:1) al 18% en 1X TBE
(90 mM Tris-borato, 1 mM EDTA, pH
8.3) en el caso de los experimentos
realizados con los oligonucledtidos de 50
pb. Los geles se tifieron con bromuro de
etidio (0.5 pg/ml) y se visualizaron
empleando un transiluminador
GelDoc2000 (BioRad). Hay que tener en
cuenta que a igual cantidad de
oligonucleotido de 50 pb que de sustrato
f42P (1.5 pg) el nimero de moléculas
del primero es aproximadamente 17
veces mayor, por lo que serd necesario
que un mayor numero de moléculas de
sustrato sean cortadas para poder
apreciar los productos DSB con una
intensidad equivalente a la observada en
los ensayos estandar. Debido a esto, los
experimentos usando oligonucledtidos
de 50 pb tuvieron que incubarse durante
tiempos considerablemente mas largos
de lo habitual (2-4 h).

En otros experimentos se afiadio [o->2P]-
dCTP (3000 Ci/mmol) (Amersham
Biosciences) para verificar si existia
incorporacion de este isOtopo en el
DNA. En estos casos, el experimento,
tras ser analizado mediante electroforesis
en gel de agarosa al 2%, fue transferido
mediante capilaridad a una membrana de
nylon Hybond-N (Amersham
Biosciences) durante 12 horas usando
20X SSC (3M NaCl, 0.3M citrato
trisédico) como tampoén para la
transferencia. A  continuacion, la
membrana se lavd suavemente en 2X
SSC y se sec6 en un horno a 80°C
durante 2 h para fijar el DNA, tras lo
cual se realizé su autorradiografia con
peliculas Biomax MS (Kodak) en
casettes con pantallas intensificadoras
Hyperscreen (Amersham Biosciences).
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En algunas reacciones se modificaron
una o varias de las condiciones estandar
del ensayo DSB, cambios que se
encuentran resumidos en la Tabla 2. Una
de estas variantes fue la supresion del
MgSO;4 del tampon DSB (reacciones sin
Mg*") o su reduccion a valores inferiores
al 10 mM estandar (entre 0.5 y 7.5 mM).
Otras variaciones consistieron en no
afiadir dNTPs o ATP al tampon DSB,
anadir 2’,3’-dideoxirribonucleotidos
(ddNTPs) a una concentracion final de
0.1 mM, adiciéon de NaCl o KCI (10 y 40
mM), adiciéon de EDTA o EGTA (1, 10
y 50 mM), preincubacion del extracto
con N-etilmaleimida (NEM) a distintas
concentraciones  (0.5-50 mM) o
preincubacion del extracto a 50°C o
60°C.

Ensayos DSB / end-joining

En esta serie de experimentos se
pretendia establecer las condiciones que
determinaban si el ensayo seria de tipo
DSB (generacion de moléculas de menor
peso molecular que el sustrato inicial) o
de tipo end-joining (predominio de
eventos de ligacion de extremos del
DNA, generandose multimeros o
moléculas circulares a partir del
sustrato). Para ello, se afiadieron al
ensayo DSB distintas concentraciones
(10-1000 ng) de alguna de las siguientes
proteinas: histona H1 (H1), histona H3
(H3), una mezcla de histonas (H1, H2A,
H2B, H3 y H4) o poli-arginina, asi como
protimosina o (ProTa) recombinante
(Vega et al., 1998). Esta ultima proteina
fue amablemente cedida por el Dr. F.
Dominguez de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Santiago de
Compostela. Todas las histonas y la poli-
arginina se obtuvieron de Roche Applied
Science. Cuando se realizaron los
experimentos donde se incorporaron H1
y ProTa conjuntamente al ensayo DSB,
ambas proteinas se preincubaron juntas
en el tampon DSB durante 15 min a
37°C, antes de la adicion del extracto




nuclear y del sustrato. En estos ensayos
se emplearon como sustrato tanto el
fragmento f42P como f42S y los
productos ~ fueron  procesados vy
analizados de forma idéntica a la de los
ensayos DSB estandar.

En otro grupo de experimentos se vario
la concentracion inicial del sustrato de
DNA, manteniendo constante la cantidad
de extracto proteico, para observar el
efecto que tiene sobre el ensayo DSB la
alteracion de la relacion DNA/proteina.
En estos casos, el fragmento f42E se
marc6 terminalmente con [y--P]-ATP
(3000 Ci/mmol) (Amersham
Biosciences) mediante la reacciéon de
intercambio de la T4 polinucledtido
kinasa (Amersham Biosciences),
siguiendo  las  instrucciones  del
fabricante. En estas reacciones el
sustrato de DNA fue una mezcla de 3 ng
(5.6 fmol) del fragmento f42E marcado
radiactivamente (~ 84000 cpm) vy
cantidades variables (0-2.8 pmol) de
fragmento f42E no marcado. El analisis
de los productos de esta variante del
ensayo se realizd por electroforesis en
geles de agarosa al 2%, seguida de
transferencia a una membrana de nylon
Hybond-N y autorradiografia, de manera
idéntica a la descrita en el apartado
anterior.

Clonaje de los productos del
ensayo DSB

Los fragmentos de DNA producidos en
algunos ensayos DSB fueron purificados
de los geles de agarosa utilizando el
QIAEXII Gel Extraction Kit (QIAGEN),
siguiendo  las  instrucciones  del
fabricante. En algunos casos, estos
fragmentos se ligaron en el vector
pGEM-3Z, digerido con Pstl para el
aislamiento de los recombinantes o con
Pstl 'y Smal para el clonaje de los
productos DSB (Figura 14). Antes de la
ligacion, el vector fue defosforilado con
fosfatasa alcalina intestinal de ternera
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(Promega), siguiendo las instrucciones
del fabricante, siendo purificado en gel
para aislarlo de moléculas no cortadas,
asi como de los fragmentos liberados en
la doble digestion Pstl/Smal. Las
ligaciones de los productos del ensayo
DSB en pGEM-3Z se realizaron a 4°C
durante toda la noche con T4 DNA
ligasa (Promega) y empleando relaciones
vector: inserto variables (desde ~ 5:1 a ~
1:5 en volumen) puesto que la cantidad
de moléculas potencialmente clonables
era desconocida. La cantidad tipica de
vector plasmidico en estas ligaciones fue
de 50 ng. Con los productos de la
ligacién se transformaron bacterias E.
coli DH5a competentes y se sembraron
en placas de 90 mm de didmetro de LB
con agar (1.5% w/v), ampicilina (50
ug/ml) y sobre cuya superficie se habian
extendido anteriormente 100 pl de 100
mM IPTG (Promega) y 20 upl de 50
mg/ml X-Gal (Promega) para detectar
las colonias bacterianas capaces de llevar
a cabo la a-complementacion. Las placas
se incubaron 12-16 h a 37°C y se
almacenaron a 4°C. Las colonias blancas
recombinantes se inocularon en 3 ml de
medio LB con 50 pg/ml de ampicilina y
se dejaron crecer toda la noche con
agitacion (250 rpm) a 37°C. El DNA
plasmidico fue purificado mediante un
protocolo de lisis alcalina y analizado
mediante digestion con enzimas de
restriccion (Pstl para recombinantes y
EcoRl/HindIIl para moléculas surgidas
de un DSB) para verificar el tamafo de
los insertos. EI DNA plasmidico de los
clones positivos se purifico mediante el
protocolo de maxipreparado o de
minipreparado especial para
secuenciacion.

Amplificaciones por PCR

Los distintos experimentos de PCR se
llevaron a cabo sistematicamente en un
volumen de 50 pl conteniendo 10 mM
Tris-HCI pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM
MgCly, 0.01% v/v Tween-20, 0.3 uM de
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cada cebador, 0.2 mM de cada dNTP,
0.02 U/ul de Taq DNA polimerasa
(Roche Applied Science) y una cantidad
variable de DNA molde. Las
amplificaciones se realizaron en un
termociclador PTC-200 (MJ Research).
Para el analisis de los productos de PCR
se emplearon alicuotas de 10 ul de la
mezcla de reaccion y se separaron en
geles de agarosa del 1-2% en 1X TAE,
en funcidn del tamafio de los fragmentos
de amplificacién. Los oligonucledtidos
empleados como cebadores en los
diferentes experimentos de PCR se
muestran en la Tabla 3.

La generacion de moléculas
recombinantes en el ensayo DSB se
verifico mediante PCR. Para ello, los
fragmentos de DNA originados en

dichos ensayos y purificados a partir de
las bandas extraidas del gel de agarosa
(~ 1 ng) se amplificaron con los
oligonucleétidos PS1 y PS2 (Tabla 3),
empleando las siguientes condiciones:
29 ciclos de 95°C (30 s), 60°C (40 s),
72°C (1 min), y un ciclo final con una
extension de 5 min. Este ciclo adicional
con extension de 5 min se ha aplicado en
todos los programas de PCR, por lo que
en adelante no se hara mencion a ¢él. La
amplificacion de la region MsH42 a
partir de DNA gendmico de humanos y
primates se efectué con las parejas de
oligonucle6tidos PS1/PS2, P1/P2 o
PC1/PC2 (Tabla 3) en funcién de la
especie. Las condiciones de
amplificacion para estas tres parejas
fueron idénticas a las ya descritas para
PS1/PS2, pero con una temperatura de

Tabla 3. Secuencia de los oligonucledtidos empleados en PCR

Nombre Secuencia
PS1 CTGCAGCAATGGACTCAAAA
PS2 CTGCAGACTCCAAATCCTAA
P1 CTTGGGCACTCTAGGACACC
P2 CACAGCTCTGGCTACAAGAG
PC1 GGGCAGTGTTGAGAGTGAGC

PC2 TATCTTCATGAACTCACACT

ES.1 TTTGCTCTGGGATTTAAGGC

ES.2 CAACAAGCCATTGGAGCCAT

E6.1 ATCAAGGACGTTGTGGGCTA

E6.2 TTGCAGTCTTGCCTGGGCTT

Ps1Sma CCCGGGCTGCAGCAATGGACTCAAAA
Ps2Sma CCCGGGCTGCAGACTCCAAATCCTAA
PF1 GCCTCTCCCAGCTCTCCCAGCCTT

Todos los oligonucledtidos se muestran en direccion 5°-3".
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hibridaciéon de 62°C para P1/P2 y de
56°C para PC1/PC2. Ademas, con esta
ultima pareja el tiempo de extension se
redujo a 40 s. Los exones 13 y 14
(anteriormente 5 y 6) del gen Q8WUJ3,
que flanquean al intron donde se
encuentra la region MsH42, se
amplificaron empleando los cebadores
E5.1/E5.2 y E6.1/E6.2, respectivamente
(Tabla 3). Las condiciones de
amplificacion del exén 13 fueron 95°C
(30 s), 58°C (15 s), 72°C (20 s) durante
29 ciclos, siendo iguales para el exén 14,
con la salvedad de la temperatura de
hibridacion, que fue de 60°C.
Finalmente, las amplificaciones con los
cebadores E5.1/PS2 se realizaron a 95°C
(1 min), 54°C (40 s), 72°C (2 min)
durante 29 ciclos.

Las condiciones de amplificacion de la
region MsH42 clonada en pRep42 con
los cebadores PS1Sma y PS2Sma,
fueron idénticas a las empleadas para la
pareja de cebadores PS1 y PS2. Los
productos de PCR de la region MsH42
en los distintos primates se clonaron en
el vector pGEM-T Easy (Promega) para
su posterior secuenciacion, de forma
analoga a lo descrito para la generacion
del plasmido pPSSma.

Secuenciacion del DNA

La secuenciacion de los fragmentos de
DNA clonados en el plasmido pGEM-3Z
fue realizada de manera manual o
automdtica empleando los cebadores
universales de M13 (Sambrook et al.,
2001). El DNA se prepar6 por el
protocolo de maxipreparado o de
minipreparado especial para
secuenciacion. Para la secuenciacion
manual se empled el T7 Sequenase
Quick-Denature Plasmid Sequencing Kit
v2.0 (Amersham Biosciences), siguiendo
las indicaciones del fabricante. Los
productos de la secuenciacion se
separaron en geles desnaturalizantes (7M
urea) de poliacrilamida (19:1) al 8% en
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1X TBE. La electroforesis se llevo a
cabo a 2000 V durante 90 min a 55°C,
tras lo cual el gel se lavé y fijé con dos
bafios de 15 min en una solucion de 10%
acido acético 'y 10%  etanol.
Posteriormente el gel se sec6 en un
horno a 80°C durante 45 min y se
autorradiografio sobre peliculas
Hyperfilm MP (Amersham Biosciences).

Para la secuenciacion automatica ciclica
se utilizé el dGTP BigDye Terminator
v3.0 Sequencing  Kit  (Applied
Biosystems), siguiendo las
especificaciones del fabricante, pero
realizando las reacciones a la mitad del
volumen final indicado. EI DNA
plasmidico se preparé del mismo modo
que para la secuenciacion manual,
empleandose los cebadores universales
de MI13 en las reacciones. La
secuenciacion automatica se realizo
ademds directamente con productos de
PCR. Para ello, las reacciones de PCR se
trataron enzimaticamente con
exonucleasa 1 y fosfatasa alcalina de
camaron  (Exo/Sap-It, USB) para
eliminar el resto de dNTPs y cebadores.
Las condiciones de secuenciacion fueron
96°C (10 s), 68°C (2 min) durante 25
ciclos, en todos los casos, realizandose la
incubacién en un termociclador PTC-
200 (MJ Research). A continuacion, los
productos de la reacciébn fueron
purificados mediante precipitacién con 2
vol de etanol 96% y 0.1 vol de acetato
sodico 3M pH 4.6 y analizados en un
secuenciador ABI PRISM 377 DNA
Sequencer (Perkin Elmer). El analisis de
los datos de secuenciacion se llevd a
cabo empleando el paquete de software
BioEdit (Hall, 1999), disponible en
www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit. html

Ensayos de DNasal footprinting

El footprinting empleando DNasal es
una técnica que permite identificar la
secuencia de un fragmento de DNA,
marcado terminalmente en una de sus
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hebras, que es reconocida por una
proteina de modo especifico (Galas &
Schmitz, 1978). Se fundamenta en que la
unidn de una proteina a un fragmento de
DNA bicatenario protege a la secuencia
a la cual se une de la accion de la
DNasal. Por el contrario, en ausencia de
dicha proteccion, el enzima introducira
mellas aleatoriamente por todo el
fragmento de DNA. La desnaturalizacion
y  posterior  separacion  mediante
electroforesis de los fragmentos de
diferentes tamafos originados por la
accion de la DNasal, permite comparar
el patréon de fragmentos obtenido en
ausencia y en presencia de proteina.
Cada una de las bandas que se obtiene
representa una poblacion de fragmentos
de DNA monocatenario generados por
un corte en un nucledtido determinado.
Por lo tanto, la desaparicion de un
subconjunto de bandas en la
autorradiografia  implica que una
proteina se ha unido a una secuencia
determinada de la sonda, la cual queda
protegida de la accion de la DNasal,
evitando asi la generacion de los
fragmentos correspondientes.

En estos ensayos se utilizaron como
sondas dos fragmentos de la region del
alelo largo del locus MsH42. Las sondas
FPla y FP1b se obtuvieron partiendo de
la amplificacion por PCR de la region
MsH42 del alelo largo con los cebadores
PS1 y P2, en las mismas condiciones que
para la pareja P1/P2 (ver
Amplificaciones por PCR). El producto
de PCR fue digerido con el enzima Ddel
para obtener un fragmento de 283 pb que
contiene la region flanqueante 5" y las 16
primeras repeticiones del minisatélite.
Este fragmento fue purificado vy
empleado como DNA molde para una
amplificacion por PCR con los
cebadores PS1 y PFI, realizada en las
mismas condiciones que para la pareja
PS1/PS2 (ver Amplificaciones por PCR).
El producto obtenido, un fragmento de
214 pb, se clond en ambas direcciones
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en el vector pGEM-T (Promega). Los
plasmidos generados, que denominamos
pFPla (orientacion 5°—3") y pFPlb
(orientacion 3°—5"), fueron digeridos
con Sacll y Notl, para producir los
fragmentos FPla y FP1b,
respectivamente. Ambos  fragmentos
fueron marcados utilizando Klenow con
[a-*P]-dCTP y [a-*P]-dGTP (6000
Ci/mmol). El protocolo seguido fue el
siguiente: 1 pg de DNA fue incubado
con 5 U de enzima Klenow en 20 pl de
volumen de reaccion (50 mM Tris-HCI
pH 7.2, 10 mM MgSO4, 0.1 mM DTT,
20 pg/ml BSA), que contenia 20 pCi de
[a-*P]-dCTP de 6000  Ci/mmol
(Amersham Biosciences), 20 puCi de [o-
32P]-dGTP de 6000 Ci/mmol (Amersham
Biosciences) y 50 uM de cada uno de los
dNTPs no marcados. La mezcla fue
incubada durante 15 min a 30°C y, una
vez finalizada la reaccion de marcaje, se
afiadieron 2 pl de una mezcla 5 mM de
todos los dNTPs, prosiguiendo la
incubacion durante 5 min a 30°C para
asegurar que los extremos fuesen
rellenados completamente. La reaccion
se detuvo mediante una incubacion de 10
min a 75°C. Las sondas fueron
purificadas con el QIAquick Nucleotide
Removal Kit (QIAGEN), segin las
indicaciones proporcionadas por el
fabricante, presentando una actividad
especifica de 3 x 10° cpm/pg. Como
consecuencia del marcaje realizado, en
la sonda FPla quedaria marcada la
cadena 5'—3’, mientras que en la sonda
FP1b quedaria marcada la 3"—5". Por su
parte, las sondas FP2a y FP2b fueron
generadas a partir del fragmento de 260
pb, que comprende las 9 repeticiones del
extremo 3" del alelo Ilargo del
minisatélite y la secuencia flanqueante
3. Este fragmento fue obtenido
partiendo de la digestion con Ddel del
producto de amplificacion con los
cebadores P1/P2 de la region MsH42 del
alelo largo. Posteriormente, se incub¢d 1
pg del mismo con 7ag DNA polimerasa
en las mismas condiciones de una




reaccion de PCR, pero incubando
durante 30 min a 72°C. Dado que la Taq
DNA polimerasa afiade una adenina en
los extremos 3’ de los fragmentos de
DNA producidos, pudimos clonar el
fragmento en el vector pGemT, en
ambas orientaciones. El resto del
proceso para producir las sondas FP2a y
FP2b fue similar al descrito para la
preparacion de las sondas FPla y FP1b.
Estas sondas fueron también purificadas
con el QIAquick Nucleotide Removal
Kit (QIAGEN), segun las indicaciones
proporcionadas por el fabricante,
presentando una actividad especifica de
2 x 10® cpm/pg.

Las reacciones de footprinting fueron
llevadas a cabo siguiendo el protocolo
del  SureTrack  Footprinting  Kit
(Amersham Biosciences). Las reacciones
tuvieron lugar en 50 ul de tampon de
union (10mM  Tris-HC1 pH 7.5, 4%
glicerol, 50 mM NacCl, 25 mM MgCl2,
0.5 mM DTT), conteniendo 50 pg de
extracto proteico nuclear, 3 ug de
poli(dI-dC)epoli(dI-dC) y 250 ng de
DNA de timo de ternera sonicado. La
reacciéon se incubd durante 7 min a
temperatura ambiente y después se le
afadieron 0.25 ng (~50000 cpm) de
sonda, manteniéndola durante otros 30
min a temperatura ambiente. A
continuacion, se afiadi6 DNasal y se
incubd a temperatura ambiente. La
cantidad de enzima y el tiempo de
tratamiento con DNasal varian
dependiendo del extracto proteico
nuclear empleado (higado de rata, 0.1 U,
1 min; cerebro de rata, 0.1 U, Imin;
testiculo de rata, 1.5 U, 1.5 min; sin
extracto, 0.1 U, 1.5 min). Las reacciones
fueron detenidas afadiendo 140 pl de
solucion de parada para la DNasal (192
mM acetato sodico, 32 mM EDTA,
0.14% SDS, 64 pg/ml de RNA de
levadura). A continuacion, anadimos a
cada reaccion 2 ug de proteinasa K y las
incubamos durante 30 min a 42°C.
Finalmente,  fueron  extraidas 'y

Procedimientos Experimentales

precipitadas, para ser resuspendidas en 3
pl de tampén de carga. En cada
experimento se incluyeron dos controles:
uno con la sonda pero sin extracto y otro
con la sonda incubada con BSA. Con
cada sonda ensayada preparamos una
reacciéon de secuenciacion quimica de
Maxam y Gilbert (Maxam & Gilbert,
1977) para las bases puricas (G+A), que
al ser cargada en el mismo gel que las
reacciones de footprinting de esa sonda,
nos permite determinar la zona de la
sonda que esta siendo protegida de la
digestion con DNasal. El analisis de los
experimentos se realizd mediante
electroforesis, bajo  las  mismas
condiciones descritas para los geles de
secuenciacion manual.

Andalisis filogenéticos

Las secuencias de DNA empleadas en
los andlisis filogenéticos se alinearon
usando el programa Clustal W,
empleando los alelos HUM(S), CHII y
GORI1 como representantes de la region
MsH42 en la especie humana,
chimpancé y gorila, respectivamente.
Estos analisis estdn basados en los
métodos de neighbour-joining (NJ),
maxima parsimonia (MP) y maxima
verosimilitud (ML), disponibles en el
programa PAUP" versién 4 (Swofford,
1998). La homogeneidad de los
conjuntos de datos de secuencia se
evaludé con el test de incongruencia de
diferencias de longitud. El modelo que
mejor se ajusta a la topologia estandar
del arbol de los primates fue
seleccionado mediante el test de la ratio
de verosimilitud disponible en Modeltest
version 3.0. Todos estos métodos
analiticos se encuentran revisados por
Thornton & DeSalle (2000). Los valores
de verosimilitud para la topologia
estandar de primates y de las topologias
observadas se compararon con el test
paramétrico de  Kishino-Hasegawa
(Kishino & Hasegawa, 1989).
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Localizacion del minisatélite MsH42 en el genoma

humano

La secuenciacion de los genomas de
diversas especies modelo y, en especial,
la publicacion del primer borrador de la
secuencia del genoma humano en el afio
2001 (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2001; Venter et
al., 2001) han provocado tal aluvion de
datos que el conocimiento derivado de
su analisis estd marcando el comienzo de
una nueva era en la Biologia Molecular.
Ademas, toda esta informacién ha
abierto las puertas al estudio de los
genomas a gran escala, gracias al
desarrollo de poderosos programas
informaticos de busqueda y analisis de
secuencias (revisado en Ureta-Vidal et
al., 2003). Desde la publicacion del
primer borrador del genoma humano, se
ha ido completando y perfeccionando la
secuencia de <cada wuno de los
cromosomas (Stein, 2004). Por este
motivo, las bases de datos donde se
recoge toda esta informacion son
actualizadas periddicamente respecto a
versiones anteriores. Asi, determinadas
regiones especialmente dificiles de
secuenciar o de interpretar, como pueden
ser las duplicaciones de segmentos
grandes, las repeticiones en tindem o las
regiones heterocromatinicas (She et al.,
2004), han sufrido cambios
relativamente importantes a lo largo de
las distintas actualizaciones del genoma
humano (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2004).

Cuando se publico el primer borrador de
la secuencia del genoma humano en
2001, realizamos la localizacion
cromosOmica del minisatélite MsH42 a
través del servidor www.ensembl.org del
EBI  Center/Welcome  Trust-Sanger
Institute. El resultado revel6 que MsH42
se hallaba localizado en el intron 5 del
gen QOULMI1 (Boan et al., 2002). Este
gen, cuya funcion era desconocida,

estaba situado en la banda 25.1
correspondiente a la region
subtelomérica del brazo largo del
cromosoma 15 (contig ACO027808.
5.1.207303) y estaba constituido por 21
exones.

Durante el desarrollo de esta Tesis,
hemos comprobado de forma periddica
la situacion de MsH42 en el genoma
humano. La localizacion cromosdémica
de MsH42 no mostr6 cambio alguno
hasta el afio 2004. Sin embargo, en la
ultima version del genoma humano
comprobamos que el gen Q9ULMI
habia sido redefinido, aunque el entorno
del minisatélite MsH42 permanecia
inalterado (Figura 15). Este gen ahora se
denomina Q8WUIJ3 (K1199 HUMAN)
y consta de 29 exones, habiéndose
detectado el cDNA completo del mismo
(Figura 16). El aumento del numero de
exones ha provocado una renumeracion
de los previamente descritos, estando
MsH42 situado ahora en el intron 13,
que se corresponde con el intréon 5 del
borrador inicial del genoma humano.
Los exones que flanquean al intrén
donde se encuentra el minisatélite son
también los mismos, pero adecuando su
numeracion y pasando a ser los exones
13 'y 14 respectivamente. El gen
Q8wWUJ3 presenta un tamafo
considerable (~ 172 kb), estando su
secuencia repartida entre los contigs
AC023302.9.1.151927 'y AC027808.
9.1.221936, encontrandose MsH42 en el
segundo de ellos. La diferencia
observada con las versiones anteriores
del genoma humano parece deberse a
que inicialmente sélo se habia detectado
un cDNA incompleto de este gen. Este
hecho no resulta extrafio si tenemos en
cuenta que el producto de este gen,
KIAA1199, posee 1331 aminoacidos (~
150 kDa), originados a partir de un
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Localizacion del minisatélite MsH42

mRNA de mas de 7 kb. Como puede
observarse en la Figura 16, el primer
exon dista considerablemente  del
segundo, dando lugar a un intron de mas
de 94 kb, lo que representa casi el 55%
del transcrito primario. Curiosamente,
este primer exén no contiene secuencia
codificante, ya que el codon de
iniciacién estd en el segundo. Existen
dos formas diferentes de mRNA para
este gen, originadas por splicing
alternativo entre los intrones mas
proximos al extremo 3 del mismo
(Figura 16).

El analisis de las bases de datos del

genoma de distintas especies reveld la
existencia de ortdlogos del gen Q8WUJ3
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en chimpancé, perro, rata y raton, lo que
apunta a una importante conservacion
del mismo, al menos en mamiferos
(www.ensembl.org).  Actualmente se
piensa que su funcion esté relacionada
con la audicion, ya que el gen QSWUJ3
parece expresarse especificamente en el
oido interno, concretamente en la coclea
y el vestibulo (Abe et al., 2003a).
Ademas, algunas mutaciones en este gen
han sido relacionadas con sordera no
sindromica (Abe et al., 2003b).

Esta ultima busqueda en el genoma
humano confirma que la localizacion de
MsH42 es intrénica, pero todavia
podrian existir cambios concernientes al
contexto cromosdmico donde se ubica.




Resultados y Discusion

Nacimiento e historia evolutiva de MsH42

Uno de los desafios mas excitantes de la
Biologia Humana es comprender de qué
manera se ha ido construyendo nuestro
genoma a lo largo de la evolucion. Entre
las principales maneras de alcanzar este
objetivo, se encuentra la comparacion
del genoma humano con el de otras
especies. Hasta hace poco, la escasa
disponibilidad de genomas secuenciados
completamente limitaba este tipo de
comparaciones a especies como el raton,
el pez cebra, la mosca del vinagre o el
nematodo Caenorhabditis elegans, todas
ellas con una relacion relativamente
lejana con respecto al ser humano. Estas
comparaciones, no obstante, son utiles
para el estudio de secuencias
conservadas durante largos periodos de
tiempo, comunes a todos los mamiferos,
todos los vertebrados o incluso todos los
animales. Sin embargo, poco nos pueden
contar acerca de la reciente evolucion de
los primates y, consecuentemente, de las
diferencias del ser humano con el resto
de este grupo (Enard & Péidbo, 2004).
Con la finalizacién del proyecto de
secuenciacion del genoma del
chimpancé, nuestro pariente mas cercano
entre los primates, se abre una nueva via
para establecer en qué nos parecemos y
en qué nos diferenciamos esencialmente
del resto de los primates.

Ademas de las grandes comparaciones a
nivel de genoma completo, el estudio de
la evolucion de pequeiias partes del
genoma también pueden ser de gran
utilidad a la hora de estudiar la dindmica
de los mismos (Pddbo, 2003). En este
sentido, muchas secuencias de DNA
repetitivo, y entre ellas los minisatélites,
poseen unos mecanismos evolutivos
caracteristicos que difieren de los de las
secuencias de copia Unica (Charlesworth
et al, 1994). Puesto que en muchos
organismos el DNA repetitivo constituye
una fraccion sustancial del genoma, la
comprension de los procesos que

gobiernan su evolucion puede ayudarnos
a entender con mayor claridad cémo se
ha construido y desarrollado nuestro
genoma hasta hoy.

En lo que respecta a los minisatélites, se
han propuesto varios mecanismos para
explicar la generaciéon de cambios en
este tipo de secuencias, tales como el
entrecruzamiento desigual, el
deslizamiento de cadena durante la
replicacion (slippage), las mutaciones
puntuales, la generacion de
inserciones/delecciones o la conversion
génica (Olsen, 1999; Vergnaud &
Denoeud, 2000). No obstante, su origen
filogenético y dinamica evolutiva siguen
siendo  relativamente  desconocidos.
Existe un estudio evolutivo en primates
sobre los minisatélites hipervariables
MS1 y MS32 donde se muestra que su
grado de polimorfismo ha fluctuado
notablemente en un periodo
relativamente corto de tiempo (Gray &
Jeffreys, 1991). Otros trabajos han
versado sobre los procesos que dan lugar
al nacimiento de minisatélites, como el
realizado por Taylor & Breden (2000) en
el teledsteo Poecilia reticulata y que
sugiere que son sucesos de tipo slippage
entre unidades similares no contiguas los
que permiten la aparicion de este tipo de
secuencias y cuyos remanentes son
detectables como unidades de repeticion
truncadas o imperfectas que flanquean al
minisatélite. Una conclusion similar a
esta habia sido previamente obtenida por
Haber & Louis (1998), aunque dichos
autores proponian el entrecruzamiento
desigual como una alternativa adicional
al slippage en la generacion de los
minisatélites. En este sentido, se ha
descrito una secuencia de tipo
microsatélite en el gen de la n-globina
cuya evolucion obedece claramente a
procesos de mutacion y slippage, como
principales causantes de su expansion
(Messier et al., 1996) y que, aunque
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Evolucion del minisatélite MsH42

E9 E10 E11

E12 E13

E14E15E16 E17E18

Gen

Q8WUJ3

E51 E52 PS1P1PC1 ‘FI’F1

Intrén 13

FP1

FP2

Figura 17. Localizacion de los cebadores de PCR empleados en el analisis de MsH42. Se muestra la
ubicacion de estos cebadores (flechas) en el gen Q8WUIJ3. En la parte superior se destaca la zona del
gen donde se encuentra el intrén 13 que incluye a la region MsH42. E9-E18 indican los exones del
gen. La caja azul sefiala la region MsH42, que comprende al minisatélite MsH42 (caja naranja). Se
indican ademas las regiones que ocupan los fragmentos FP1 y FP2, empleados en los experimentos de

DNasal fooprinting.

pertenece a un grupo de secuencias
diferentes de los minisatélites, puede
ilustrar los procesos responsables de la
variacion de las secuencias repetidas en
tandem. Sin embargo, se sabe poco
acerca de la evolucion de los
minisatélites poco variables, como es el
caso de MsH42. Existe un estudio que
emplea una secuencia relativamente
parecida a la nuestra, el minisatélite del
gen de la tiopurina metiltransfera, con
una unidad repetitiva de 17-18 pb (Alves
et al., 2002). Este trabajo hace un
analisis poblacional detallado en gorila,
chimpancé y humanos, concluyendo que
dentro del minisatélite las distintas
unidades repetitivas pueden ser mds o
menos tendentes a sufrir cambios y
condicionando asi la evolucion de todo
el conjunto. Sin embargo, este trabajo no
profundiza en el origen del minisatélite
en cuestion y su origen evolutivo
permanece incierto. En esta Tesis, nos
propusimos investigar la existencia del
minisatélite MsH42 en otros primates y
en las especies modelo cuyo genoma ha
sido secuenciado para, de este modo,
poder establecer su posible origen
(nacimiento) e historia evolutiva.

Origen evolutivo de MsH42

La basqueda de la region MsH42
(minisatélite y secuencias adyacentes) en
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otras especies de primates se realizo
mediante amplificacion de muestras de
DNA gendmico por PCR, utilizando las
parejas de cebadores PS1/PS2, P1/P2 y
PC1/PC2 (Tabla 3), que se encuentran
localizados en las secuencias
flanqueantes de MsH42 (Figura 17). Los
cebadores PS1/PS2 produjeron
productos de  amplificacion  en
chimpancé, gorila, orangutan y gibon
(Figura 18). En el caso de gorila, los
productos de la PCR fueron muy débiles,
probablemente debido cambios en la
secuencia de alguno de los cebadores,
por lo que debi6 efectuarse una segunda
ronda de amplificacion. En esta
reamplificaciéon, se emple6 como
sustrato el DNA purificado de la banda
del gel de agarosa que habiamos
obtenido  inicialmente. = Tanto  en
chimpancés como en gorilas se detectod
la presencia de bandas de tamafos
diferentes, indicando que la region
MsH42 presenta variabilidad en estas
especies. Los cebadores PS1 y PS2 no
produjeron amplificacion cuando se
emple6 DNA gendémico de monos del
Viejo Mundo (macaco y mandril), del
Nuevo Mundo (tamarindo) o de
prosimios (Eulemur, Lemur 'y Varecia).
Con estas especies se probo la pareja de
oligonucleotidos P1/P2, localizados mas
cerca del minisatélite, pero que todavia
permiten la amplificacién de una porcion
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Figura 18. Amplificacion de la region MsH42 en primates. Se muestra el analisis
electroforético en gel de agarosa al 2% de los productos de amplificacion de la region MsH42
en diversos primates (HUM, humano; CHI, chimpancé; GOR, gorila; ORA, orangutan; GIB,
gibon; MAC, macaco; TAM, tamarindo; MDR, mandril). En la parte superior se especifican
las distintas parejas de cebadores empleadas en la PCR. Hay que sefialar que las diferencias en
tamafio se deben parcialmente al uso de distintas parejas de cebadores. La imagen de la
amplificacion de mandril procede de un experimento distinto a los demas. En el caso de
humano, chimpancé y gorila, las bandas mostradas se corresponden con los alelos HUM(L),
CHI1 y GORI, respectivamente. La amplificacion de macaco fue obtenida de un individuo de
la especie Macaca mulatta y fue idéntica a la obtenida con individuos de la especie Macaca

nigra. M, marcador XIII, con bandas cada 50 pb (Roche Applied Science).

importante de las secuencias
flanqueantes del mismo. Con estos
cebadores obtuvimos amplificaciones
para macaco y tamarindo (Figura 18),
pero no fueron capaces de producir
amplificacion a partir del DNA de
mandril y lemures. Los tres macacos
analizados (dos individuos de la especie
Macaca nigra y uno de Macaca mulatta)
generaron bandas del mismo tamafo, por
lo que aparentemente este locus puede
ser monomorfico en este género. El
DNA de mandril pudo ser amplificado
con los cebadores PC1/PC2 (Figura 18),
disefiados a partir de dos zonas
especialmente conservadas de la region
MsH42 y que comentaremos mas
adelante. Tampoco con estos cebadores
se obtuvo amplificacion a partir del
DNA genémico de lemures. Todos los
productos resultantes de esta serie de
experimentos de PCR se clonaron en
pGEM-T [Easy para su posterior
secuenciacion. Para asegurarnos de que

las amplificaciones que estdbamos
observando en los diferentes primates se
correspondian con una  secuencia
homoéloga al minisatélite humano, es
decir que comparte el mismo origen
evolutivo, se realizaron una serie de
experimentos de PCR en los que usaron
los cebadores E5.1/PC2 para amplificar
las muestras de DNA gendémico. Dado
que E5.1 se localiza en el extremos 5’
del exon 13 del gen Q8WUJ3 y PC2 en
la  secuencia flanqueante 3~ del
minisatélite, una amplificacion positiva
del tamano esperado indicaria que el
minisatélite que hemos detectado en
estos primates se encuentra ubicado en
una posicion equivalente a la que ocupa
en humanos. Los resultados de estos
experimentos confirmaron la
localizacion de MsH42 en el intron
equivalente del gen Q8WUJ3 (Figura
19). En la Tabla 4 se resumen los
tamafios de los fragmentos de PCR
obtenidos para cada especie.
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La imposibilidad para amplificar
secuencias relacionadas con la region
MsH42 en lemures indicaba que MsH42
podria ser exclusivo de primates.
Entonces, para averiguar si existia una
secuencia similar a MsH42 en los
genomas de especies filogenéticamente
mas distantes, realizamos una busqueda
in silico en las bases de datos de los
genomas de las siguientes especies: raton
(Mus musculus), rata (Rattus
norvegicus), pollo (Gallus gallus), sapo
(Xenopus laevis), pez cebra (Danio
rerio) 'y la mosca del vinagre
(Drosophila melanogaster), asi como en
los borradores de los genomas de la vaca
(Bos  taurus) 'y la  zarigiieya
(Monodelphis domestica). No pudimos
encontrar ninguna secuencia ortéloga a
MsH42 en ninguno de estos genomas.
No obstante, si hallamos evidencia de la

c M HUM CHI

2 kb»>

existencia de un gen ortdlogo a
Q8WUIJ3, aunque solamente en
mamiferos (datos no mostrados).

Este conjunto de datos, i) la presencia en
mamiferos de los dos exones del gen
Q8WUIJ3 que flanquean a la region
MsH42 en humanos, ii) la ausencia del
minisatélite en los genomas de
mamiferos no primates analizados, iii) la
incapacidad  para obtener  una
amplificacion de la region MsH42 en
lemures con cualquiera de las
combinaciones de cebadores empleadas
y iv) la existencia del minisatélite en
todos los platirrinos 'y catarrinos
ensayados, sugiere que el origen de esta
secuencia tuvo lugar durante una fase
temprana de la evolucion de los
primates, antes de la divergencia entre
monos del Nuevo y del Viejo Mundo.

GOR ORA GIB MAC MDR TAM LEM

;2

Figura 19. Demostracion de la localizacion de MsH42 y sus ortélogos para diversos primates
en el gen Q8WUIJ3. Se muestra el analisis electroforético en gel de agarosa al 1% de los
productos de amplificacion obtenidos con el DNA genémico de diversos primates empleando
los cebadores ES5.1 y PC2. La imagen muestra el negativo de una fotografia del gel para
facilitar la observacion de los productos menos intensos. En el caso de gibon, macaco y
mandril, los productos de amplificacion fueron muy débiles (puntas de flecha blancas),
probablemente debido a la existencia de mutaciones en la secuencia de alguno de los
cebadores. C, reaccion control sin DNA molde; M, marcador de 1kb (Invitrogen). Los
acronimos para las diferentes especies son los mismos que en la Figura 18, con excepcion de

LEM, lemur (Varecia variegata).
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Tabla 4. Alelos de MsH42 en primates

Resultados y Discusion

Tamaiio Unidades

Variantes de las unidades repetitivas®

Organismo Alelos o Cebadores
(pb)  repetitivas A Al A2 A3 A4 A5 BB1 B2 B3 B4 C C1 C2 C3 C4 C5 C6 D A6-A10 C7-C13
Humano  HUM(L) 863 36 PSI/PS2  ++ + + + ++ + + +
HUM(M) 806 30 " ++ 4+ + + + 4+ + +
HUM(S) 758 25 " ++ + + + ++ + + +
Chimpancé  CHII 728 22 " ++ + + + + ++ +
CHI2 690 18 " + o+ + + + ++ +
Gorila GORI 742 23 " + 4+ + + + o+ ++ +
GOR2 800 29 " + 4+ + + + ++ +
GOR3 1010 51 " ++ + + + ++ +
Orangutin  ORA 657 13 " + o+ + + +
Gibon GIB 680 16 + + + + + + + + + +
Macaco MAC 308 7 P1/P2 + + + +
Mandril MDR 145 7 PCI/PC2  + + + +
Tamarindo ~ TAM 386 19 P1/P2 + + + +

NOTA.- 2Codigo de las variantes de las unidades repetitivas. A: TGGGAGAGGC, Al: TGACAGAGGC,
A2: TGGGAAAGGC, A3: TGGGAGAGAC, A4: TGGGAAAGAC, A5: TGGGAAAGGT, B: TGGGATTGC,

B1:
C1:
Ce:

TGTGATTGC, B2: TGAGATTGC, B3: TGGAATTGC, B4: CGAGATTGC, C: TGGGAGAGC,
TGGGAAAGA, C2: TGTGAGAGC, C3: TGGGAAAGC, C4: TGGGAGAC, C5: TAGGAGAGC,
TGGGAGGGC, D: TCAGAGAC, A6: TGGGAGAAGG, A7: TGGGAGATGG, A8: TAGGGGAGGC,

A9: TGGGAGAGGG, A10: TGGGGGAGGC, C7: TGGGGGAGC, C8: TGGGAGAAC, C9: TGGGGAAGC,
C10: TCGGAGAGA, C11: TAGGAGACC, C12: TGGAAGAGC, C13: TGAGAGAGA. Este codigo ha sido
modificado con respecto al empleado en trabajos previos (Boan et al. 1998, 2002). HUM(L), HUM(M) y HUM(S)
son los alelos largo, mediano y corto de MsH42, respectivamente, CHI1, CHI2, GOR1, GOR2, y GOR3 representan
distintos alelos encontrados en las especies de chimpancé y gorila.

Estructura de MsH42 en primates

Para estudiar la organizacion de la
region MsH42 en los primates, los
productos de PCR se secuenciaron y
compararon entre si. La Figura 20
muestra el alineamiento de un alelo
representativo de cada especie con
respecto a la secuencia del alelo corto
humano de MsH42. Las diferencias de
tamafio de las secuencias mostradas se
deben en parte a la pareja de cebadores
con las que fueron amplificadas. En la
Tabla 4 se muestran el nimero y tipo de
unidades repetitivas que componen el
minisatélite en cada una de las especies y
también utiliza el codigo de letras que
emplearemos en  adelante  para
representar cada unidad repetitiva de
MsH42. Este codigo se modificé con
respecto al anteriormente descrito por
Boan et al. (1997, 1998, 2002) (Figura
9). La razon de esta modificacion fue
para acomodar mejor los nuevos datos
evolutivos y agrupar de forma mas
coherente algunas de las variantes
repetitivas. Un analisis detallado de la

organizacion del minisatélite reveld una
serie de caracteristicas interesantes. Asi,
el minisatélite de tamarindo, cuyo origen
evolutivo se remonta a ~ 40 millones de
afios, presenta dos variantes repetitivas
comunes al minisatélite humano (A y C),
intercaladas con otras variantes similares
exclusivas de esta especie, constituyendo
una secuencia que aunque guarda cierta
semejanza con el minisatélite MsH42
humano, muestra una organizacion
interna  claramente diferente. Esta
variante del minisatélite pudo originarse
a partir de una secuencia progenitora que
contenia las  unidades repetitivas
primigenias (A y C) o unas muy
similares a ellas, que comenzaron a
sufrir mutaciones y a expandirse en una
fase temprana de la evolucion de los
primates. El minisatélite que
encontramos en los monos de la familia
Cercopithecidae (divergencia con la
familia Hominidae estimada en unos 25
millones de afios), macaco y mandril,
consta de siete unidades repetitivas con
la misma organizacion en ambas
especies, exceptuando una transicion
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G—A en la sexta repeticion. Esto
concuerda con la estrecha relacion
filogenética que existe entre estas ambas
especies. Ademds, en estos primates el
minisatélite MsH42 presenta por primera
vez una caracteristica que se mantendra
constante en todas las demds especies:
las unidades repetitivas A y C1 marcan
el principio (5) y el final (3") del
minisatélite (tomando como orientacion
5’- 3’ la misma que la del gen donde se
encuentra incluido). En el gibén
(divergencia estimada hace ~ 18
millones de afios), el minisatélite
adquiere una organizacion relativamente
peculiar, constando de 16 unidades
repetitivas, siendo cuatro de ellas
distintas a las que se encuentran en
humanos. Ademas, wuna de estas
repeticiones (D) es exclusiva de esta
especie. Otra peculiaridad del gibon es
que aparecen por primera vez las
repeticiones tipo B, que se mantendran
en adelante a lo largo de la evolucion de
MsH42. En el andlisis de los pongidos,
los primates mas proximos a la especie
humana, el orangutan (12-16 millones de
afos), ya presenta una composicion en
repeticiones muy similar a la de los
humanos, aunque todavia su
organizacidn interna es sustancialmente
diferente. De entre las trece repeticiones
que lo componen s6lo una (B4) no esta
presente en el minisatélite MsH42,
siendo aparentemente exclusiva de esta
especie.

En los pdéngidos africanos, chimpancé
(4-6 millones de afios) y gorila (6-8
millones de afios), el minisatélite ya se

encuentra organizado de manera similar
a la del locus humano. El analisis de las
muestras de gorila revel6 la existencia de
al menos tres alelos de 23 (GOR1), 29
(GOR2) y 51 (GOR3) unidades
repetitivas, con una Unica variante (C2)
ausente en los alelos humanos. Estos tres
alelos del gorila comparten entre si un
grupo de 9 repeticiones (A-B-A-C-Al-
B-A2-C-A) en el extremo 5  del
minisatélite 'y otro grupo de 5
repeticiones en el extremo 3° (A-C-A-
A3-Cl), por lo que el polimorfismo
observado se debe a variaciones en su
porcién central. En el chimpancé los dos
alelos detectados CHI1 y CHI2, de 22 y
18 repeticiones respectivamente,
también presentan una organizacion
homologa a la del alelo corto humano,
con la salvedad de dos repeticiones (B3
y C2), que no se encuentran en humanos.
La unidad C2 estd presente tanto en
gorilas como en chimpancés, mientras
que B3 parece una variante infrecuente
originada por un SNP. En este sentido,
nuestros resultados concuerdan con la
hipotesis de que los pongidos africanos
estan mas relacionados con los humanos
que con los orangutanes asiaticos
(Miyamoto et al., 1987; Pdédbo, 2003).

Gracias a las comparaciones entre los
alelos de los distintos primates se puede
afirmar que: 1) las repeticiones A4 y Bl
son exclusivas de los humanos, ii) las
repeticiones A y C deben de ser las mas
antiguas, porque ya se encuentran en
tamarindo, 1ii) las repeticiones A y Cl1
marcan los extremos del minisatélite
desde hace al menos 25 millones de afios

Figura 20. Alineamiento de las secuencias obtenidas a partir de los diferentes primates para la
region MsH42 (minisatélite MsH42 y secuencias adyacentes 5" y 3") y los exones 13 y 14. Las
secuencias humana, de chimpancé y de gorila estan representadas por los alelos HUM(S), CHI1 y
GORI debido a su mayor similitud en tamafio. En el resto de primates se muestra el unico alelo
conocido. Para facilitar las comparaciones entre alelos, el alineamiento del minisatélite se ha
esquematizado con el codigo de una letra empleado en la Tabla 4. Las cajas 5S’"HCS y 3'HCS,
resaltadas en amarillo, indican las secuencias altamente conservadas donde se encuentran los
cebadores PC1 y PC2 (subrayados) y los footprints de DNasal 5f1 y 3fl. Las cajas chi contienen el
motivo de recombinacion de procariotas Chi (GCTGGTGQG). En el alineamiento del exén 13, las
cajas delimitan dos codones que codifican para metionina en casi todos los primates no humanos y

para treonina y valina en humanos.
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y iv) existe un bloque de repeticiones
muy bien conservado en todas las
especies de la familia Hominidae (C-A-
B/B2/B4-A2-C) que sugieren que su
presencia podria haber sido necesaria
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reguladores en las regiones no
codificadoras del genoma (Boffelli et al.,
2003). Por esta razoén, llevamos a cabo el
analisis de las secuencias flanqueantes 5°
y 3" de MsH42. Los resultados obtenidos
demostraron que hay una importante
conservacion entre dichas secuencias en
los distintos primates (Figura 20).
Concretamente, detectamos a ambos
lados del minisatélite la presencia de dos
secuencias altamente conservadas que
denominamos 5'HCS y 3'HCS (highly
conserved sequences). La secuencia
5"HCS comprende 29 pb y solo presenta
dos cambios nucleotidicos en el
tamarindo. Por su parte, la secuencia
3’'HCS, de 26 pb, sélo muestra dos
transiciones A—G en el macaco.
Aunque no pudimos analizar
directamente las HCS en el mandril,
como los oligonucleétidos PC1/PC2 con
los que se obtuvo su amplificacion estan
disefiados sobre estas secuencias, el
hecho de obtener una amplificacién con
estos cebadores indica que en esta
especie también deben hallarse bien
conservadas. Asimismo, cabe destacar la
alta conservacion de las dos secuencias
Chi de recombinacién en procariotas
presentes a ambos lados del minisatélite.

Interaccion de las HCS con
proteinas

La conservacion especifica de las
secuencias no codificadoras puede
implicar una determinada funcion, con la
consiguiente  presion  selectiva y
ralentizacion de las tasas de mutacion de
las mismas (Ludwig, 2002). Estrategias
como la huella filogenética (Tagle et al.,
1988; Gumucio et al., 1992) y el
sombreado filogenético (Boffelli et al.,
2003) han sido utilizadas para identificar
potenciales  elementos  reguladores
altamente conservados, mediante el
alineamiento de secuencias procedentes
de numerosas especies poco o0 muy
emparentadas filogenéticamente. Esta
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alta conservacion evolutiva puede estar
reflejando  una funcion de estas
secuencias probablemente dentro del gen
Q8WUIJ3. Para profundizar mas en el
analisis de esta region del genoma, nos
planteamos estudiar si estas secuencias
HCS serian reconocidas por proteinas
nucleares, lo que estaria manifestando
una evidencia mas a favor de una posible
funciéon de las mismas. En nuestro
laboratorio, se  habian  detectado
previamente interacciones DNA-proteina
en esta region mediante experimentos de
band shifting (Boan et al., 1997), lo que
refuerza la hipdtesis de que las regiones
conservadas interactian de forma
preferencial con proteinas de union al
DNA.

Para intentar averiguar qué secuencias
concretas eran las que estaban siendo
especificamente reconocidas por
proteinas, se realizaron experimentos de
footprinting con Dnasal. En estos
experimentos se emplearon las sondas
FP1 y FP2. FP1 comprende las 127 pb
de la region flanqueante 5° contiguas al
minisatélite, incluyendo el 5'"HCS, y las
nueve primeras repeticiones de MsH42.
FP2, por su parte, posee las ultimas
nueve repeticiones de MsH42 y las
siguientes 175 pb de la region
flanqueante 3’, incluyendo por lo tanto el
3’'HCS. Los resultados obtenidos con
ambas orientaciones de la sonda FPI
(FPla y FP1b) y extractos nucleares de
tejidos somaticos (cerebro e higado)
demostraron la presencia de dos zonas
protegidas, 5f1 y 5f2, localizadas en la
region flanqueante 5° del minisatélite
MsH42 (Figura 21). Analogamente, los
experimentos realizados con las dos
orientaciones de la sonda FP2 (FP2a 'y
FP2b) pusieron de manifiesto la
existencia de otras dos zonas protegidas,
3f1 y 3f2, en la regién flanqueante 3’
cuando se empleaba el extracto de
higado de rata. Hay que destacar que las
regiones 5f1 y  3fl  incluyen
respectivamente a las secuencias 5’ HCS
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51 5'-AGTGTTGAGAGTGAGCAT-3’
5f2 5"-CATAGGCCTTGGGCACATCTAGGACAC-3’

3f1 5'-GTGTGAGTTCATGAAGATAG-3’
3f2 5"-GGAGTGAGAGATGCGTGGGGCAAGAGGGAAGGCAGCAGTTCAGGG-3’

Figura 21. Analisis de footprinting de DNasal con las sondas FP1 y FP2. Se muestran las
autorradiografias correspondientes a los experimentos realizados con las dos orientaciones posibles de
cada sonda (FPla y FP2a, 5'—3; FP1b y FP2b, 3'—5"). FP1 comprende parte de la region flanqueante
5" y el principio de MsH42, mientras que FP2 abarca el final del minsatélite y parte de la region
flanqueante 3" contigua. En los dos casos se detectaron regiones de footprint (5f1, 52, 3f1 y 3f2), cuya
secuencia se muestra en la parte inferior de la figura. 5f1 y 3fl se incluyen dentro de las regiones
conservadas 5"HCS (linea vertical azul) y 3'HCS (linea vertical roja), respectivamente (Figura 19).
G+A, reacciones de secuenciacion G+A de Maxam & Gilbert; Control, reacciones con BSA; Higado,
Cerebro y Testiculo indican los distintos extractos proteicos nucleares empleados en las reacciones.

y al 3'HCS (Figura 20), lo que Teniendo en cuenta que el locus MsH42

demuestra la existencia de una o varias se encuentra situado dentro de un intron,
proteinas que interactian con estas se podria especular con que estas HCS
secuencias conservadas, por lo que dicha pudiesen desempeilar una posible
conservacion estaria verdaderamente funcion reguladora dentro del gen
marcando  footprints  filogenéticos. Q8WUIJ3.
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Analisis filogenético de los datos
de secuencia

Para comparar la dindmica evolutiva de
la region MsH42 localizada dentro del
intron 13 del gen Q8WUJ3 con respecto
a las secuencias codificantes mas
proximas, amplificamos y secuenciamos

A

los exones vecinos (13 y 14) utilizando
para ello los cebadores ES5.1/E5.2 y
E6.1/E6.2, respectivamente (Figura 17).
El exén 13 se amplifico en todos los
primates estudiados, excepto en los
lemuridos, siendo la mayoria de los
cambios con respecto a la secuencia
humana se daban en la tercera posicion
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Figura 22. Comparacion entre el arbol filogenético estandar de los primates (A) y el obtenido en
nuestro estudio (B). En la parte inferior de la topologia estandar de primates se muestra la escala
temporal aproximada en millones de afios (tomada de Goodman, 1999 y Pidbo, 2003). Nuestro arbol
filogenético fue obtenido por neighbour-joining a partir del conjunto total de datos (region minisatélite
y exones). Las distancias se estimaron bajo criterio de maxima verosimilitud, generandose mil
versiones a partir de combinaciones de los datos originales mediante boostrapping para evaluar el
soporte de los nodos. Los nimeros en cursiva indican los valores de bootstrapping, mientras que los
numeros normales indican los valores de distancia de Tamura-Nei. La secuencia de tamarindo se uso
como grupo externo para enraizar el arbol. La barra de escala representa 0.01 unidades de distancia.
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de los codones y eran sinénimos (Figura
20). Existe, sin embargo, un codon que
codifica para metionina en todos los
primates, excepto en humanos donde
codifica treonina, suprimiéndose asi un
codon de iniciacidon potencial dentro de
la pauta de lectura. Quizds este
hipotético codon de iniciacion podria
servir para producir mas de una proteina
a partir del mismo mRNA mediante un
mecanismo que implicase la iniciacion
de la traduccion en lugares internos de
union del ribosoma (Oh & Sarnow,
1993). El ex6n 14 pudo amplificarse en
todos los primates con la excepcion del
tamarindo. En este caso todos los
cambios con respecto al exéon humano
resultaron ser sinonimos (Figura 20).

Para estudiar si los datos experimentales
se adecuaban a la filogenia estdndar de
primates (Miyamoto et al., 1987,
Goodman et al., 1998), se realizd un
analisis filogenético empleando las
secuencias de la region minisatélite y de
los exones 13 y 14. Los resultados
obtenidos al aplicar el test de diferencias
en la incongruencia de longitud
indicaron que habia una congruencia
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significativa de las secuencias (P=1), lo
cual permiti6 la reconstrucciéon de una
topologia por neighbour-joining a partir
del conjunto total de datos (Figura 22).
El arbol filogenético obtenido de esta
forma  reproduce las  relaciones
filogenéticas  entre  los  primates
generalmente aceptadas (Miyamoto et
al., 1987). Bajo criterios de parsimonia,
los datos de todas las secuencias
tomadas en su conjunto, asi como los de
las secuencias flanqueantes de MsH42
por separado, también reflejan el arbol
de primates aceptado generalmente
(Tabla 5). Sin embargo, se obtuvieron
topologias alternativas a partir de los
datos de secuencia de los exones y del
minisatélite  (datos no mostrados),
aunque los valores del indice de
consistencia, asi como del test de
Kishino-Hasegawa indican que dichos
datos de secuencia pueden  ser
consistentes con la topologia estandar de
los primates (Tabla 5). La concordancia
entre el arbol de los primates y el
estimado a partir del minisatélite MsH42
sugiere que los eventos mutacionales
observados en MsH42 son similares a
los acaecidos en otras secuencias no

Tabla 5. Evaluacion de los arboles filogenéticos generados a partir de las secuencias obtenidas de los
distintos primates con respecto a la topologia estandar establecida para este grupo.

Exones Secuencias Minisatélite Conjunto de
13y 14 flanqueantes MsH42 todas lz.ls
de MsH42 secuencias
Sefial Filogenética (-g;) -0.890 -1.019 -1.075 -0.997
Numero de Caracteres Incluidos 336 495 243 1074
Caracteres Informativos (Parsimonia) 15 51 164 207
Longitud del arbol: Topologia MP Observada 282 135° 293¢ 456°
indice de Consistencia 0.893 0.963 0.761 0.829
Longitud del arbol: Topologia Estandard 28 293
indice de Consistencia 0.893 0.761
Diferencia de Longitud 0 0
-InL de la Topologia ML Observada 631.216* 1109.097° 473.966° 2289.185"
-InL de la Topologia estandar de primates! 631.216 475.945
AlnL 0 1.979
P (Test Kishino-Hasegawa) 1.0 0.304

2 Topologia observada: (TAM, ((MAC, MDR),(ORA, GIB, (CHI, GOR, HUM)))). ® Topologia
observada idéntica a la topologia estandar de primates. ¢ Topologia observada: (TAM, (MAC, MDR),
(ORA, (GIB, (HUM, (CHIM, GOR))))). ¢ Topologia estdandar de primates: (TAM, ((MAC, MDR),
(GIB, (ORA, (GOR,(CHIM, HUM)))))). © Topologia observada: (TAM, (GIB, (HUM, CHI, GOR),
(ORA, (MAC, MDR))))). MP, maxima parsimonia; ML, méaxima verosimilitud.

73




Evolucion del minisatélite MsH42

codificadoras  durante la  historia
evolutiva de los primates (Saitou &
Ueda, 1994; Apoil & Blancher, 2000).
Ademas, la estimacion del parametro 6
(6=0.256) obtenido de los datos
poblacionales sugiere una tasa de
mutacion que se encuentra dentro del
rango de las estimadas para intrones en
el genoma humano (Huang, 1998).

Historia evolutiva del minisatélite
MsH42

Los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio indican que la secuencia
MsH42 se origind dentro de un intron,
probablemente a partir de una secuencia
progenitora sin una estructura de
minisatélite bien definida (Figura 23).
Esta secuencia inicial pudo haberse
originado mediante procesos de slippage
y/o entrecruzamiento desigual entre
unidades repetitivas no  contiguas
formadas al azar (Levinson & Gutman,
1987; Haber & Louis, 1998; Taylor &
Breden, 2000) o por otro tipo de cambios
que condujesen a la formacion de las
primeras  unidades repetitivas  del
precursor de MsH42. La existencia de
una region parecida a MsH42 en el
tamarindo denota la generacion de esta
secuencia durante la fase temprana de la
evolucion del linaje de los primates,
antes de la divergencia entre los monos
del Nuevo 'y Viejo  Mundo,
aproximadamente hace 40 millones de
afios (Goodman, 1999). Esta deduccion
se apoya en la ausencia de amplificacion
al emplear el DNA gen6émico de tres
especies de prosimios diferentes y
porque no pudo encontrarse ninguna
secuencia ortdloga a MsH42 en ninguna
de las bases de datos gendmicas de
organismos  filogenéticamente = mas
distantes (vaca, zarigiieya, raton, rata,
pez cebra y mosca del vinagre). En el
macaco y el mandril, la region ortdloga a
MsH42 ya presenta una organizacion en
tandem mas parecida a la del minisatélite
humano, mostrando las unidades
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caracteristicas inicial y final (A y C1). El
minisatélite de gibon presenta una
unidad repetitiva relativamente diferente
a las demas (D), asi como otras variantes
exclusivas de esta especie (A5, C3 y
C4). Sin embargo, ya encontramos un
grupo de repeticiones C-A-B-A2-C-C
muy similar al bloque de repeticiones C-
A-B2-A2-C-A de la secuencia humana,
y que pudo constituir el ordenamiento
primordial del minisatélite en los
pongidos. La  similitud con Ia
organizacion del minisatélite humano se
hace atin mas evidente en el orangutan,
donde el bloque A-A-C-A-B4-A2-C-A
es idéntico al presente en el alelo corto
humano, con la excepcion de wuna
transicion entre las repeticiones B4
(exclusiva de orangutan) y B2.

La homologia entre MsH42 en humanos
y los grandes monos africanos,
chimpancé y gorila, es muy elevada,
tanto en secuencia como en organizacion
de las repeticiones. La comparacion de
los alelos HUM(S), CHI1 y GORI1
revel6 una identidad casi completa entre
las secuencias de las tres especies. Cabe
resaltar la existencia de dos bloques
exactamente iguales entre los tres alelos:
A-B-A-C-A1-B-A2-C-A y A-A-C-A-
B2-A2-C-A-C-A-A3 (Figura 23). Este
hecho sugiere que debid de existir de un
alelo comun ancestral a partir del cual se
generaron los alelos HUM(S), CHII y
GORI1, pero que ha desparecido de las
poblaciones humanas actuales y de las
de chimpancé y gorila. No obstante, es
destacable el gran parecido que existiria
entre tal alelo ancestral y los alelos
mencionados. Desde este punto de vista
es posible que el polimorfismo actual
existente en la region minisatélite de
dichas especies haya sido originado a
partir de estos alelos altamente
homologos. Sorprendentemente GORI1
mantiene mas diferencias con GOR2 y
GOR3 que con los alelos CHIIl vy
HUM(S). Estas variaciones en el gorila
no parecen facilmente explicables




mediante  entrecruzamiento  desigual,
slippage o mutaciones puntuales, al
contrario que entre los alelos presentes
en humano y chimpancé. Por lo tanto, es
plausible que diversas formas alélicas de
la region MsH42 coexistiesen en el
acervo genético ancestral y que GOR2 y
GOR3 evolucionasen a partir de alguna
de estas variantes, mientras que GORI,
CHI1 y HUM(S) se originaron a partir
de otra forma alélica distinta. Al mismo
tiempo, la propia existencia de estos tres
alelos altamente homologos en las tres
especies sugiere que el alelo comun
ancestral debid haber sido el mas
abundante. De hecho, la identificacion
de alelos compartidos entre especies,
mas que las propias frecuencias relativas
en cada especie, son un método muy
indicativo para establecer los posibles
alelos  ancestrales de un locus
polimorfico (Iyengar et al., 1998).

Los datos previos de que disponiamos
acerca de las frecuencias alélicas de
MsH42 se referian a poblacion
caucasoide (Boan et al., 2002). Por esta
razén, hemos realizado un estudio
poblacional en individuos negroides. En
estas poblaciones el alelo corto HUM(S)
presentd una frecuencia de 0.48+0.07 lo
que constituye un valor tres veces mas
alto que en la poblaciéon caucasoide
(0.16+0.02) (Boéan et al., 2002). El hecho
de que este alelo tenga mayor frecuencia
en negroides, junto con su gran
homologia con los alelos CHI1 y GORI
en los grandes monos africanos,
concuerdan con la hipdtesis del “out of
Africa” (Cann et al., 1989; Armour et
al., 1996). En otras palabras, los datos
sobre las frecuencias alélicas diferentes
entre las poblaciones europeas y
africanas y concretamente el hecho de
que en estas ultimas el alelo HUM(S), el
mas semejante a los alelos de chimpancé
y gorila, sea mdas abundante que en
europoides parecen concordar con la
teoria del origen africano de los
humanos modernos. Esta teoria se apoya
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fuertemente tanto en estudios de
variacidn genética en poblaciones
actuales como en el registro fosil y es la
mas ampliamente aceptada en la
actualidad (Stringer, 2003).

A la vista de los resultados obtenidos al
analizar la historia evolutiva de MsH42
en primates, nos planteamos la cuestion
de como se podria haber originado el
polimorfismo de este locus en la especie
humana. Asi, una hipdtesis sobre la
sucesion de  acontecimientos  que
expliquen este polimorfismo podria ser
la siguiente: inicialmente se formd el
alelo HUM(S) a partir del ancestro
comun con chimpancé y gorila; después
una duplicacion directa del bloque de 11
repeticiones B1-A-A-C-A-B2-A2-C-A-
C-A dio lugar al alelo largo, del cual
surgi6 el alelo mediano mediante una
deleccion del bloque C-A-C-A-Bl1-A
(Figura 23). El mantenimiento de la
organizacion interna de las repeticiones
en los tres alelos de MsH42 apunta hacia
el emparejamiento incorrecto de bloques
de repeticiones como el principal evento
mutacional en este locus, mecanismo
que ya ha sido propuesto para explicar la
variabilidad en otros minisatélites
(Charlesworth et al., 1994).

Una aproximacion util al estudio de la
evolucion humana a nivel molecular es
considerar a nuestro genoma como un
mosaico en el cual los diferentes
segmentos de DNA tienen su propia
historia evolutiva (Pdébo, 2003). Aunque
dispersas a lo largo del genoma, distintos
tipos de secuencias de tipo repetitivo,
especialmente  los  retroelementos,
pueden haber influenciado notablemente
en la expansion general que ha sufrido el
genoma humano con respecto al de otros
primates (Liu et al,. 2003). No obstante,
la contribucion del DNA repetido en
tandem a este crecimiento del genoma
puede haber sido también considerable
(Comeron, 2001). En este sentido,
existen evidencias que apuntan hacia una
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tendencia de los minisatélites a
expandirse hasta un determinado
momento en el cual expansion y

contracciéon se equilibran, estado en el
cual parecen hallarse ya algunos
minisatélites en determinadas
poblaciones humanas (Buard et al.,
2002). Bajo esta perspectiva, nuestros
resultados nos permiten imaginar cuando
inici6 MsH42 su andadura evolutiva en
los primates y coémo este locus
evolucion6 hasta convertirse en la
secuencia actual que conocemos en los
primates. Asi, en el modelo propuesto en

la Figura 23, podemos observar como
MsH42 es una secuencia que se origind
antes de la divergencia entre los monos
del Nuevo y del Viejo Mundo, que
probablemente evolucion6 mediante
cambios relativamente sencillos del tipo
slippage, entrecruzamiento desigual,
mutaciones puntuales y/o duplicaciones/
delecciones, y que el polimorfismo
actual en las poblaciones humanas, de
chimpancé y de gorila, las especies con
minisatélites mas largos, podria haberse
generado a partir de un uUnico alelo
ancestral de la region MsH42.

HUM (M) -

[ABACA1BAZACAB2A2CACAB1AACAB2A2CACAASAACT |
I deleccién

HUM (L) i : S o

[ABACA1BAZCACAB1A-ACABZA2CACAB1AACABZAZCACAA3A4C1 ]

duplicacion
HUM (S)

[ABACA1BA2CACAB1AACAB2A2CACAA3A4CY]

B1y A4

y GOR3

[AEACATBA2CAC2AC2C2AAAACAC2ACAACACAC2AC2ABAC2ACAAC2ACAC2AAACAASCT |
CHI2
[AB3AC§:2AACABZ.I§20ACAA3C1] GOR2
‘ - deleccion T [ABACA1BA2CACACAC2ACAC2AAAAACACAASCT]
CHIL
[ABACA1BA2CAC2AACAB2A2CACAA3CY] GOR1 T
~ 46Ma
[AEACATBA2CAC2AAACAB2A2CACAASCT]
6-8 Ma

[ ABACA1BA2CARARAACAB2A2CACAA3C1 ]
Organizacion ancestral comtin a GOR1, CHI1 y HUM (S)

A1,A3y B2 ORA
AAACABA4A2CAAAACT
GIB
[ABA2DCBEC3CABA2CCC4A5CT]  12-16Ma /
MAC
~18 Ma AAC5AC6AC1T
ByA2
MDR
TAM ~25 Ma
[C7CCBCIC10ACTIACT2A6CATABCCCAOATOCT3] o AACSACACT
—~~— ~40 Ma

AyC
Secuencia progenitora

Figura 23. Historia evolutiva hipotética del minisatélite MsH42. La organizacion del minisatélite
para cada uno de los alelos de las distintas especies se indica con el codigo de una letra (Tabla 4).
Las repeticiones presentes en el minisatélite humano se hallan coloreadas y su posible momento
de aparicion en el linaje de los primates se muestra en los internodos a lo largo del arbol. R en la
organizacion de las unidades repetitivas del hipotético ancestro comin denota repeticiones de
secuencia desconocida. Los tiempos de divergencia se tomaron de Goodman (1999) y Piibo
(2003). Ma, millones de afios.
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Generacion y localizacion de cortes de doble cadena

en la region MsH42

Muchos procesos recombinatorios se
inician tras la generacion de un corte de
doble cadena (DSB, double-strand
break) en un duplex de DNA (Szostak,
1983; Paques & Haber, 1999). Ademas,
estos DSBs también pueden ser causados
por la exposicion de las células a agentes
lesivos para el DNA, como determinadas
sustancias quimicas genotdxicas o
radiaciones ionizantes, o bien como
consecuencia  de  horquillas  de
replicacién bloqueadas o dafiadas (Chu,
1997; West et al., 2000). La persistencia
de estas rupturas del DNA podria
conducir a la generacion de mutaciones,
translocaciones genéticas y finalmente
cancer (Sancar et al., 2004; Esashi et al.,
2005; Gorgoulis et al., 2005). Debido a
esto, el buen funcionamiento de los
mecanismos de reparacion de los DSBs
es crucial para el mantenimiento de la
estabilidad de los genomas (Kanaar et
al., 1998; Pastink et al., 2001).

Los DSBs que aparecen en células
germinales en meiosis son habitualmente
procesados mediante recombinacion
homologa (HR, homologous
recombination), mientras que en las
células somaticas son reparados tanto
por HR como por unién de extremos no
homologos (NHEJ, non-homologous
end-joining) (Takata et al., 1998;
Singleton & Jeggo, 1999). La HR es un
mecanismo conservativo que implica el
uso de una molécula de DNA doble
cadena intacta para la reparacion precisa
del corte por medio de eventos de
intercambio de cadena sencilla y pasos
de sintesis de DNA (Figura 24). Este
mecanismo es el principal responsable
de la eliminacién de DSBs en levaduras
(Paques & Haber, 1999). La hibridacion
de cadena sencilla (SSA, single-strand
annealing) puede considerarse como una
forma no conservativa de HR que

requiere la existencia de regiones de
homologia en las zonas que flanquean el
corte y conlleva la degradacion de los
extremos 5" de las moléculas de DNA
implicadas, facilitando la asociacion
entre dichas regiones (Figura 24).
Seguidamente, se  produce  una
eliminacion de los extremos no
homologos, rellenandose los posibles
huecos que se generen y la mella en cada
cadena se sella con el establecimiento de
un enlace fosfodiéster mediante una
ligasa (Gottlich et al.,, 1998). Por otro
lado, la recombinacion tipo NHEJ es la
ruta de reparacidbn no conservativa
predominante en los vertebrados, ademas
de estar directamente implicada en la
recombinacion V(D)J y en el cambio de
clase de los genes de |las
inmunoglobulinas en los mamiferos
(Singleton & Jeggo, 1999). En este caso,
la reparacion del DSB se logra sin la
necesidad de regiones de homologia, o
en cualquier caso muy pequeias, entre
los extremos que van a ser ligados.
Aunque se han descrito mas proteinas
que pueden intervenir en este proceso, el
NHEJ (Figura 24) implica béasicamente
la unién de las proteinas Ku70 y Ku80 a
cada extremo de DNA, lo que activa la
subunidad catalitica de la protein kinasa
dependiente de DNA (DNA-PK)
mediante la estabilizacion de su
interaccion con dichos extremos del
DNA (revisado en Critchlow & Jackson,
1998; Doherty & Jackson, 2001). Esto
promueve la ligacion del corte por el
heterodimero DNA ligasa IV-XRCC4
(revisado en Karran, 2000; Lieber et al.,
2003; Weterings & van Gent, 2004). Las
evidencias mas recientes obtenidas en
este campo hacen pensar en una
cooperacion entre HR y NHEJ para el
mantenimiento de la integridad y de la
estabilidad gendmica en los mamiferos
(Richardson & Jasin, 2000).
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DSB
) Q
5
X 5
I
Recombinacion Hibridacion de Unién de extremos
homologa cadena sencilla no homologos
(HR) (SSA) (NHEJ)
5 5 i e —— 5
5 —-— —a_—5 5
Reseccion Reseccion Aproximacion y
extremos 5° extremos 5° procesado de los
extremos
5 > — 5 ..
- — =5 .. 5

5
l Alineamiento con el

Hibridacion de
duplex homélogo intacto

regiones homélogas l Sellado de las mellas

5 ] 5’—-/— 5 .
5 — 5 5
) 5 Degradacion de extremos
5 de cadena sencillay
sellado de la mella

homdlogo y sintesis

i Invasion del duplex
reparadora

5 ———
—_— 5

Figura 24. Principales mecanismos para la reparacion de los DSBs.
R . Tras producirse un DSB (rotura de DNA de doble cadena), éste puede

esolucioén de las dos . ., , o .,
% estructuras de Holliday S€T reparado por recombinacion homologa (HR), hibridacion de
cadena sencilla (SSA) o unién de extremos no homologos (NHEJ). En
la HR, la reseccion de los extremos 5 originados tras el DSB provoca

Entrecruzamiento

5" la aparicion de extremos 3° con capacidad para invadir el duplex
5 homologo (ya sea el de la cromatida hermana o el del cromosoma
5 homologo). A partir de aqui se produce un proceso de sintesis

reparadora similar al propuesto por Szostak et al. (1983), pudiendo

dar lugar a la aparicion de regiones de DNA heteroduplex, que
5 concluye con la formacion de dos estructuras de Holliday. Si estas
estructuras se resuelven en la misma orientacion, se dara un evento de
conversion génica sin entrecruzamiento de las regiones adyacentes.
Por el contrario, si dichas estructuras se resuelven en orientaciones
perpendiculares entre si, tendrd lugar un entrecruzamiento. La SSA

.
.
N }

Conversién génica

5 depende de la existencia de secuencias repetidas a ambos lados del
5 lugar de rotura (cuadros azules). Tras la reseccion de los extremos 5,
5 se produce un emparejamiento de las cadenas sencillas

correspondientes a estas regiones, dejando colas de cadena sencilla no
hibridadas. Estas colas son posteriormente degradadas y las mellas
selladas. En determinados casos es necesario el concurso de sintesis
de DNA para rellenar huecos que puedan quedar en alguna de las dos
5 cadenas. Como resultado final se produce una deleccion de la region
entre las secuencias repetidas. En el NHEJ, se produce un
reclutamiento de proteinas hacia la zona de la ruptura que procesa los
extremos, con la ganancia o pérdida de algunos nucledtidos, en caso
de que no sean ligables. Estas mismas proteinas mantienen proximos
estos extremos para facilitar su posterior ligacion.

La region MsH42 es una secuencia que potencial recombinogénico de esta

es capaz de promover fuertemente la
recombinacion intramolecular in vitro
(Boan et al., 1998, 2002). En esta Tesis
Doctoral, nos hemos planteado si el
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region se debe a que contiene motivos
que son reconocidos como dianas por la
actividad que origina los DSBs. En
nuestros experimentos previos con el




minisatélite, hemos podido detectar
valores de recombinacion intramolecular
in vitro cercanos al 1% (Boan et al.,
2002). Ademas, si tenemos en cuenta
que la estrategia empleada s6lo permitia
el analisis de los eventos
intramoleculares, muy probablemente el
nivel de recombinacion total en la region
MsH42 seria aun mayor. Esto nos llevo a
pensar que si los sucesos
recombinatorios eran tan frecuentes y
estaban precedidos por la formacion de
un DSB, quizd pudié¢semos detectar la
generacion de estos cortes en un ensayo
in vitro.

El ensayo DSB in vitro

En nuestro laboratorio, decidimos
desarrollar un ensayo in vitro que nos
permitiese detectar tanto la generacion
de DSBs en la region MsH42 como los
productos de recombinacion originados a
partir de las moléculas cortadas. En estos
ensayos, que en adelante denominaremos
genéricamente ensayos DSB, se incubo
un fragmento de DNA que contenia a la
region MsH42 junto con un extracto
proteico nuclear que aportaria las
actividades nucleasicas y de reparacion
del DNA. Rutinariamente, se ha
empleado un extracto proteico preparado
a partir de testiculo de rata, ya que fue en
este tejido donde se detecté una mayor
capacidad recombinogénica para la
region MsH42 (Boan et al., 2002) y por
tanto donde teoricamente podriamos
encontrar una mayor tasa de generacion
de DSBs. Esta incubacion del DNA
sustrato y el extracto proteico se realizd
ademas utilizando un tampén que
contenia los elementos necesarios para
llevar a cabo la recombinacion /
reparacion, es decir, Mg>", dNTPs y
ATP.

En un primer ensayo DSB, el fragmento
de DNA f42P, de 863 pb y extremos
Pstl, que comprende la region MsH42
(Figura 13A), se incubd a 37°C con un
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extracto proteico nuclear de testiculo de
rata, en condiciones estandar de 10 mM
Mg®" (Tabla 2) y a diferentes tiempos
(15, 30 y 45 min). La Figura 25A
muestra  los  resultados de este
experimento, observandose que el
fragmento f42P es degradado
progresivamente por la accion nucledsica
del extracto. Esta actividad genera un
patron de bandas definido y que siempre
se mantiene constante entre los
experimentos realizados, consecuencia
de la acumulacion de moléculas
originadas por cortes en puntos
concretos del sustrato. A este patron de
bandas nos referiremos en adelante como
patron DSB. La naturaleza proteica de
dicha actividad se demostré mediante la
desnaturalizacion previa del extracto por
calor, tratamiento que anulaba la
degradacion del fragmento f42P (datos
no mostrados).

Las bandas de este patron DSB pueden
agruparse en parejas cuyo tamafo suma
aproximadamente el del sustrato original
f42P. De esta manera, se definieron las
parejas N1/nl, N2/n2, N3/n3, N4/n4 y
N5/n5 (Figura 25A). Esta
complementariedad en los tamafios de
las bandas del patron DSB apoya que su
origen sea debido a un tnico corte sobre
el sustrato inicial. Para verificar la
especificidad de los cortes, se realizd un
control en el cual se sustituia el extracto
de testiculo por DNasal. El resultado de
este experimento fue la formacién de
una serie continua de productos de
degradacion sin la formacién de bandas
aparentes (Figura 25A), lo que apunta a
que las bandas del patron DSB no se
deben a lugares hipersensibles a la
accion de la DNasal. Por otra parte, para
descartar que la formacion del patron
DSB pudiese ser debida a la accioén de
exonucleasas que degradasen el sustrato
desde sus extremos hasta puntos
concretos con una secuencia o estructura
secundaria determinada, se llevo a cabo
un ensayo DSB empleando un sustrato
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A B

Extracto = + + +
DNasal = - - - +

Tiempo 45

C

20° 30°

M Tn Tc Tn Tc

Figura 25. Ensayo DSB en condiciones estindar (10 mM Mg*"). A. Ensayo DSB empleando
extracto nuclear de testiculo de rata y fragmento f42P a distintos tiempos (15, 30 y 45 min) y de una
digestion de f42P con DNasal. Se muestran las bandas N1-N5 y nl-n5 (asteriscos) que forman
parejas cuyo tamafio suma aproximadamente el del sustrato original. B. Ensayo DSB con fragmento
f42E marcado radiactivamente. Carriles 1 y 2, fragmento sin extracto; 3 y 4, reacciones con extracto
de testiculo. Se muestra el gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio (1 y 3) y el autorradiograma
obtenido a partir de él (2 y 4). C. Ensayo DSB con extracto citosolico (Tc) o nuclear (Tn) de
testiculo de rata 20 y 30 min de incubacion. El analisis electroforético de los productos del ensayo
DSB se realiz6 en geles de agarosa al 2%. M es el marcador /00 bp ladder de Promega.

cuyos extremos estaban marcados
radiactivamente. Puede observarse como
tras la incubacidon con el extracto, las
moléculas que forman el patron DSB
permanecen marcadas, lo que descartaria
la actividad exonucleasica como la
causante de la aparicion de estas bandas
(Figura 25B). En este experimento el
sustrato empleado fue f42E, fragmento
equivalente al f42P, pero con extremos
EcoRI (Figura 13A). La eleccion de este
sustrato se debid6 a que el marcaje
terminal mediante T4 polinucleotido
kinasa es mas efectivo sobre extremos 5’
protuberantes. Por otra parte, no
observamos diferencia alguna en los
ensayos DSB al emplear los fragmentos
f42E, f42S y f42P, lo que indica que la
generacion del patron DSB no se ve
influido por el tipo de extremos
(protuberantes 5, romos y protuberantes
3’, respectivamente) del sustrato (datos
no mostrados). En algunos ensayos, se
empled el extracto citosolico S-100 de
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testiculo de rata en lugar del extracto
proteico nuclear. En estos experimentos,
el DNA no sufrio alteracion alguna
sugiriendo la probable localizacion
nuclear de la actividad detectada (Figura
25C). Cuando se emplearon sustratos
alternativos a la region minisatélite,
f5'MsH42 o fLacZ, se formdé como era
de esperar un patron DSB diferente
(datos no mostrados), aunque con la
misma caracteristica de la existencia de
parejas de bandas que suman
aproximadamente el tamafio del sustrato
original. Esto apunta a que cualquier
DNA puede ser sustrato de la actividad
endonucleasica del ensayo DSB, siempre
y cuando contenga las dianas adecuadas
para esta enzima. Esta serie de resultados
demuestran que existe una actividad
endonucleolitica en nuestro ensayo DSB
capaz de generar cortes de manera
especifica en secuencias concretas a lo
largo de la region MsH42.




Al emplear extractos proteicos nucleares
procedentes de  distintas  fuentes
(testiculo, higado, cerebro y rifion de
rata, y cerebro de pollo) no encontramos
diferencias cualitativas en la formacion
del patron DSB, aunque si observamos
variaciones en el tiempo de incubacion
necesario para su generacion. En
concreto, los extractos de higado de rata
y cerebro de pollo resultaron ser
especialmente rapidos en la generacion
del patron DSB (Figura 26A),
necesitando tan sélo 10-15 min frente a

Figura 26. Ensayo DSB variando el extracto proteico nuclear o el sustrato empleado. A. Ensayo DSB
con 12 pg de extracto nuclear procedente de distintos tejidos: higado de rata (incubado 15 min), cerebro
de rata (incubado 30 min) y cerebro de pollo (incubado 10 min). B. Ensayo DSB con extracto nuclear de
bazo a 20 y 30 min de incubacion. El analisis de los productos de los distintos ensayos DSB se realizé en
geles de agarosa al 2%. F, fragmento sin extracto; T, reacciones con extracto nuclear de testiculo. M,

marcador /00 bp ladder de Promega.

Resultados y Discusion

<« f42P »

los 30 min requeridos por el extracto de
testiculo. Sin embargo, extractos como
los de cerebro (Figura 26A) y rifién de
rata (no mostrado) exhibieron wuna
cinética de degradacion del sustrato
similar a la del testiculo. Por el contrario,
no fuimos capaces de detectar la
formacion del patron DSB caracteristico
en  extractos  proteicos  nucleares
obtenidos a partir de bazo de rata (Figura
26B). Esto puede indicar que la proteina
responsable de la formacion de los DSBs
se expresa poco o nada en este tejido.
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Influencia del Mg"* en la
actividad  endonucledsica del
ensayo DSB

Para estudiar la posible influencia del
Mg®* sobre la actividad nucledsica
responsable de la generacion del patron
DSB, se realizaron una serie de ensayos
DSB con un tamp6n de reaccion que no
contenia dicho cation (Tabla 2). La
ausencia de Mg”" provocé una alteracién
notable respecto a los resultados
obtenidos en condiciones estandar (10
mM Mg, apareciendo un patron de
bandas completamente diferente (Figura
27A). También aqui pudimos
comprobar, que las bandas de este patron
podian agruparse en parejas (M1/ml,
M2/m2, M3/m3, M4/m4) cuyos tamafios
sumaban aproximadamente el del
fragmento de DNA f42P empleado como

A B

M F 15" 30" 45’

sustrato. Esto apuntaba a que su
generacion se debia a la acumulacion de
cortes en puntos concretos de las
moléculas del sustrato como ocurria en
presencia de Mg2+. Las bandas m1, m2,
m3 y m4 son dificiles de apreciar dada
su escasa intensidad, por lo que para
visualizarlas fue necesario cargar varias
reacciones en un mismo pocillo (Figura
27B). Al igual que en el caso del ensayo
DSB en condiciones estandar, la
actividad nucledsica s6lo se detectd en
los extractos nucleares, no pudiéndose
apreciar productos de degradacion
cuando se emplearon extractos proteicos
citosolicos (Figura 27C).

La actividad independiente de Mg fue
observada en todos los extractos
nucleares de rata analizados (datos no
mostrados), incluido el extracto de bazo

C

30° 45’

Tc Tn Tc Tn

Figura 27. Ensayo DSB sin Mg*". A. Ensayos DSB sin Mg”" con extracto nuclear de testiculo a
distintos tiempos de incubacion, mostrando las bandas DSB de mayor tamafio, M1-M4 (marcadas
por asteriscos). F, fragmento f42P sin extracto. B. Analisis de los productos de tres ensayos DSB
sin Mg”>" con extracto nuclear de testiculo de rata, cargados juntos en un mismo pocillo (3X) para
poner de manifiesto las bandas DSB de menor tamafio, m1-m4 (marcadas por asteriscos). C.
Ensayo DSB sin Mg”" con extractos citosélicos (Tc) o nucleares (Tn) de testiculo de rata, a
tiempos de incubacion de 30 y 45 min. M, marcador /00 bp ladder de Promega.
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B

Extracto - + + + + + + +
Mg (mM) - - 0.2505 1 25 5

C

SRS

M F ostd @& & &

30" 457

Figura 28. Ensayos DSB sin Mg>" y con otras variaciones del ensayo DSB con respecto a la reaccion
estandar. A. Ensayo DSB sin Mg”* empleando extracto nuclear de bazo a 30 y 45 min de incubacién. B.
Ensayos DSB con extracto nuclear de testiculo de rata y a diferentes concentraciones de Mg®". Las
flechas blancas sefialan algunas de las bandas de DNA de los patrones DSB en ausencia como en
presencia de 10 mM Mg®" y que desaparecen de forma més evidente al variar la concentracion de este
cation C. Ensayo DSB estandar (std) con extracto de testiculo de rata y otros realizados con un tampon
DSB que carece de Mg®', de dNTPs o de ATP. F, fragmento sin extracto. El analisis electroforético de
los productos de esta serie de ensayos se realizd en geles de agarosa al 2%. M, marcador 100 bp ladder

de Promega.

que no mostraba la  actividad
dependiente de Mg®" (Figura 28A),
aunque tal actividad Mg®"-independiente
no pudo detectarse en extractos de
cerebro de pollo.

Dado que la ausencia de Mg en el
tampon del ensayo DSB conducia a la
generacion de un patron DSB diferente
del obtenido bajo condiciones estdndar,
decidimos  hacer una serie de
experimentos en los que se incrementaba
progresivamente la concentracion de
Mg”" en el tampon. El incremento
gradual de la concentracion de Mg*"
desde 0 hasta 10 mM provoco una
transicion paulatina entre los dos
patrones de bandas DSB descritos
(Figura 28B). Puede observarse como
determinadas bandas del patron DSB en
condiciones estandar (10 mM Mg*") van
desapareciendo a medida que

disminuimos la concentracion de Mg,
De forma similar, las bandas que
conforman el patrén DSB obtenido sin
Mg®" se difuminan a medida que
aumenta la concentracion de este cation.
A concentraciones de 0.5 y 1 mM Mg*"
se aprecia la coexistencia de bandas
caracteristicas de ambos patrones.

Después de descubrir el efecto de la
ausencia de Mg”", decidimos investigar
si otros componentes del tampon DSB
podian también influir en el resultado del
ensayo DSB. Para ello, se realizaron
ensayos DSB con un tampon que carecia
de dNTPs o de ATP. Como se muestra
en la Figura 28C, los productos
obtenidos en un ensayo DSB sin dNTPs
son idénticos a los procedentes de
ensayos estandar, mientras que los
originados en ensayos DSB sin ATP
muestran una grado ligeramente mayor
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de degradacion, muy probablemente
causado por la pérdida de la actividad
ligasa que se reconstruye parte de las
moléculas cortadas por la actividad
endonucleasica. Sin embargo, de todos
los componentes del tampon DSB, el
Mg”" fue el Gnico cuya supresiéon tuvo
como resultado un cambio cualitativo tan
importante en la formacion de productos
de degradacion.

La generacion de patrones DSB distintos
provocados por la presencia o ausencia
de Mg®" podria explicarse mediante dos
posibles hipotesis: 1) la existencia de dos
actividades enzimaticas diferentes (una
Mg**-dependiente y  otra Mg’
independiente) o la acciéon de una
enzima cuya especificidad cambia en
funcién de la concentracion de Mg®". En
principio, la distinta distribucién en

tejidos y en vertebrados (murinos y

pollo) de ambas actividades
endonucleasicas apoyaria la existencia
de dos actividades  enzimaticas
independientes.

Caracterizacion de las actividades

endonucledsicas en el ensayo
DSB

El ensayo DSB estaba mostrando la
presencia de dos actividades
independientes generadoras de DSBs en
los extractos nucleares analizados, por lo
cual nos propusimos caracterizar con
mayor detalle tales actividades. Para
ello, se llevaron a cabo una serie de
ensayos DSB en los que se modificaron
las condiciones experimentales respecto
a la reaccion estandar (Tabla 2). Uno de

Tabla 6. Comparacion de las dos actividades generadoras de DSBs. El
efecto de las concentraciones de EGTA, NEM, NaCl y KCI y el
calentamiento de los extractos nucleares antes del ensayo DSB fue
determinado bajo condiciones estandar con Mg®" o en ausencia de

M g2+
Ensayo con Mg*" : 2
(10 mM) Ensayo sin Mg

1 N L
EGTA (mM) 10 N I

50 1

0.5 1 N
NEM (mM) 5 1 N

50 1 N

10 N L
NaCl (mM) 40 I I

10 N L
KCl (mM) 40 I I
Calentamiento del  50°C L N
extracto 60°C I L

N, actividad normal; L, actividad disminuida; I, actividad inhibida.

84




10 mM Mg?*

Resultados y Discusion

Sin Mg?*

NaCl(mM) - = 10 40
KCI (mM)

< f42P

Figura 29. Efecto de la fuerza idnica sobre las actividades generadoras de DSBs. Se muestra
el analisis electroforético en geles del 2% de una serie de ensayos DSB en presencia de NaCl
y KCL. En el panel de la izquierda se muestra el resultado de la adicion de NaCl o KCl a las
concentraciones indicadas en ensayos DSB estandar (10 mM Mg”"). En el de la derecha, se
muestra el resultado de la incorporacion de estas mismas sales a ensayos DSB sin Mg”". M,

marcador /00 bp ladder de Promega.

los ensayos consistio en la adicion a la
reaccion de EGTA, un quelante
especifico de Ca’’, a concentraciones
finales de 1, 10 y 50 mM. Este
compuesto  inhibi6 la  actividad
independiente de Mg®’, sugiriendo que
esta actividad pueda requerir Ca’",
aunque su presencia apenas afectd a la
Mg” -dependiente.  Otra  diferencia
destacable entre ambas actividades DSB
se reveld mediante el tratamiento de los
extractos nucleares con NEM, un agente
alquilante de radicales sulthidrilo capaz
de modificar los residuos de cisteina de
las proteinas. Asi, la adicion de NEM a
una concentracion de 0.5 mM elimin6 la
actividad formadora de DSBs
dependiente de Mg”", mientras que la
actividad  independiente de Mg
permaneci6 inalterada incluso a 50 mM.
Otra  caracteristica que  permitid
distinguir ambas actividades fue su
resistencia al calor. Asi, los extractos se
sometieron a una preincubacion de 5 min

a 50 6 60°C, antes de su adicion al
ensayo DSB. De esta forma, la actividad
dependiente de Mg”" resultd inactivada
completamente por la preincubacion a
60°C, mientras que la Mg*'-
independiente todavia se mantuvo activa.
Los resultados de esta serie de ensayos
DSB (resumidos en la Tabla 6) tomados
en su conjunto reforzaron la existencia

de dos actividades  enzimaticas
diferentes.

La ausencia del patron DSB
correspondiente a la reaccion

independiente de Mg®" en aquellos
ensayos que si contenian este cation era
un tanto sorprendente si pensamos en
dos actividades enzimaticas
independientes. En este sentido, en las
reacciones con 10 mM Mg*" cabria
esperar que se formase un patron DSB
compuesto por bandas procedentes de la
actividad de ambas enzimas, mientras
que en ausencia de este cation deberia
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observarse la desaparicion de aquellas
bandas correspondientes a la actividad
dependiente de Mg”>". Sin embargo,
como se mostro en la Figura 28B, los
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patrones DSB cambian completamente
en presencia (10 mM) o ausencia de
Mg*". ;Podria ocurrir que los cambios
que estabamos observando al retirar el
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Figura 30. Estrategia seguida para la clonacion de productos originados en el ensayo DSB con el
fragmento f42P. Se asume que al menos una fraccion de las moléculas originadas tras un DSB
mantendra uno de sus extremos Ps¢l inalterado, mientras que el extremo generado por la actividad
endonucleasica podria ser romo debido a la propia actividad endonucleasica o por el procesado de
extremos protuberantes. Estas moléculas serian ligables en un vector con extremos Pstl y Smal. El
caso de los recombinantes, se asume que algunos de ellos mantendran sus extremos originales
intactos. Esto permitirda su deteccion por dos métodos diferentes: i) Amplificacion mediante los
cebadores PS1 (asterisco morado) y PS2 (asterisco verde), cuya secuencia se halla en los extremos
de la region MsH42 y ii) clonaje en un vector linearizado con Pstl. El inserto de los plasmidos
recombinantes se secuencid con los cebadores universales M 13 para determinar tanto los puntos de
corte en los productos DSB como la secuencia de los recombinantes.

Mg”" del tampon DSB se debiesen a que
ambas actividades enzimadticas tuviesen
una sensibilidad diferente al descenso de
la fuerza ionica en la reaccion?

Para analizar esta posibilidad, realizamos
un conjunto de ensayos DSB en los
cuales se sustituia el 10 mM de Mg,SO4
del tampon de reaccion por NaCl o KCI
bien a la misma molaridad (10 mM) o a
una concentracion que se correspondiese
con la misma fuerza ionica (40 mM).
Estas mismas concentraciones de NaCl o
KCl se afiadieron a reacciones DSB
estandar para ver su efecto sobre la
reaccion Mg*"-dependiente. Como se
muestra en la Figura 29, la actividad
independiente de Mg®" se inhibia
fuertemente por Na' o K' a
concentraciones de 10 mM, siendo
totalmente eliminada a 40 mM. Por el
contrario, la actividad Mg**-dependiente
no mostraba alteraciones aparentes a una
concentracion 10 mM, aunque a 40 mM
se encontraba muy inhibida. Estos
resultados  permitieron extraer las
siguientes conclusiones acerca de estas
dos actividades generadoras de DSBs: 1)
la actividad independiente de Mg*" se
inhibe fuertemente por un aumento en la
fuerza i6nica del tampon de reaccion, lo
que explica la no existencia de bandas
generadas a partir de esta actividad en el
ensayo estandar DSB (10 mM Mg”"); ii)
el aumento de la fuerza i6nica en una
reaccion sin Mg>™ no restaura el patron
DSB de la actividad dependiente de

Mg**, lo que verifica el requerimiento
especifico de este i6n; iii) la actividad
dependiente de Mg*" es notablemente
mas tolerante a variaciones en la fuerza
ionica del tampon de reaccion que la
actividad independiente de Mg®". Hay
que tener en cuenta que la actividad
dependiente de Mg®" soporta tanto la
adicion de concentraciones moderadas
de NaCl o KCI (10 mM) en un tampdn
que ya de por si contiene 10 mM de
Mg»S0s, lo que equivaldria a una fuerza
i6nica un 25% mayor con respecto a la
reaccion estandar, como un descenso del
Mg,SO4 a 2.5 mM, lo que implica una
fuerza i6nica un 75% menor que en las
condiciones estandar (Figura 28A).

Recapitulando acerca de las propiedades
que hemos estudiado para las actividades
generadoras de DSB observadas en
nuestro ensayo (Mg*'-dependiente y
Mg *-independiente), hemos constatado
que, ademads de en su dependencia por el
Mg®*, se diferencian en las siguientes
caracteristicas: 1) la distribucion en
tejidos y especies; ii) la susceptibilidad a
NEM (existencia de grupos sulthidrilo
accesibles); 1ii) la susceptibilidad a
EGTA (dependencia de Ca®"); iv)
inhibicion por NaCl y KCI y v)
inactivacion por calor. Este conjunto de
datos apoya la hipdtesis de que los
patrones DSB observados en presencia y
ausencia de Mg”" son consecuencia de la
accion de dos enzimas independientes
entre si.
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DSBs con Mg?#*

Wiyl £

CAATGGACTCAAAAAGGGGGAAGCGGCACAAGAATGGCTGGTGGCAGGGGCATAGGCCTTGGG
CACTCTAGGACACCCAGCAGGGCAGTGTTGAGAGTGAGCATCCTGGCAGGGCTGGAGGCTGGGAGAGGC
TGGGATTGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGCTGACAGAGGCTGGGATTGCTGGGAAAGGCTGGGAGAGCTGG
GAGAGGCTGGGAGAGCT GGGAGAGGCT GTGATTGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGCTGGGA
GAGGCTGAGATTGCTGGGAAAGGCT GGGAGAGCTG;GGAGAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGCTGTGA'I‘I'
GCTGGGAGAGGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGCTGAGATTGCTGGGAAAGGCTGGGAGAGC
TGGGAGAGGCTGGGAGAGCT GGGAGAGGCTGGGAGAGACTGGGAAAGACTGGGAAAGATGGCATAGGCC
TTGAGCCAGGAGTGTGAGTTCATGAAGAYTAGGC'I!GG;GGYGAGTGAGAGATGCGTGGYGGCAAGAGGGAAGG
CAGCAGTTCAGGGG'I!AGCCYCATGGAGCTGTATC'I!GGAGCvAGCCACGTGGGTCACTTCTACCCACAGTGG
AGGTGGACTCTTG'I;AGCCAGAGCTGTGGACAACCTCTCAGAACCAGAAGACCCTTGCTGCCCTGTATGC
CAAGGTCTC(_!TCC(_!GGCCTGGGTC'I!CAGGGATGCCAGCTGCAAACTGGGAGGGCCATTGTACAGACACT
AGGTGGCTGAGGTACCAGTTACAGCCTGGTCTTGGTGGCCACATAGAGGTCCAGCCTCACTCAGCTTGA
TGGCCAAGCTGGTGGGTTAGGATTTGGAGT
Figura 31. Distribucion de los DSBs a lo largo de la region MsH42 generados en el ensayo DSB

estandar. La caja anaranjada representa al minisatélite MsH42, cuya secuencia se muestra en
negrita en la parte inferior. Los puntos de corte se representan como flechas sobre el esquema y

como puntas de flecha sobre la secuencia. Los dianas Ps¢I se indican en verde.

Andalisis de los productos DSB

Actividad Mg**-dependiente

Una vez analizadas algunas de las
propiedades de las dos actividades
endonucleasicas detectadas en el ensayo
DSB, nos planteamos la caracterizacion
de los productos de digestion derivados
de estas actividades enzimaticas para
averiguar las secuencias que estaban
siendo reconocidas especificamente.
Para abordar este estudio, asumimos que
al menos algunas de las moléculas
originadas a partir de un unico DSB
sobre el sustrato f42P (en adelante,
productos DSB) mantendrian su extremo
Pstl intacto, mientras que el punto de
corte producido por la actividad
endonucleasica seria romo, bien porque
la propia actividad DSB genera este tipo
de extremos o porque otras proteinas del
extracto puedan procesarlo, eliminando
extremos protuberantes (Figura 30).
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Los productos del ensayo DSB se
purificaron a partir de las bandas
correspondientes del gel de agarosa y se
clonaron en el vector pGEM-3Z
linearizado con Pstl y Smal (esta enzima
genera extremos romos). Los clones
recombinantes se secuenciaron para
determinar el lugar exacto de corte. En la
Figura 31, se muestra un mapa de la
region MsH42 donde se indican los
puntos de corte correspondientes a los
clones recombinantes aislados a partir de
ensayos DSB estandar y que, por lo tanto
reflejan la actividad de la nucleasa Mg”'-
dependiente. De los 28 puntos DSB
analizados, 16 estan localizados dentro
del minisatélite y 12 en la region
flanqueante 3" de MsH42. Un namero
significativo de puntos DSB (~ 60%)
estaban situados dentro o flanqueando
motivos TGGG (Figura 31),
especialmente  abundantes en la
secuencia minisatélite. Cabe destacar
que varios DSBs localizados fuera del




minisatélite también estaban asociados a
motivos similares al TGGG.
Concretamente, 4 de ellos se dieron en
dos secuencias con mas residuos de
guanina (TGGGG y TGGGGG), que se
encuentran situadas en la region
flanqueante 3" de MsH42 (Figura 31).

El andlisis de las secuencias de los
puntos de corte detectados a lo largo de
la region MsH42 para la actividad
generadora de DSBs dependiente de
Mg®" indicaba que su diana estaba
relacionada con motivos ricos en
guanina. Para confirmar esta preferencia
por secuencias ricas en guanina
disefiamos una bateria de
oligonucleétidos de 50 pb que contienen
el motivo TGGGG o variaciones de éste
y de sus secuencias flanqueantes (Tabla
1). Estos oligonucleotidos se emplearon
como sustrato en ensayos DSB para
averiguar si dicho motivo era reconocido
como diana por la  actividad
endonucleasica Mg*"-dependiente. En
estos ensayos se empled el extracto de
cerebro de pollo por ser uno de los que
produce un menor ruido de fondo y, por
lo tanto, un patron de bandas mas
definido. Cuando se realiz6 el ensayo
DSB empleando el oligonucléotido F1,
que contiene el motivo TGGGG en las
posiciones 29-33 a partir de su extremo
5’, se generaron dos bandas prominentes
(Figura 32, carril F1). Estas bandas
presentaban la  misma movilidad
electroforética que los fragmentos de 19
y 31 pb producidos por la digestion con
Smal del oligonucléotido M16, que
contiene un lugar de restriccion para esta
enzima en la posicion 29-34 (carril M).
Este resultado demuestra que el DSB
esta teniendo lugar principalmente entre
los residuos segundo y tercero del
motivo TGGGG en el oligonucleotido
F1. Si se altera la posicion de este
motivo, como en el caso del
oligonucle6tido F2 donde el motivo
TGGGG ocupa las posiciones 25-29 pb,
el patron de bandas generado se
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modifica no s6lo en el tamafio de sus
bandas, sino también en su definicion
(Figura 32, carril F2). Estos resultados
ponen de manifiesto que el motivo
TGGGG forma parte de la secuencia de
reconocimiento de la  actividad
generadora de DSBs Mg” -dependiente.
El hecho de que la precision en el corte
sea menor cuando se desplaza la diana
TGGGG en el oligonucleotido F2
sugiere que la actividad enzimatica
puede estar siendo influenciada por la
composicion del DNA adyacente a dicho
motivo.

Para analizar de qué manera influyen las
variaciones en el TGGGG en la
generacion de los DSBs, se emplearon
una serie de sustratos en los que se
introdujeron determinadas mutaciones en
su secuencia (Figura 32 y Tabla 1). Los
resultados obtenidos en los ensayos con
los oligonucledtidos M1-M5 mostraron
que mutaciones en el extremo 3” de este
motivo reducian la actividad DSB de
forma mas eficaz que aquellas
localizadas en su extremo 5°, lo que
denota la existencia de una polaridad en
el reconocimiento del motivo por parte
de la actividad enzimatica. Esta
polaridad también se observo en los
experimentos con los oligonucléotidos
MI11-M13, en los cuales se introdujeron
dos mutaciones en el motivo TGGGG.
Dos transversiones G—C en las dos
primeras guaninas apenas redujeron la
tasa de corte, mientras que si estos
cambios se realizaban en la segunda y
tercera o bien en la tercera y cuarta
guanina, la actividad cae bruscamente
(carriles M11-M13). También hay que
destacar que el tipo de mutacion en una
posicion determinada influye en la
actividad formadora de DSBs. Asi, los
cambios G—C son mas tolerados por
esta actividad que los cambios G—T
(comparar carriles M3 con M7 y Ml11
con M14), indicando que esta actividad
puede verse favorecida por la existencia
de residuos de guanina en ambas
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cadenas. Esta hipotesis se ve reforzada
por el hecho de que las secuencias
palindromicas con residuos de guanina a
3’ son buenos sustratos para la actividad
que produce los DSBs (ver M11 y M16).
La adicién de un residuo de guanina en
el extremo 3" del motivo TGGGG (M9),
provoca un incremento en la tasa de
corte, confirmando la preferencia de este
enzima por tramos de guaninas. Cuando
se incorpora otro residuo mas de guanina
(M10) se potencia mas la tasa de
generacion de DSBs, aunque la precision
del enzima disminuye, ya que se observa
una difuminacion del principal producto
de corte.

Los resultados acerca de la localizacion
de los puntos de corte de la actividad
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DSB dependiente de Mg”" en la region
MsH42 junto con los obtenidos mediante
la mutagénesis dirigida del motivo
TGGGG en los oligonucledtidos de 50
pb revelaron las siguientes
caracteristicas de dicha actividad: 1) el
corte se produce mayoritariamente entre
la segunda y la tercera guanina del
motivo TGGGG; 1ii) la tasa de corte
aumenta al incrementarse el numero de
residuos de guanina en el motivo,
aunque la precision del corte disminuye,
sugiriendo que la  diana  de
reconocimiento de esta enzima es
relativamente pequefia, probablemente
menor de 6 pb, con lo que tramos largos
de guaninas contendrian multiples dianas
potenciales; iii) las mutaciones en la
zona 3’ del motivo afectan mas a la tasa
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Figura 32. Caracterizacion de la secuencia de reconocimiento de la actividad Mg**-dependiente.
Las imagenes muestran el analisis electroforético en gel de acrilamida al 18% de los productos
obtenidos en ensayos DSB en condiciones estandar y empleando como sustratos los
oligonucleotidos de 50 pb mostrados en la Tabla 1. En el panel de la izquierda se muestra el efecto
del desplazamiento del motivo TGGGG desde su posicion original en el oligonucleotido F1 a una
ubicacion mas central y con un cambio en la secuencia flanqueante (F2). En el panel de la derecha
se muestra una serie de experimentos utilizando como sustrato el oligonucle6tido F1 y un
conjunto de sustratos derivados de €l que contienen una o mas modificaciones en el motivo
TGGGG. En la parte inferior de la figura se muestra la secuencia comprendida entre las
posiciones 25-35 de cada oligonucleétido. El resto de la secuencia de estos oligonucleodtidos es
idéntica entre todos ellos se encuentra descrita en la Tabla 1. El motivo TGGGG se haya
subrayado en los oligonucledtidos F1 y F2. En los oligos M1-M16, se indican en negrita las
mutaciones con respecto al oligonucledtido F1. M es un marcador de peso molecular generado
mediante la digestion de F16 con Smal, produciendo dos fragmentos de 19 y 31 pb.




de corte que las localizadas en su
extremo 5°, sugiriendo que existe una
polaridad en el reconocimiento de la
secuencia; iv) existe un aumento de la
actividad de corte cuando hay presentes
secuencias palindromicas compuestas
por GC que mantengan al menos dos
residuos de guanina en el extremo 3"
Dicho incremento en la formacion de
DSBs podria deberse al propio
reconocimiento de la estructura del
palindromo por parte de la actividad o a
que el palindromo genera dianas en
ambas cadenas del duplex con un lugar
de corte comun.

Uno de los objetivos que nos propusimos
tras observar los resultados del ensayo
DSB estandar fue la purificacion de la
actividad endonucleasica dependiente de
Mg”". Para ello, optamos por una serie
de procesos de separacion
cromatografica empleando como fuente
proteica los extractos nucleares de
testiculo de rata (Figura 33). Debido a
que los resultados obtenidos no fueron
concluyentes, describiremos brevemente
los pasos seguidos en este intento de
purificacion. El primer paso consistié en
pasar el extracto por una columna de
DEAE-celulosa equilibrada en el tampdn
de didlisis empleado durante la
preparacion del extracto, pero con una
concentracion de 50 mM KCI. La
actividad nucleasica dependiente de
Mg®" no fue retenida por esta columna y
se produjo una gran pérdida de actividad
(> 90%). A continuacion, esta fraccion
no retenida se introdujo en una columna
de heparina-agarosa equilibrada en el
mismo tampoén. En este caso, la
actividad fue eluida mediante un lavado
de la columna con tampon de diélisis con
un gradiente de 100-200 mM KCI. Esta
segunda fraccion fue posteriormente
diluida 1:1 con 10 mM tampodn fosfato
potasico pH 6.8 y cargada en una
columna de hidroxiapatito equilibrada en
10 mM tampon fosfato potasico pH 6.8 y
10% glicerol. La actividad se recuper6 a
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~ 100 mM tampén fosfato con 10%
glicerol. Finalmente esta Ultima fraccion
obtenida se separd en una columna de
Sephacryl S300 para estimar el tamafo
aproximado de la actividad nucleasica.
Esta aparecié repartida en diversas
fracciones en torno a un tamafio
relativamente pequefio de 20 a 50 kDa.
Ademas, eventualmente se detectaron
fracciones activas de mayor tamafio, lo
que sugeria que la proteina responsable
de la generacion de DSBs podria existir
en un estado dimérico o multimérico.
Llegados a este punto y tras haber
fraccionado el extracto mediante cuatro
columnas diferentes (DEAE-celulosa,
heparina-agarosa,  hidroxiapatito y
Sephacryl S-300), decidimos analizar el
grado de pureza de las fracciones con
mas actividad, para lo cual dichas
fracciones se concentraron, se separaron
mediante SDS-PAGE al 14% y se
tineron con plata. Las fracciones mas
activas coincidian con las que contenian
mayor cantidad de proteina y mostraban
todavia un gran numero de bandas. De
todas formas, decidimos analizar
mediante  espectrometria de masas
aquellas bandas que parecian seguir
mejor el perfil de la actividad nucleasica.
Entre las proteinas detectadas se
hallaban determinadas proteinas de
union a RNA, la endonucleasa
apurinica/apirimidinica, una proteina de
ratobn homologa a Piwi, etc. Ninguna de
ellas parecia una buena candidata para
ser la responsable de la generacion de
DSBs observada en nuestro ensayo. No
pudimos avanzar mas en la purificacion
puesto que las pérdidas en actividad
durante los procesos cromatograficos
resultaron tan grandes que dejamos de
detectarla rapidamente.

Para intentar identificar la actividad
Mg’ "-dependiente,  realizamos  una
revision bibliografica de las
endonucleasas descritas en la literatura
comparando sus propiedades con las de
otras endonucleasas de mamiferos que
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Extracto proteico

DEAE- celulosa
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de™  (20-50 kDa)

Figura 33. Esquema de los procesos cromatograficos empleados en el
intento de purificacion de la endonucleasa dependiente de Mg*'.

cortan especificamente secuencias ricas
en guaninas. Se ha descrito una actividad
endonucleasica en tejidos de mono y
toro con cierta especificidad por residuos
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de A y G. Esta proteina exhibe un pH
optimo neutro, siendo fuertemente
inhibida por concentraciones >25 mM de
NaCl (Brown et al., 1978; McKenna et




al., 1981). Tanto el tamafio de esta
proteina (dimero de 130 kDa) como su
requerimiento de DTT o  B-
mercaptoetanol para una actividad
optima, la excluyen como la proteina que
estdbamos observando. Existe otra
endonucleasa especifica de residuos de
guanina (endonucleasa mitocondrial
bovina), purificada a partir de
mitocondrias de corazoén de vaca, que
presenta un tamafno de 29 kDa, su forma
activa es un dimero y con un doble pH
optimo a 5.4 y 7.5 (Low et al., 1987,
Cummings et al, 1987). Aunque las
propiedades de esta enzima eran
relativamente parecidas a las que
nosotros conociamos para la actividad
presente en nuestro extracto, tanto su
origen mitocondrial, como su doble pH
optimo parecian descartarla. Endo R es
otra endonucleasa que presenta notables
similitudes con nuestra actividad, aunque
era  inactivada  durante = procesos
cromatograficos en hidroxiapatito o
heparina-agarosa (Gottlieb & Muzyczka,
1988, 1990), dos matrices que eran las
que mejores resultados daban en nuestro
caso. Por esta razon, tampoco esta
enzima parecia una firme aspirante para
ser la actividad generadora de DSBs que

estabamos detectando. Otras
endonucleasas de mamiferos
ampliamente  conocidas, tal como

DNasall (Evans & Aguilera, 2003), las
proteinas RAG (Gellert, 2002) o Artemis
(Ma et al., 2002) mostraban ya grandes
diferencias con nuestra actividad, tanto
por sus requerimientos de cofactores
como por el tipo de sustrato que
procesan.

Una de las proteinas nucleares con
actividad endonucleasica mas
abundantes en las células es la
denominada Endo G (Ruiz-Carrillo &
Renaud, 1987; Cote et al., 1989). Este
enzima reconoce preferentemente
secuencias ricas en guanina, presenta un
tamafio de 26 kDa, dentro rango que
nosotros habiamos estimado y se
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comporta de forma analoga durante los
procesos cromatograficos empleados.
Puesto que las caracteristicas y
comportamiento de dicha endonucleasa
encajaban bien con nuestras
observaciones experimentales, digerimos
nuestro fragmento f42P con esta enzima
para ver si el patron de bandas DSB se
correspondia con el que ya conociamos.

Para ello empleamos Endo G
Tampén  Tampon
EG DSB

M std F EG F EG

Figura 34. Actividad de Endo G sobre
el fragmento f42P. En la imagen se
muestra el analisis electroforético en
gel de agarosa al 2% de los productos
de digestion del fragmento f42P
después de la incubacion con Endo G.
Tampdn EG indica el tampon descrito
para Endo G por Schéfer et al. (2004):
10 mM acetato sodico, 10 mM MES,
20 mM Tris, 2.5 mM MgCl,, pH
ajustado a 6.0 con KOH. Tampén DSB
es el empleado en las condiciones
estandar del ensayo DSB. F, fragmento
f42P sin extracto ni Endo G; EG
reacciones con 5 ul de la fraccion
purificada de Endo-G recombinante;
std, reaccion estandar del ensayo DSB;
M, marcador 100 pb ladder de
Promega.
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recombinante, amablemente cedida por
el Dr. Gregor Meiss (Schifer et al.,
2004), que incorporamos al ensayo DSB
en lugar del extracto proteico nuclear,
tanto con el tampén DSB habitual como
con el especificado por estos autores
para esta proteina. El resultado de estos
experimentos mostrd claramente que los
patrones de corte generados por el
extracto y Endo G eran el mismo (Figura
34), lo cual es una prueba muy
importante a favor de que sea esta
endonucleasa la responsable de la mayor
parte de los DSBs que se producen en
nuestro sistema in vitro bajo condiciones
estandar. Ruiz-Carrillo & Renaud (1987)
han sugerido la posible implicacion de
Endo G en procesos recombinatorios,
basandose en las pruebas experimentales
que ligaban la presencia de secuencias
tipo minisatélite, de las que muchas son
ricas en guanina, con algunos puntos
calientes de recombinacion. Ahora, casi
20 anos después, hemos visto como esta
nucleasa es capaz de digerir eficazmente
la secuencia de la region minisatélite
MsH42, relacionada con procesos
recombinatorios in vitro (Boan et al,
1998, 2002). Por tanto, es posible que la
actividad de corte de Endo G sea la que
promueva la generaciéon de DSBs en el
entorno de la region MsH42 que
provoquen los eventos de recombinacion
descritos anteriormente.

Actividad Mg**-independiente

El andlisis de los productos DSB
originados en el ensayo sin Mg”™ se
realiz6 siguiendo la misma estrategia que
en el caso del ensayo estandar.
Contrastando con los resultados fruto de
la actividad Mg*-dependiente, la
mayoria de los DSBs generados por la
actividad Mg -independiente (15 de 16)
se localizaron en las regiones
flanqueantes de MsH42, fuera de Ia
region repetitiva (Figura 35). El andlisis
de la secuencia de dichos puntos de corte
no revel6 ningln consenso bien definido
para esta actividad endonucleolitica.
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Algunos DSBs (11 de 16) aparecieron en
motivos con 2 & mas guaninas
consecutivas, pero en contextos de
secuencia diferentes. También pudo
observarse una cierta correlacion de los
cortes con motivos CAG, pero esta
asociacion podria explicarse
simplemente por la abundancia de este
motivo en las secuencias flanqueantes de
MsHA42.

En un intento de dilucidar cudles podrian
ser los motivos que estaban siendo
reconocidos por la actividad
independiente de Mg®" para la
generacion de los DSBs, hicimos una
serie de ensayos con oligonucledtidos de
50 pb de manera analoga a la empleada
en el estudio de la actividad Mg*'-
dependiente. Debido a que el mapa de
los DSBs no nos permitié descifrar un
motivo claro que sirviese de referencia
inicial para comenzar el andlisis,
empleamos una secuencia de 50 pb
similar a una porcion de la region
flanqueante 3" de MsH42 en la cual
detectdbamos varios puntos de corte
(oligonucledtido S1, ver Tabla 1 vy
Figura 35). Se realiz6 un ensayo DSB
empleando este oligonucledtido y una
variante del mismo en la cual se
cambiaba una secuencia CAG por TTT
(S2, ver Tabla 1). Este experimento
resultd en un patron de bandas con
tamafos que podian explicarse por cortes
en motivos ricos en guanina. Ademas,
este cambio entre los sustratos S1 y S2
se traducia en wuna diferencia muy
evidente en el tamafio de una de estas
bandas (18-19 pb, ver Figura 36A).
Estos dos hechos parecian apuntar en la
misma linea que el mapeo que habiamos
realizado mediante el clonaje de los
productos DSB.

En vista de estos resultados, disenamos
una serie de oligonucleétidos (S3-S9) en
los que se incluian motivos CAG y CTG
a distancias determinadas (1 CAG en S3,
CAGCAG en S4, CAGCTG en S5,




CAG-CAG separados por 6 pb en S6,
CAG-CTG separados por 6 pb en S7,
CAG-CAG separados por 10 pb en S8 y
CAG-CTG separados por 10 pb en S9;
Tabla 1). Ademas, S3-S5 portaban un
motivo TGGGG centrado en la posicion
31 del oligonucleétido. El resultado del
ensayo DSB con esta serie de sustratos
mostréd que el patron de bandas era el
mismo al emplear los sustratos S3-SS5,
presentando una pareja de bandas
prominentes a tamafos de ~ 20 y 30 pb,
que podrian estar siendo generadas por
cortes en el motivo TGGGG. En este
sentido, los sustratos S6-S9, que no
poseian este motivo, no generaban este
par de bandas. Sin embargo, S6 y S7
sustratos que so6lo se diferencian en el
cambio de un motivo CAG por CTG, de
nuevo presentaban patrones de bandas
ligeramente diferentes (Figura 36A),
indicando que estos motivos podrian
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estar implicados en la generacion de al
menos parte de los cortes que estdbamos
observando.

Para determinar la orientacién con la que
se estaban produciendo los DSBs en los
sustratos, marcamos terminalmente uno
de los oligonucledtidos de cadena
sencilla que componen cada uno de los
sustratos de 50 pb (concretamente el que
se muestra en la Tabla 1) y construimos
el sustrato de doble cadena. Se
incorporaron 5 ng de este sustrato
marcado en uno solo de sus extremos a
los 1.5 pg de sustrato no marcado
habitual y se realizé el ensayo DSB en
condiciones de ausencia de Mg>". El
resultado de estos experimentos con los
oligonucleétidos S1, S2, S3, S6, S7y S9
se muestra en las Figuras 36B y 36C.
Como se puede comprobar, S1 y S2 son
cortados idénticamente en la posicion

DSBs sin Mg?*

L

i WM

CAATGGACTCAAAAAGGGGGAAGCGGCAE@AGAATGGCTGGTGGCAGGGGCATA@@CCTTGGG

CACTCTAGGACACCC%&CAGGGCAGTGTTGAGAGTGAGCATCCTG%SAGGGCT%?AGGCTGGGAGAGGC
TGAGGA'I'I'GCTGGGAGAGGCTGGGAGAGCTGACAGAGGCTGGGATTGCTGGGAAAGGCTGGGAGAGCTGG
GAGAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGCTGTGATTGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGCTGGGA
GAGGCTGAGATTGCTGGGAAAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGCTGTGATT
GCTGGGAGAGGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGCTGAGATTGCTGGGAAAGGCTGGGAGAGC
TGGGAGAGGCTGGGAGAGCTGGGAGAGGCTGGGAGAGACTGGGAAAGACTGGGAAAGATGGCATAGGCC
TTGAGCCAGGAGTGTGAGTTCATGAAGATAGGCTGGGGGAGTGAGAGATGCGEFGGGCAAGAGQ@AAGG
CAGCAGTTCAGGGGTAGCCCATGGAGCTGTATCTGGAGCAGCCACGTGGGTCACTTCTACCCACAGTGG
AGGTGGACTCTTGTAGCCAGAGCTGTGGACAACCTCTCAGAACC??AAGACCCTE@CTGS&CTGTATGC
CAAGGTCTCCTCCCGGCCT%@GTCT%&SGGAT%fCAGCTGCAAACTGGGAGGGCCATTGTACAGACACT
AGGTGGCTGAGGTACCAGTTACAGCCgﬁGTCTTGGTGGCCACATAGAGGTCCAGCCTCACTCAGCTTGA
TGGCCAAGCTGGTGGGTTAGGATTTGGAGT

Figura 35. Distribucion de los DSBs generados en el ensayo DSB sin Mg®* a lo largo de la

region MsH42. La caja anaranjada representa al minisatélite MsH42, cuya secuencia se muestra

en negrita en la parte inferior. Los puntos de corte se representan como flechas sobre el esquema

y como puntas de flecha bajo la secuencia. Los dianas Psfl se indican en verde. En azul se
remarca la region que se empleo para disefiar el oligonucledtido S1.
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A B

S1 82 S3 S4 M S5 S6 S7 S8 S9

S1828386S7S9 M S182S3S6 S7S9

C

S182 S3 86 S7S9

Figura 36. Ensayos DSB en ausencia de Mg*"
con oligonucleodtidos de 50 pb. A. Ensayo DSB
con los oligonucleétidos S1-S9. B. Ensayo DSB
con los oligonucleotidos S1, S2, S3, S6, S7y S9
marcados radiactivamente en uno de sus
extremos. Se muestra el gel teflido con bromuro
de etidio (panel izquierdo) y su autorradiografia
(panel derecho). C. Autorradiografia de un
experimento similar al de B, pero con un tiempo
de incubacion de 60 min y un tiempo de
exposicion mayor para poner de manifiesto las
bandas menos intensas. D. Ensayo DSB con los

oligonucleodtidos S10-S20, incluyendo a S3 y S9 como referencia. Todos los ensayos se han
realizado con extracto de bazo de rata y tiempo de incubacion de 30 min, excepto en C, 45 min.
Las muestras se analizaron en geles de poliacrilamida al 18% y en B y C fueron
autorradiografiados. La secuencia de todos estos oligonucledtidos se encuentra en la Tabla 1. M,
marcador de peso molecular generado mediante la digestion de los oligonucledtidos M16 y M17

con Smal.

10, donde existe un motivo TGGG, y de
forma diferente en la zona de las 19 y 20
pb, donde la sustitucion de CAG por
TTT deshace un tramo de tres guaninas
consecutivas. Otro prominente corte en
la zona de las 36-38 pb también recae en
un motivo rico en guaninas. En el caso
de los oligonucledtidos S3, S6, S7 y S9,
cabe destacar el corte que aparece en la
zona de las 9 pb en S3, que se
corresponde con un palindromo EcoRI y
otros mas pequefios, y que se Ve
desplazado a 8 pb por una sustitucion
C—A que deshace este motivo en los
otros tres. S3 muestra también un claro
corte hacia las 31 pb, donde se encuentra
el motivo TGGGG, corte que desaparece
en S6, S7 y S9. Existe un punto de corte
muy evidente en estos tres ultimos
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sustratos en la zona de las 15 pb, que
podria estar relacionado con secuencias
ricas en adenina, pero no hemos
observado este tipo de cortes en otros
tramos de secuencia con esta misma
composicion. Finalmente, en todos los
carriles hay una banda muy clara en la
zona de 36-38 pb. Esta banda aparece
tanto en S1 y S2 como en S3-S9. Puesto
que la secuencia en dicha zona del
sustrato es diferente para estos dos
grupos de oligonucledtidos, puede que
esta banda se trate de un producto
inespecifico, lo cual no descarta que
pueda estar enmascarando DSBs reales
en esa misma porcion del sustrato.

Llegados a este punto, practicamente
habiamos descartado el que una




actividad enzimatica estuviese asociada
especificamente a los motivos CAG, y
por otra parte nos parecia evidente que
existia una actividad que tenia afinidad
por tramos de guaninas. Ademas,
algunos resultados apuntaban hacia una
enzima con afinidad por zonas de
palindromos. Por esta razén, disefiamos
una nueva tanda de sustratos de 50 pb
donde se colocaron  secuencias
palindromicas Unicas y variantes de las
mismas, evitando la presencia de tramos
de guaninas (S10-S20), con el fin de
evitar la aparicion de bandas debidas a la
otra actividad. Los resultados de ensayos
DSB con esta tanda de oligonucledtidos
se muestran en la Figura 36C y, como
puede verificarse en la imagen, nos
aportaron muy poca informacion con
respecto a esta posible actividad. El
sustrato S10, que actuaba como control
(no contenia secuencias palindromicas)
es degradado muy rapidamente por el
extracto sin generar apenas bandas.
Otros oligonucledtidos de esta serie
muestran bandas débiles, pero que no se
corresponden con los tamafios esperados.

Hay que sefialar que durante el proceso
de purificacion de la actividad
dependiente de Mg”" se intentd seguir
paralelamente a esta otra actividad
durante los fraccionamientos, pero la
perdimos en los primeros pasos. Ensayos
DSB con las fracciones mas purificadas
de la actividlad Mg*"-dependiente
realizados en ausencia del cation no
produjeron degradacion del fragmento
(datos no mostrados), reforzando que se
trate de proteinas diferentes.

Como conclusion general con respecto a
la actividad independiente de Mg,
podemos decir que una buena la parte de
los DSBs que se estan detectando estan
siendo producidos por una actividad que
tiene afinidad por residuos de guanina.
Esta actividad parece distinta de Endo-
G, pues ensayos con esta enzima en
ausencia de Mg’ no generan banda
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alguna (datos no mostrados). Ante la
hipotesis de wuna posible actividad
residual de Endo-G asociada a pequenas
cantidades de este cation en el extracto,
cabria esperar una coincidencia del
patrén obtenido tanto en presencia como
en ausencia de Mg”", hecho que no se
da. Se han descrito otras actividades
como Endo-SR (Evans & Aguilera,
2003), que es independiente de Mg™" y
muestra preferencia por tramos de
guaninas o guaninas y adeninas. No
tenemos datos hasta el momento que
puedan confirmar o desmentir que sea
esta la proteina implicada.

Andlisis de los  productos
recombinantes generados en los
ensayos DSB

Después de la identificacion vy
caracterizacion de los  productos
generados por DSBs sobre la region
MsH42, nos propusimos  buscar
moléculas cuyo origen fuese los
procesos recombinatorios catalizados por
la maquinaria de recombinacion presente
en el extracto nuclear. Para detectar estas
moléculas tanto en el ensayo DSB
estandar como en el realizado sin Mg*",
purificamos los fragmentos de DNA
resultantes del ensayo DSB obtenidos
del de agarosa (Figura 30). Este DNA
fue utilizado como molde en
amplificaciones con los cebadores PS1 y
PS2, que se encuentran en los extremos
del sustrato f42P. Si obteniamos
productos de PCR que conservaran las
secuencias del extremo del fragmento
f42P al amplificarlo con PS1/PS2 y si
eran de menor peso molecular que el
fragmento original, entonces deberian
ser moléculas recombinantes. En estas
amplificaciones, el DNA procedente de
las bandas NI, N2, N4 y N5 genero
productos con el tamafio correspondiente
a cada banda, indicando que ademas de
moléculas DSB, en esas bandas de DNA
existen moléculas recombinantes. Sin
embargo, este procedimiento Unicamente
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Recombinantes aislados
en ensayos con Mg?*

Recombinantes aislados
en ensayos sin Mg?*
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se usé como método de deteccion de
estas moléculas recombinantes, y sus
productos no fueron clonados ni
secuenciados  puesto que podrian
generarse artefactos durante la PCR por
uniones de extremos imperfectas o
jumping PCR (Piibo et al., 1990). Para
determinar la  secuencia de los
recombinantes, se clonaron directamente
los productos de los ensayos DSB,
estandar y sin Mg2+, en el vector pGEM-
37 linearizado con Pstl. De esta forma,
solo aquellos productos que mantuviesen
intactos sus extremos Psfl podrian
ligarse en el vector y, puesto que el DNA
purificado es de menor tamafio que el
sustrato f42P original, deberian ser
recombinantes. Con esta estrategia se
obtuvieron varios clones positivos cuya
secuenciacion reveld la presencia de
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obtenidas tanto en presencia como en
ausencia de Mg®", empleando extracto
nuclear de testiculo y el fragmento f42P
(parte superior) como sustrato. Los
recombinantes se muestran a escala con
respecto a la region minisatélite. Las lineas
punteadas denotan delecciones (se indica su
tamafio) en la molécula recombinante con
respecto al sustrato f42P original. Las cajas
indican zonas de homologia, cuya secuencia
se muestra, flanqueando el punto de corte.

delecciones que oscilan entre 34 y 678
pb con respecto al fragmento original
(Figura 37). De forma llamativa, 12 de
las moléculas recombinantes presentaban
tramos cortos de homologia a ambos
lados del punto de corte (Figura 37),
sugiriendo que su formacion estuvo
guiada por microhomologias.

Nos planteamos analizar si el mecanismo
mediante el cual se estaban originando
estos recombinantes precisaba de nueva
sintesis de DNA, lo que indicaria que
podrian estarse formando por
mecanismos como HR o SSA. Para ello
afladimos dCTP marcado
radiactivamente a ensayos DSB estandar
y sin Mg”", con el fin de determinar si el
sistema era capaz de realizar dicha
sintesis de novo. El andlisis de los




productos de estos ensayos mostrd que
los fragmentos DSB aparecian marcados
en la reaccion estandar (Figura 38),
demostrando que efectivamente el
nucledtido marcado se estaba
incorporando al DNA en nuestro sistema
in vitro. Por el contrario, no se observo
marcaje en las reacciones sin Mg”", lo
que se puede explicar por la dependencia
de este cation por parte de las DNA
polimerasas. Aunque el extracto era
capaz de realizar sintesis de DNA,
todavia restaba por establecer si ésta era
necesaria para la formacion de las
moléculas recombinantes detectadas en
nuestro ensayo. Para ello realizamos
experimentos en los que se eliminaron
los dNTPs del tampon DSB, a la vez que
se adicionaban ddNTPs, que bloquean la
sintesis de DNA. La ausencia de
incorporaciéon de dCTP en el ensayo
DSB puso de manifiesto que, bajo estas
condiciones, la sintesis de novo esta
bloqueada (Figura 38), pero el patron de
bandas DSB fue igual al obtenido en
condiciones estandar. El hecho de que se
pudiesen obtener recombinantes a partir
de los productos de los ensayos con y sin
Mg*" en condiciones en que la sintesis
de DNA esta fuertemente inhibida, es
una so6lida evidencia de que los procesos
de sintesis de DNA no estan implicados
en la generacion de, al menos, parte de
las moléculas recombinantes originadas
durante el ensayo DSB. El marcaje que
detectamos en la reaccion estdndar era
probablemente debido al relleno de
extremos 3’-recesivos producidos por
exonucleasas (Mason et al., 1996) o por
procesos de nick translation.

Si consideramos conjuntamente que para
la formacion de recombinantes no se
requiere sintesis de DNA, la presencia de
delecciones en la gran mayoria de las
moléculas recombinantes y la existencia
de secuencias homologas cortas a ambos
lados del punto de corte, podemos
concluir que la HR no parece ser el
mecanismo de formacion de los
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<+ f42P

Figura 38. Sintesis de DNA en el ensayo
DSB. Se realizaron una serie de experimentos
donde se incorporéo dCTP en ensayos DSB en
condiciones estandar (std), en reacciones sin
Mg®* (-Mg®") o en reacciones sin dNTPs y
con ddNTPs (-dNTPs / +ddNTPs). F,
fragmento f42P sin extracto. El panel superior
muestra el gel tefiido con bromuro de etidio y
el inferior la autorradiografia obtenida a partir
del mismo gel.
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recombinantes detectados en nuestro
ensayo, ya que ésta se caracteriza por la
implicacion de sintesis de novo de DNA
y por dar lugar a productos
recombinantes que son normalmente
iguales a los originales. La actividad que
da lugar a las moléculas recombinantes
seria  diferente a las  descritas
anteriormente en otros ensayos in vitro,
donde si se ha constatado el concurso de
eventos de sintesis de DNA para la
generacion de moléculas recombinantes
(Singleton & Jeggo, 1999; Pospiech et
al., 2001). Las delecciones y la presencia
de secuencias duplicadas a ambos lados
del DSB podrian hacer pensar en
mecanismos del tipo SSA (Géttlich et
al., 1998) o NHEJ guiado por
microhomologias (Boulton & Jackson,
1996) como responsables de la
generacion de los  recombinantes
detectados, pero la ausencia de
requerimiento de sintesis de DNA
descartaria en principio al primero de
estos procesos. Por lo tanto, el modelo
que mejor se ajusta a nuestras
observaciones es el NHEJ, que se
encontraria facilitado por pequenas
regiones de homologia en las secuencias
adyacentes al punto de generacion del
DSB. La naturaleza repetitiva de nuestra
secuencia haria especialmente efectiva
esta forma de recombinacion, ya que la
similitud entre las unidades repetitivas
de MsH42 e incluso determinados
motivos ricos en guanina de las
secuencias adyacentes permite multiples
opciones de emparejamiento homodlogo.
No podemos descartar, sin embargo, que
puedan estar ocurriendo otro tipo de
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procesos recombinatorios que hayan
pasado inadvertidos en nuestro analisis.
El sistema que acabamos de describir
nos ha permitido el estudio de la
generacion de DSBs en la region MsH42
y de la formacion de moléculas
recombinantes por NHEJ. Hemos visto
como los extractos nucleares poseen
actividades endonucleésicas capaces de
producir DSBs en un fragmento que
comprende a la region MsH42 en
condiciones tanto de presencia como de
ausencia del cation Mg®". La principal
actividad endonucleésica en condiciones
estindar muestra una gran preferencia
por secuencias ricas en guanina y todos
los indicios de que disponemos apuntan
a que tal enzima es la endonucleasa G.
La actividad independiente de Mg*"
parece deberse a un enzima distinto de la
endonucleasa G, pero que no hemos sido
capaces de identificar. Ademas, hemos
detectado eventos recombinatorios en
este mismo ensayo DSB, caracterizados
esencialmente por la no necesidad de
sintesis de DNA, por la aparicion de
delecciones en los recombinantes y por
la presencia de regiones cortas de
homologia flanqueando a las delecciones
en la mayoria de ellos. Estas propiedades
apoyan la premisa de un mecanismo de
tipo NHEJ favorecido por
microhomologias como el responsable
de la formacién de las moléculas
recombinantes observadas. Todo este
conjunto de datos puede permitirnos
explicar los resultados obtenidos
anteriormente en nuestro laboratorio
acerca de la capacidad recombinogénica
de MsH42.
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Una paradoja en los ensayos DSB

Generacion de DSBs vs. Ligacion
de extremos de DNA (end-joining)

Desde hace afios, el estudio de muchos
de los procesos de reparacion de DNA se
ha venido realizando, entre otras
metodologias, mediante ensayos de
ligacion de extremos de DNA (DNA
end-joining) in vitro. Este tipo de
experimentos consisten en la incubacion
de un determinado DNA lineal,
empleado como sustrato, junto con
proteinas que catalizan la ligacion de sus
extremos. [Estas proteinas pueden
afiadirse ya purificadas a la reaccion
(Ramsden & Gellert, 1998; Van Dyck et
al., 1999) o bien en forma de un extracto
proteico crudo o nuclear (North et al.,
1990; Nicolas & Young, 1994). En la
Figura 39 se muestran esquematicamente
los resultados que se pueden obtener al
incubar un sustrato de DNA con un
extracto proteico nuclear. En un caso,
que denominamos ensayo DSB, se
produce mayoritariamente la
degradacion del DNA mientras que en el
ensayo de end-joining tiene lugar la
multimerizaciéon o circularizacion del
sustrato inicial.

Existen todo un conjunto de
investigaciones que se basan en la
adicion de extractos poco o nada
fraccionados a un DNA sustrato, y cuya
aportacion al conocimiento de los
sistemas de reparacion de DNA
mediante NHEJ ha sido notoria. Un buen
ejemplo es el trabajo de Baumann &
West (1998), quienes desarrollaron el
primer sistema de ligacion de extremos
de DNA in vitro donde se demostraba
que la capacidad del ensayo para realizar
NHEJ era dependiente de proteinas
como Ku70, Ku80, la subunidad
catalitica de la protein-kinasa DNA
dependiente (DNA-PK,), la DNA ligasa
IV y XRCC4. Estos factores son

imprescindibles para el funcionamiento
normal del NHEJ in vivo y la
implicacion de algunos de ellos en esta
via de reparacion ya se habia deducido
por estudios genéticos previos (Blunt et
al., 1995; Grawunder et al., 1997,
Singleton et al., 1997). Posteriormente,
el uso de una metodologia similar
permitio relacionar otras proteinas como
BRCA-1 (Zhong et al., 2002), la DNA
polimerasa a (Pospiech et al., 2001) o la
polinucle6tido kinasa humana (Chappell
et al., 2002) con el NHEJ.

Durante la puesta a punto del ensayo
DSB, llamaron nuestra atencion las
profundas diferencias entre el tipo de
resultados obtenidos en nuestro ensayo
con respecto a los presentados por otros
autores en trabajos basados en sistemas
de end-joining in vitro, méxime teniendo
en cuenta que las metodologias
empleadas en ambos experimentos son
esencialmente las mismas. En el ensayo
DSB realizado en nuestro laboratorio, el
DNA es degradado de una forma
relativamente rapida y se detecta una
baja formacion de multimeros lineales o
moléculas circulares (Figura 25). Por el
contrario, en la mayoria de los ensayos
de end-joining, las moléculas de DNA
son ligadas de forma eficiente tanto intra
como intermolecularmente, sin apenas
degradacion del DNA (Mason et al.,
1996; Baumann & West, 1998; Sathees
& Raman, 1999; Feldmann et al., 2000;
Pospiech et al, 2001; Chappel et al.,
2002; Odersky et al,. 2002; Zhong et al.,
2002; Diggle et al., 2003).

En la Tabla 7 se hace un andlisis
comparativo entre las caracteristicas de
los ensayos de end-joining realizados por
varios autores y las de nuestro ensayo
DSB. A primera vista, parece extrafio
que en ninguno de los ensayos arriba
mencionados apenas se pudiese apreciar
la actividad nucleésica enddgena que con
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Figura 39. Comparacion entre el ensayo DSB y el ensayo de end-joining. Se muestra una
representacion de estos dos tipos de experimentos. Ambos implican la incubacion de un
determinado sustrato de DNA con un extracto proteico. Sin embargo, los procesos que suceden
en cada uno de ellos son diferentes, ya que los productos finales son totalmente opuestos. En el
caso del ensayo DSB, el DNA es degradado generando un patrén de bandas caracteristico. En
los ensayos de end-joining, el DNA sufre procesos de ligacion de extremos que conducen a su
multimerizacién o la formacién de moléculas circulares. En determinadas situaciones, pueden
ocurrir simultaneamente la degradacion y la multimerizacion del fragmento (panel derecho),

indicando que ambos procesos no son excluyentes.

toda seguridad deben poseer los
extractos empleados y que nosotros
observabamos con tanta claridad. Este
hecho result6 aun mas Illamativo al
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constatar que en la mayoria de estos
trabajos se incubaban cantidades en el
rango de pocos ng de DNA con decenas
de pg de proteina. Se nos planteaba de
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Tabla 7. Caracteristicas de diversos ensayos de end-joining comparados con nuestro ensayo DSB.

Fuente de los DNA sustrato Extracto proteico Relacion  Principales Proporcion
datos DNA/proteina productos relativa en
Tipo Tamaiio Cantidad — Tipo y  Cantidad  (fmol/ug) obtenidos’ nuestro
(pb) (ng) origen (g ensayo*
(fmol)
100.00 Crudo, linea
Baumann & West, 'pFB§85 7700 linfoblastoide 68 0,29 Mult. 804.62
1998 linearizado humana
20.00  Gmo0558
Sathees & Raman, 600.00 Crudo,
199 PUCL2 560 testiculo de 60 5,74 Mult. 40.65
aghavan & Raman, linearizado .
2004 344.46 raton
Derivado de 15.00 Crudo. linca
Feldmann et al., 2000 pSP65 3000 C]’io 70 0,11 OC, CCC 2121.27
linearizado 7.70
Derivado de 100.00
Pospiech et al., 2001 M13mpl8 7500 Crudo, HeLa 75 0,27 Mult. 864.22
linearizado 20.25
40.00 Crudo, linea
Chappeletat, 2002 PACSG2 5500 linfoblastoide g, 0,14 Mult. 1666.71
linearizado humana
1120 Gmo0s58
Derivado de 10.00 .
Odersky et al., 2002 puUCIO 2727 Cudo fnea 79 0,08 OCCCE 291675
linearizado 5.60 .
9.62 Crudo,
Zhong et al,, 2002 PBSK() 5960 fibroblastos ) 0,75 Mult. 311.12
linearizado embrionarios
5.00 de raton
20.00 Crudo, varias
Diggle etal, 2003 POEM3ZE 35, lincas y 40 0,24 Mult. 972.25
linearizado tejidos
9.60 humanos
Ni DSB Fragmento 1500.00 Nuclear,
e;;;;z:rensay ? line%ll 0P 863 testiculo de 12 233,34 Degradacion 1.00

2800.08 rata

" Por crudo, se entienden extractos proteicos obtenidos a partir de la lisis de células completas sin
fraccionamiento de ningun tipo.

" Mult., multimeros lineales; OC, moléculas circulares relajadas; CCC, moléculas circulares covalentemente
ligadas; Dim., dimeros lineales.

* Esta proporcion se calcula como el cociente entre la relacion DNA/proteina en nuestro ensayo DSB dividida
por la relacion DNA/proteina del ensayo en cuestion.

esta forma una paradoja para la que no
tenfamos una explicacion evidente:
(como era posible que cuando se
incubaban  cantidades  relativamente
elevadas de DNA con un extracto
proteico, caso de nuestro ensayo DSB, el
DNA se degradase mientras que si la
cantidad de DNA era proporcionalmente

mucho menor este DNA resistia ante la
actividad nucledsica y era ademas ligado
por sus extremos? Para dar respuesta a
esta cuestion, decidimos investigar qué
era lo que podria estar influenciando en
la prevalencia de la actividad ligasa o
nucleasa en cada caso.
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Efecto de la adicion de histona
H1 al ensayo DSB

Uno de los primeros aspectos que
necesitdbamos dilucidar era si la escasa
actividad de ligacion que detectdbamos
en nuestros experimentos se debia a una
carencia en DNA ligasas de nuestro
extracto  derivada del  protocolo
empleado para su preparacion o bien si
era consecuencia del propio método de
ensayo. Para comprobar este punto,
decidimos incorporar al ensayo DSB
estandar cantidades crecientes (0.01-1
pg) de la histona HI (H1), ya que se
habia descrito su capacidad para
estimular la actividad de ligacion
intermolecular de la T4 DNA ligasa
(Sobczac & Duguet, 1988) y de las DNA
ligasas II 'y IV de mamiferos
(Yamanaka et al., 2002). Como se
observa en la Figura 40, la adicion de H1
tuvo dos efectos notables en el resultado
de nuestro ensayo DSB: i) se favorecio
la multimerizaciéon del sustrato f42P,
existiendo un optimo de cantidad de H1
(600 ng) a partir del cual se produce una
disminucion de la tasa de ligacion
intermolecular; i1) se detecté una fuerte
inhibicion de la actividad nucledsica, que
provoco una desaparicion progresiva del
patron de bandas correspondientes a los
productos originados por DSBs. Ambos
hechos pusieron de manifiesto que la
adicion de HI1 no sélo potenciaba la
multimerizaciéon del sustrato sino que
ademas impedia su degradacion.
Resultados previos han puesto de
manifiesto la capacidad de H1 para
formar complejos nucleproteicos largos
que reunen a las moléculas de DNA
(Yamanaka et al., 2002), de modo que la
resistencia a la degradacién podria
deberse a que el acido nucleico es
inaccesible para las nucleasas cuando se
halla incluido en dichos complejos. En
nuestro experimento puede apreciarse
como la proteccion del DNA se va
adquiriendo de  forma  gradual,
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desapareciendo  progresivamente el
patron de bandas originadas por DSBs,
hasta llegar a un punto donde la
degradacion es minima 'y la
multimerizacién maxima. A este nivel,
las moléculas de DNA probablemente
estarian recubiertas casi en su totalidad
por HI, aunque existiendo suficiente
margen en sus extremos como para
facilitar la actividad de las ligasas. Si se
continua incrementando la cantidad de
H1, la protecciéon alcanza los extremos
de los sustratos, con lo que se produce
un descenso de la actividad ligasa y la
consiguiente reduccion en la
multimerizacion del fragmento f42P.
Estos resultados dan respuesta a la
pregunta inicial, al demostrar Ia
presencia de una actividad ligasa en el
extracto que es plenamente funcional
bajo las condiciones estandar del ensayo
DSB.

Para verificar que el efecto de H1 era
especifico de esta histona y no debido a
una neutralizacién de las cargas de los
fosfatos del DNA, decidimos comparar
su efecto con el de otras histonas y el de
una poliamina. Para ello, se realizaron
una serie de reacciones estandar del
ensayo DSB a las que se incorporaron
separadamente distintas cantidades (6,
60 6 600 ng) de HI, histona H3 (H3),
poliarginina o de una mezcla
equimolecular de las histonas HI1, H2A,
H2B, H3 y H4. Como se muestra en la
Figura 41, la ligacion intermolecular es
mucho mas elevada en el ensayo con 0.6
pg de HI que con cualquiera de las otras
proteinas ensayadas, coincidiendo con el
mayor descenso en la degradacion del
fragmento f42P. La misma cantidad de
H3 o de la mezcla de histonas apenas
produjo un leve incremento en la
cantidad de dimeros formados a partir de
f42P con respecto a la reaccion estandar.
En estas mismas reacciones pudo
apreciarse una cierta caida en la
formacion de productos generados por
DSBs, aunque la actividad nucledsica no
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Figura 40. Efecto de la adicion de histona H1 al ensayo DSB. En la parte superior se muestra el
resultado del analisis por electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos obtenidos en una
serie de ensayos DSB a los cuales se han afiadido las cantidades indicadas de H1. En la imagen
pueden apreciarse las moléculas generadas a partir de DSBs (productos DSB), asi como los
dimeros, trimeros y multimeros lineales del sustrato f42P. En la parte inferior de la figura se
presentan esquemas interpretativos de los resultados. Las tijeras representan proteinas con
actividad endonucleésica y las esferas moradas representan moléculas de H1.

resulté totalmente bloqueada. El efecto
de 0.6 pg de poliarginina no pudo
detectarse mediante este sistema ya que
probablemente esta poliamina arrastrase
consigo al DNA a la fase orgénica
durante la extraccion de los productos
del  experimento antes de la

electroforesis. Como control adicional,
también se utilizaron otras proteinas
como BSA o IgG de ratén en un rango
desde 0.01 hasta 10 pg por reaccion, sin
observarse alteracion alguna del nivel de
degradacion del fragmento o de su
multimerizaciéon (datos no mostrados).
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Figura 41. Ensayo DSB utilizando distintos polipéptidos béasicos. Se muestra un gel de agarosa al
2% donde se han separado los productos de distintas reacciones DSB en las que se han afiadido
cantidades crecientes (6, 60 y 600 ng) de H1, de H3, de una mezcla equimolecular de las histonas
H1, H2A, H2B, H3 y H4 (Mezcla) y de un polimero de arginina (Poli-R). Pueden apreciarse tanto
el patron de bandas generado por la accion nucleasica (Productos DSB) como la aparicion de
dimeros, trimeros y multimeros lineales del fragmento f42P. M, marcador de 100 pb (Promega); F,

fragmento sin extracto; std, reaccion estandar.

Por tanto, parece que el efecto de
inhibicién de la degradacion del DNA y
de potenciacion de su ligacion
intermolecular es especifico de H1, o al
menos con esta proteina es mucho mas
acentuado que con otras histonas.

Una forma alternativa para comprobar el
efecto de HI en el ensayo DSB fue
contrarrestar su actividad mediante la
adicion de protimosina o (ProTa), una
proteina capaz de unirse especificamente
a Hl1 (Gémez-Marquez & Rodriguez,
1998; Karetsou et al., 1998; Segade &
Goémez-Marquez, 1999). Se realizaron
ensayos DSB en condiciones estandar a
los cuales se adicionaron
independientemente H1, H3 o ProTa.
Otras  reacciones se  prepararon
afadiendo una mezcla de estas proteinas,
con o sin preincubacion de las mismas
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en el tampon DSB antes de la adicion del
sustrato f42P. Los datos derivados de
estos experimentos mostraron que la
adicion de ProTa no altera el resultado
final del ensayo, pero si que es capaz de
atenuar la accion de H1 (Figura 42). Sin
embargo, hay que destacar que dicha
atenuacion se detecta solamente cuando
HlI 'y ProTa se  preincuban
conjuntamente antes de la adicion del
DNA (carriles 7 y 8), mientras que si la
adicion de estas proteinas es simultanea
a la del DNA, la potenciacion de la
ligacion es similar a la observada en
ausencia de ProTa (carriles 5 y 6).
Ademas, en la misma figura se aprecia
otro aspecto importante de la interaccion
entre H1, ProTa y el DNA: una vez que
H1 se ha unido al DNA, la ProTa es
practicamente  incapaz de  retirar
moléculas de H1 del complejo




nucleoproteico una vez que éste se ha
formado (comparar carriles 4, 9 y 10),
una caracteristica de ProTa que se ha
descrito anteriormente (Karetsou et al.,
1998). Esto explicaria el hecho de que la
disminucion que ProTa provoca sobre el
efecto de HI sea tan leve: ProTa
solamente interacciona a moléculas de
H1 libre, siendo incapaz de liberar todas
aquellas moléculas que consiguen unirse
al DNA y que, por tanto, permanecen
establemente asociadas a él. Por tanto,
parece claro que la actuacion de ProTa
en nuestro ensayo consiste en la union de
moléculas de HI1 libres, disminuyendo

H1 - - -+ o+ O+ O+ O+
H3 S e e .o
ProTo, - - ++ - + ++ + ++
Extracto- + + + + +
12 3 4 5 6 7

44440 ddd 1 el

-
L
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de esta forma su concentracion efectiva
y, por tanto, el nimero de moléculas
disponibles para interactuar con el DNA.
Ademéds, hemos visto que la adicién de
H3 apenas fue capaz de desplazar a
ProTa de su uniéon con HI1, ya que su
presencia no favorecidé sustancialmente
la formacién de multimeros en presencia
de H1 y ProTa (comparar carriles 7 y 8
con 13y 14).

A continuacion realizamos una serie de
ensayos DSB en los que se preincubaba
una cantidad constante de ProTa (1 pg)
con cantidades crecientes de HI

+ - - o+ o+
-+ o+ o+ o+
++ - ++ o+ ++
+ + + + o+
10 11 12 13 14 M

} Multimeros
Trimero

«— Dimero

f42P
E >Productos
DSB

Figura 42. Ensayos DSB con la adicion de H1, H3 y ProTa. Se muestra un gel de agarosa al 2% con
los productos de una serie de reacciones DSB en condiciones estandar, pero donde se han
incorporado 1 pg de H1 (+), 0.73 pg de H3 y 0.5 pg (+) o 1 ug (++) de ProTa. Estos valores
representan cantidades aproximadamente equimoleculares de H1, H3 y ProTa (0.5 pg ProTa), o una
relacion 1:1:2 (1 pg ProTa). En las reacciones 7, 8, 12-14, se hizo una preincubacion de estas
proteinas en tampon DSB (5 min, 37°C) antes de la adicion del sustrato f42P. Todas las reacciones se
incubaron durante 30 min a 37°C, excepto 9 y 10, en las que la incubacion fue de 60 min. En la
reaccion 10, ProTa se anadio a los 30 min de incubacion, mientras que en la 9 se afiadié 1 pl de agua.
En la figura se indican los productos generados por la accion nucleasica (Productos DSB) y los
dimeros, trimeros y multimeros lineales del fragmento f42P. M, marcador /00 bp ladder (Promega).
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Figura 43. Efecto de la adicion de H1 y ProTa al ensayo DSB. En la parte superior se muestra el
resultado del andlisis por electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de una serie de
ensayos DSB en los que se han afadido diversas cantidades de H1 junto con 1 pg de ProTa.
Ambas proteinas se preincubaron juntas antes de la adicion del sustrato f42P. Se sefialan las
moléculas generadas a partir de DSBs (productos DSB), asi como los dimeros, trimeros y
multimeros lineales del sustrato f42P. En la parte inferior de la figura se presenta un esquema
interpretativo de los resultados. Las tijeras representan proteinas con actividad endonucleésica, las
esferas moradas a H1 y las curvas amarillas a ProTa. M, marcador 100 bp ladder (Promega).

el optimo de ligacion se desplazé hasta 1
png de H1 (comparar con los carriles
equivalentes en ausencia de ProTa,
Figura 17), y que la degradacion del

idénticas a las utilizadas en la Figura 40
(0.01-1 pg), antes de la adicion del
sustrato f42P. En la Figura 43 se pone de
manifiesto como en presencia de ProTa
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DNA se mantuvo hasta niveles de 0.8 pg
de HI1, aproximadamente el doble que
sin ProTa. Este resultado concuerda con
una reducciébn en la concentracion
efectiva de H1 en el ensayo y confirma
la especificidad de su papel en la
proteccion del DNA frente a la actividad
nucléasica y en la potenciacion de su
ligacion.

Diferencias en la relacion

DNA/proteina en los ensayos DSB

Una vez confirmado que tanto nuestro
extracto como las condiciones del
ensayo DSB que estdbamos empleando
tenian plena capacidad para la ligacion
del DNA, volvimos a la cuestiéon de por
qué en nuestras condiciones estandar no
ocurre tal ligaciébn y, en cambio, se
produce la degradacion del DNA. Al
realizar un andlisis comparativo entre
nuestras condiciones de ensayo y las
descritas en la bibliografia referente a
ensayos de end-joining (Tabla 7),
descubrimos que una de las diferencias
principales entre nuestro sistema y los
empleados por otros autores era la
proporcion entre moléculas de DNA
sustrato y la cantidad de proteina
afiadida, es decir, la relacion
DNA/proteina.

Asi, la relacion DNA/proteina en nuestro
ensayo es de ~234 fmol/ug, lo que
constituye un valor entre ~ 40 y 2900
veces mas elevado que los empleados en
determinados ensayos de end-joining,
que oscilan entre los 0.08 y los 5.74
fmol/ug (Tabla 7). Este dato plantea la
siguiente paradoja: ;por qué cantidades
proporcionalmente elevadas de DNA son
degradadas facilmente por las nucleasas
de los extractos, mientras que cantidades
relativamente mucho menores no
solamente no se degradan, sino que
ademas se ligan eficientemente? La
clave para resolver este aparente
contrasentido nos la proporciond el
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experimento de adicion de H1 al ensayo
(Figura 40). Este experimento, ademas
de indicarnos que en nuestro sistema la
actividad ligasa estaba intacta, también
puso de manifiesto que el fragmento de
DNA puede ser protegido frente a la
degradacion si existe suficiente cantidad
de proteinas que se unan a ¢l y lo
recubran. Es decir, que la relacion
sustrato de DNA / cantidad de proteina
del extracto nuclear podria ser la
responsable de que el ensayo fuese de
tipo end-joining o de generacion de
DSBs.

Para verificar la hipotesis de que la
causante de las diferencias observadas
pudiese ser la relacion DNA/proteina,
decidimos realizar un ensayo DSB
empleando relaciones DNA/proteina
crecientes (variando las cantidades de
DNA y manteniendo la cantidad de
extracto constante), partiendo desde las
empleadas en los ensayos de end-joining
realizados por otros autores hasta las de
nuestro ensayo DSB. De este modo
podriamos comprobar si, efectivamente,
una alteracion de esta variable
condicionaria el comportamiento general
del sistema. Se realizaron una serie de
reacciones con una cantidad fija de
extracto proteico nuclear de testiculo de
rata (12 pg) y, como sustrato, una
cantidad constante de fragmento f42E
marcado terminalmente con [y-32P]-ATP
(5.6 fmol) suplementada con cantidades
crecientes de fragmento f42E no
marcado (0-2.8 pmol). Con esta
estrategia se pretendia  modificar
ampliamente la relacion DNA/proteina
en cada ensayo, pero manteniendo
constante la sefial que obtendriamos del
DNA por autorradiografia. El uso del
fragmento f42E en lugar del f42P se
debio a que el marcaje terminal de los
grupos 5’-fosfato protuberantes con la
T4 polinucleoétido kinasa es mucho mas
eficiente que el de los extremos
recesivos o romos. Los resultados de
estos  experimentos  (Figura  44)
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una fuerte potenciacion de la ligacion
intramolecular, generando

demostraron que la reduccion de la
relacion DNA/proteina a un valor de

moléculas circulares

0.47 fmol/pg (carril 3), caracteristico de
ensayos de end-joining y unas 500 veces
menor que en el ensayo DSB, provoca la
inhibicion de la actividad nucleésica y
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principalmente
relajadas. Este dato indica que con una
relacion DNA/proteina de 0.47 fmol/ug
existen suficientes moléculas de proteina




Resultados y Discusion

Figura 44. Efecto de la alteracion de la relacion DNA/proteina en el ensayo DSB. En el panel
superior se muestra el analisis en un gel de agarosa al 2% de una serie de experimentos DSB
donde se ha empleado como sustrato una mezcla de fragmento f42E marcado terminalmente y sin
marcar. La cantidad de f42E marcado fue de 5.6 fmol (3 ng) y la de fragmento sin marcar oscild
desde 0 a 2.8 pmol. Las relaciones DNA/proteina aproximadas se indican en cada caso. En el
panel inferior se muestra la autorradiografia del mismo gel, donde puede apreciarse como a
relaciones DNA/proteina bajas, el fragmento apenas sufre la accion de las nucleasas y se
circulariza, mientras que a relaciones mas elevadas el DNA se degrada generando el tipico patron
de bandas observadas en los ensayos DSBs. En la parte inferior de la figura se interpretan
esquematicamente estos resultados. OC, mondémero circular relajado. M, marcador de 100 pb

(Promega)

capaces de unirse al DNA como para
protegerlo completamente frente a la
accion nucledsica. Sin embargo, a
medida que se aumenta la relacion
DNA/proteina (hasta llegar a los 30
fmol/pg), la degradacion se va haciendo
mayor. Esto ocurre porque al aumentar
la cantidad de DNA, la cantidad de
proteinas con capacidad para protegerlo
se vuelve insuficiente, siendo degradado
por las nucleasas. Al seguir aumentado
la relacion DNA/proteina hasta los 234
fmol/ug se observdo la aparicion
progresiva de bandas producidas por
DSBs sobre f42E. En este caso, la
elevada cantidad de sustrato sobrepasa
completamente la capacidad protectora
de las proteinas de uniéon a DNA, por lo
que es degradado por las nucleasas. Sin
embargo, al ser esta cantidad de DNA
inicial suficientemente alta, se permite el
establecimiento de un equilibrio entre la
formacion de moléculas originadas por
DSBs y su posterior degradacion, lo que
se traduce en una acumulacion
transitoria de las mismas hasta que se
agota el sustrato. Esto permite la
deteccion de dichos productos de
degradacion, constituyendo el patron de
bandas propio de nuestro ensayo DSB.

Un hecho que merece ser comentado es
que los principales productos de ligacion
observados en nuestro sistema a una
relacion de 0.47 fmol/ug fueron
moléculas circulares relajadas, mientras
que en la mayoria de los ensayos de end-
joining que hemos citado los productos
principales eran dimeros, trimeros y
multimeros lineales. En este sentido se

conoce que HMGB1 y HMGB2, unas
abundantes proteinas nucleares que se
unen al DNA espaciador de los
nucleosomas de forma competitiva con
H1 (Ogawa et al., 1995), son capaces de
estimular la ligacion de DSBs in vitro
(Nagaki et al, 1998), favoreciendo
preferentemente los eventos de ligacion
intramolecular frente a la intermolecular
(Yamanaka et al., 2002). Por tanto, una
abundancia de este tipo de proteinas en
nuestros extractos, o de otras que se
comporten de forma analoga, podria
explicar la mayor proporcion de
fragmento circularizado frente a los
multimeros lineales.

Otros modos de favorecer la
ligacion frente a la degradacion

Hemos visto como la clave para detectar
los eventos de ligacion que suceden en
estos ensayos depende de poder proteger
al DNA frente a la actividad nucléasica.
Por ello, una vez demostrado que la
adicion de H1 o bien el uso de relaciones
DNA/proteina  suficientemente bajas
minimizan el efecto de esta actividad
degradativa, nos planteamos buscar
formas alternativas de conferir esta
resistencia al DNA, dado que no siempre
puede ser viable la adicion de H1 o la
alteracion de las cantidades de DNA y
extracto. En este sentido, se ha descrito
que el ion K, asi como otros cationes
monovalentes, son fuertes inhibidores de
diversas actividades endonucleésicas
presentes en los extractos obtenidos a
partir de tejidos de mamiferos (McKenna
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Figura 45. Ensayos DSB con distintas concentraciones de KCl o tiempos de incubacion cortos. Se
muestran los analisis electroforéticos en geles de agarosa al 2% de distintos ensayos DSB. A.
Efecto de la concentracion de KCl. B. Efecto del tiempo de incubacion. Las condiciones de
reaccion fueron las estandar, incubando durante los tiempos indicados. F, fragmento sin extracto;
std, reaccion estandar; OC, mondmero circular relajado.

et al.,, 1981; Ruiz-Carrillo & Renaud,
1987; Gottlieb & Muzyczka, 1990;
Evans & Aguilera, 2003). Ademas, estos
cationes pueden potenciar la ligacion de
moléculas de DNA a concentraciones
moderadas (~ 50 mM) (Sambrook &
Russell, 2001). Para verificar si esta
seria una aproximacion util, realizamos
una serie de ensayos DSB con
concentraciones crecientes de KCI.

Como se muestra en la Figura 45A, el
incremento en la concentracion de KCl
hasta niveles de ~ 50 mM KCI provoca
una disminucion de la degradacion del
sustrato y la potenciacion de la ligacion
intermolecular. Por encima de este
punto, la actividad de multimerizacion
también se ve afectada y desciende
progresivamente. Este resultado es
bastante similar al obtenido con HI1
(Figura 40), aunque en este caso el
efecto estd producido por una
inactivacion de  las  principales
actividades nucledsicas del extracto por
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aumento de la fuerza idnica. También
descubrimos que un modo de detectar
los procesos de ligacion frente a los de
degradacion en nuestro ensayo DSB era
el de emplear tiempos de incubacion
muy cortos (2 min). En este intervalo de
tiempo ya se ha producido una poblacion
considerable de dimeros y trimeros,
mientras que apenas se han puesto en
marcha los procesos de degradacion
(Figura 45B). A medida que se prolonga
el tiempo de incubacion, tanto el sustrato
original como los sus multimeros son
blanco de la actividad nucledsica que
termina por degradarlos para dar lugar al
patron de bandas DSB.

Los ensayos in vitro de DNA end-
Jjoining son un método sencillo y rapido
que ha sido ampliamente utilizado para
estudiar procesos de reparacion del
DNA, especialmente el NHEJ (Labhart,
1999). Actualmente siguen apareciendo
nuevas variantes y refinamientos de este
tipo de experimentos que permiten




nuevas variantes y refinamientos de este
tipo de experimentos que permiten
representar mejor los procesos de
reparacion del DNA in vivo (Ma et al.,
2004; Pfeiffer et al., 2005). En este
sentido, en un articulo reciente se
conjuga la metodologia de este tipo de
ensayos con la gran sensibilidad de la
PCR cuantitativa para aumentar el nivel
de deteccion de los eventos de end-
joining (Budman & Chu, 2005). En
nuestro estudio hemos demostrado que
uno de los pardmetros de reaccion, la
relacion DNA/proteina, puede
condicionar de manera crucial cual sera
el proceso bioquimico predominante en
el experimento, degradacion de las
moléculas de sustrato o ligaciéon de los
extremos del mismo, tanto
intramolecularmente como de manera
intermolecular. Las soluciones concretas
que hemos propuesto para mejorar la
actividad de ligacion en los ensayos
podria ser util en aquellos casos donde
sea necesario trabajar con extractos que
procedan de tejidos o lineas celulares
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con una fuerte actividad nucledsica
endogena, como la linea linfoblastoide
GMO06315 (Baumman & West, 1998).

A modo de conclusion, podemos decir
que un ensayo DSB y un ensayo de end-
joining son las dos facetas de un mismo
experimento y que el factor crucial que
lo modula, haciendo que el sistema que
se decante en uno u otro sentido, es un
bloqueo de la actividad nucleésica sobre
el sustrato. En este trabajo hemos
mostrado cuatro formas de como
ejecutar este bloqueo: i) proteccion del
sustrato mediante la adicion de proteinas
que se unan a ¢€l; ii) proteccion del
sustrato mediante el mantenimiento de
una relacion DNA/proteina
suficientemente baja; iii) inhibicion
directa de la actividad nucleasica,
mediante un incremento en la
concentracion de KCI; iv) limitando el
tiempo de actuacion de la actividad
nucleasica y aprovechando que, al
menos en nuestro sistema, los procesos
de ligacion son mdas  rapidos.
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Conclusiones

De los resultados presentados en esta Tesis Doctoral, las principales conclusiones que

hemos obtenido son:

D

2)

3)

MsH42 es un minisatélite que se origind durante la evolucion de los primates
antes de la divergencia entre platirrinos y catarrinos (~ 40 millones de afios)
dentro del intrén 13 del gen Q8WUJ3. Este minisatélite ha evolucionado
probablemente mediante eventos como inserciones/delecciones, mutaciones
sencillas y procesos de expansion y contraccion mediados por entrecruzamiento
desigual y/o deslizamiento de cadena durante la replicacion. El polimorfismo de
este minisatélite en las poblaciones actuales de gorila, chimpancé y del ser

humano parece haberse generado a partir de un tnico alelo ancestral.

El minisatélite MsH42 es degradado por nucleasas especificas en ensayos DSB.
Estos experimentos nos han llevado a caracterizar dos rutas para la generacion de
cortes en el fragmento de DNA empleado como sustrato. Una de estas vias
implica la actuacién de una nucleasa especifica Mg*'-dependiente sobre los
abundantes tramos de guaninas que existen en la region MsH42, tratindose muy
probablemente de la endonucleasa G. La otra via se basa en una actividad Mg**-
independiente que también es capaz de degradar la region minisatélite, pero que a

diferencia de la anterior parece actuar principalmente fuera del minisatélite.
Las diferencias observadas en el resultado de los ensayos DSB y de end-joining,

predominancia de eventos de degradacion frente a los de ligacion y viceversa,

estan influenciadas por la relacion DNA/proteina que se emplea en el ensayo.
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Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral han sido publicados en las
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