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INTRODUCCION

La vitamina A y algunos de sus deriva-
dos, tanto naturales como sintéticos, ejer-
cen efectos esenciales en el desarrollo y
diferenciacion’. El mecanismo por el que
los retinoides ejercen sus efectos esta
basado en la regulacion de la expresion de
genes determinados. La regulacion se lleva
a cabo a través de su interacciéon con
receptores especificos. El aislamiento de
distintos subtipos de receptores, tres
(RARa, RARB y RARY) para la forma todo
trans del &4cido retinoico y otros tres
(RXRa, RXRB y RXRY) para la forma 9-cis,
ha mostrado que todos ellos son miem-
bros de la familia de receptores nucleares
y constan de un dominio central a través
del cual enlazan DNA, un dominio carboxi-
lo terminal de unién al ligando y un domi-
nio amino terminal que ejerce un efecto
modulador en la transactivacion?,

En estudios realizados sobre la embrio-
genesis del ratéon se ha observado un
patrén de expresion restringido espacial y
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temporalmente para los distintos recepto-
res, lo que sugiere que los diferentes subti-
pos poseen distintas funciones y que
podrian regular genes diferentes®. En adi-
cion a esta idea se han descrito varias iso-
formas de mRNA para cada uno de los dis-
tintos subtipos de RAR, exitiendo dos
isoformas para el RARo y RARy y cuatro
para el RARP. Las diferentes isoformas de
cada subtipo, que estan conservadas entre
especies y presentan un patrén de expre-
sion especifico para cada estadio y tejido
durante el desarrollo, derivan del uso dife-
rencial de dos promotores y del procesa-
miento alternativo del extremo amino ter-
minal de la proteina’. De forma similar se
ha descrito la existencia de isoformas que
difieren en su extremo amino terminal para
el RXRB, pero no para el RXRa y el RXRy®.
En general el RXRo y el RXRB parecen
expresarse ubicuamente durante los esta-
dos tempranos de la embriogénesis del
raton, mientras que en los mismos estu-
dios el RXRy y los tres RAR muestran
patrones de expresién restringidos y muy
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diferentes. La expresiéon del RXRo durante
la organogénesis tardia, asf como en el
adulto, se vuelve mas localizada (higado,
piel y epitelio del tracto digestivo), mien-
tras que el RXRp sigue siendo ubicuo a
niveles reducidos®.

Los homodimeros RAR y RXR, asi como
los heterodimeros RAR-RXR, reconocen y
enlazan con los correspondientes elemen-
tos de respuesta en los promotores de los
genes diana, cuya transcripcion queda asi
regulada de forma dependiente de la hor-
mona. Asimismo se ha demostrado que los
receptores de la vitamina D y las hormonas
tiroideas requieren RXR como proteina
auxiliar, por lo que se acepta que los recep-
tores RXR afectan a la transduccién de
sefiales mediada por retinoides, vitamina
D y hormonas tiroideas®.

Ya que los acontecimientos que afecten
a los genes de los receptores tendran un
efecto multiplicativo en las etapas subsi-
guientes de la cascada de trasnsduccién
de seflales es de vital importancia que la
regulacién de los mismos tenga lugar de
modo preciso y en el momento oportuno.
Se ha descrito que la hormona tiroidea
regula positivamente en la rata los niveles
hepaticos del mRNA del RXRp y negativa-
mente los del mRNA del RXRy, pero no
modifica los del RXRo. Los estudios reali-
zados sobre el control de la velocidad de
transcripcién de estos genes en ntcleos
hepaticos aislados, y el tratamiento con
inhibidores de la sintesis de proteinas
(cicloheximida) o de RNA (actinomicina
D}, han mostrado que la hormona tiroidea
regula la transcripcion del gen RXRB, mien-
tras que su efecto negativo sobre la expre-
si6n del gen RXRy es postranscripcional’.
Mientras estos resultados indican que la
hormona tiroidea regula la transduccién
de senales tanto a través de su propio
receptor como de los de retinoides y vita-
mina D, en parte gracias a su accién sobre
la regulacion de la expresion del RXRB y
RXRy, aln se carece de datos acerca de
cOomo se regula la expresion del RXRo,, y de
silos retinoides y la vitamina D afectan a la
transmision de sefales a través de estos
receptores mediante el control de sus nive-
les. En este trabajo se describe el clonado
y caracterizacion de las estructuras geno-
micas de los receptores hRXRa y hRXRp,
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que permitird posteriormente la identifica-
cién de sus elementos cis y trans-regula-
dores, asi como el andlisis del posible
papel de las formas todo-trans y 9-cis del
acido retinoico, de la hormona tiroidea y
de la vitamina D sobre la regulacion de la
transcripcién de los mismos.

MATERIAL Y METODOS

Extraccion y purificacion de DNA

EI DNA genémico se obtuvo a partir de
sangre periférica humana empeando el kit
Genomix (Talent) de acuerdo con las ins-
trucciones del fabricante. Para la extraccion
y purificacién de DNA, tanto de césmido
como de plasmido, se realizaron minprepa-
raciones empleando el sistema Wizard™Mi-
niprep comercializado por Promega.

Restriccion, electroforesis e hibrida-
cién de DNA

El analisis de DNA por hibridacién se
realizo por Southern blot. Las digestiones de
DNA con endonucleasas de restriccion se
realizaron en un tampén especifico para
cada enzima segan las recomendaciones
del fabricante. La temperatura de incuba-
cién en la mayoria de las enzimas utilizadas
fue de 37 °C, y el tiempo de digestion, asi
como la cantidad de enzima afadida,
dependi6 de la cantidad de DNA a digerir,
siendo habituales las digestiones de al
menos 3 h, utilizando 2 unidades de enzima
por mg de DNA. La electroforesis se realizd
en geles de agarosa al 1% y la transferencia
a membrana por capilaridad. Las membra-
nas se prehibridaron durante 4 h a 42 °C, se
lavaron con 5x SSC y se incubaron durante
16 h a 42 °C con una solucién de hibridacién
que contenia la sonda marcada radiactiva-
mente (2x10° cpm/ml). Posteriormente los
filtros se lavaron con sucesivas disolucio-
nes que contenian desde 2x SSC/SDS 0,1%
hasta 0,1x SSC/SDS 0,1%, a temperaturas
crecientes desde 25°C hasta 60 °C, y se
expusieron durante 1 a 6 dias a una pelicu-
la autorradiografica Kodak-X-Omat AR, con
pantallas intensificadoras y a -70 °C.

Screening

El aislamiento de fragmentos de DNA
especificos para el gen HRXRA se llev) a

ANALES Sis San Navarra 1999, Vol. 22, Suplemento 3




CLONADO Y DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA GENOMICA DEL RECEPTOR...

cabo por medio de tres rondas de scree-
ning por el método convencional de hibri-
dacion de colonias de DNA genémico de
placenta humana en pWE15 (Clontech).
Como sondas se emplearon oligonucleoti-
dos marcados radiactivamente con una
actividad especifica >10%cpm/ng.

Diseno y marcaje de oligonucleotidos

El diseiio de los oligonucleétidos
empleados como sondas en los experi-

mentos de hibridaciéon de acidos nuclei-
cos, asi como los utilizados como cebado-
res en las amplificaciones de DNA por PCR
y en las reacciones de secuenciacion, se
llevo a cabo con el programa OLIGO™ ver-
sién 4.0 para PC. Los distintos oligonuclet-
tidos se muestran en la tabla 1.

Los oligonucledtidos se marcaron por
transferencia de un grupo fosfato radiacti-
vo desde el [-?P]ATP al extremo 5-OH del
oligonucleétido, mediante la accién de la

Tabla 1. Sondas de screening y cebadores de PCR. 's: sentido, a: antisentido. Algunos cebadores se
sintetizaron en ambas orientaciones y se nombran con el sufijo s y a. *Con respecto a la
secuencia del CDNA a menos que se indique lo contrario.

Nombre Secuencia Tamailo Tm (°C) Orientacion' Posicién’®
JGPO2 CATGAAGCGGGAAGCCGTGCAGGAGGAGCGG

CAGCGTGGCAAGGACCGGAACGAGAATGA 60 78 s 672-731
JGP03  CCTGGAACATCTCTTCTTCTTCAAGCTCAT

CGGGGACACACCCATTGACACCTTCCTTAT 60 73 ] 1371-1430
JGP04 TGCTTGGTGAAGGAAG 16 48 a 458-473
JGP12 TACTGCCGCTACCAGAAGTGC i 21 66 sya 640-661
JGP14 GCAGCAGCGAGGACATCAAGC 21 68 s 380-400
JGP16 TGCCGCGACAACAAGGACTGC 21 68 sya 586-606
JGP17 AGGAGCGGCAGCGTGGCAAGG 21 72 s 695-715
JGP18 AGCCCAAGACCGAGACCTACG 21 68 sya 703- 823
JGP19  GCATTCTCCCATCAGCACCCTG 22 70 sya 216-237
JGP20 GCTGATGACCGAGAAAGGCGGG 22 72 a 261-283
JGP21 GCCAAGCAGCCGACAAACAGC 21 68 s 881-901
JGP22 GAGGGAGAAGGTCTATGCGTC 21 66 s 1251-1271
JGP23 CTGCGCGCCATCGTCCTCTTTAAC 24 76 sya 1183-1206
JGP26  AGCTGCTCATCGCCTCCTTCTCCC 24 78 3 995-1018
JGP27 TGTCAAAGATGGCGCCCACCCCTG 24 78 a 1094-1117
JGP29 AGCTCAAGGAGGGTGGGAGTTGGC 24 78 a intrén 8
JGP31 CGGGAGGCACCAGGGAACAAG 21 60 a intrén 2
JGP35 TGGACACCAAACATTTCCTGCCG 23 70 s 7799
IGP36 ACCGAGCGGCAGGAAATGTTTGG 23 72 a 83-103
JGP37 CAGGAAATGTTTGGTGTCCAT 21 60 a 76-96
JGP38 ACCCCATCCAAAGCCAGCACTCTT 25 78 a pMB3
JGP39  TACAGACCCCACCAGCAAATGAGCC 25 78 a pMB3
JGP40 GCTGACAAGACAAAGCAGGCAAAAG 25 74 a pMB39
JGP41  GGGAAACTGAGGCATAGAGAAGGTG 25 76 a pMB39
JGP42 TGAAACCCCGTTGCAAGCAGCTAGC 25 78 a pMB41
JGP43  AGGCCCTCAGAGCTTCCTGGATCAC 25 80 a pMb42
JGP44 CGGGCATGAGTTAGTCGCAGACA 23 72 s 54-76
JGP45 GAATGCCAAACCCACTTTTATTATC 225 68 a pMB43
JGP46 TCCAGTTTCCCCAGTGCAAGATCAG 25 76 a pMB43
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polinucledtido quinasa del fago T4. La
purificacién de los oligonucleétidos mar-
cados se realiz0 por cromatografia de
exclusion molecular en columnas de Sep-
hadex G-50 (Nick™ column, Pharmacia).

PCR

Las reacciones de PCR se realizaron
empleando en todos los casos la técnica
de hot start y 1 unidad de DNA polimerasa
por cada kpb a amplificar. Para la amplifi-
cacion de fragmentos menores de 2 kpb se
emplearon como enzimas la Tag DNA poli-
merasa (Promega) o la DNA polimerasa de
Thermus brockianus (Dynazyme™ comer-
cializada por Finnzymes). Para la amplifi-
caciéon de fragmentos mayores (de hasta
10kpb) se utilizaron las polimerasas ante-
riormente mencionadas en combinacién
con el aditivo Taq Extender™ (Stratagene).
Se emplearon 540 ng de DNA patrén y
60pm de cebadores para las amplificacio-
nes de DNA genémico y 50-100 ng de DNA
patréon y 30pm de cebadores para las
amplificaciones de césmidos o plasmidos.
Todas las reacciones de amplificacién con-
taron con un ciclo de desnaturalizacién a
95 °C de 2-5 min, 25-35 ciclos de 3 pasos,
desnaturaliacion a 95°C de 0,5-1min, empa-
rejamiento a 42-72 °C de 0,5-1min y exten-
sion de 68-72 °C de 1-10 min, y un ciclo de
extension a 72 °C de 7-20 min. La tempera-
tura de emparejamiento adecuada para
cada reaccién se determind a partir de la
temperatura de fusion teéria (Tm) calcula-
da para cada cebador. El tiempo de exten-
sién vari6 segdn el tamaifio del fragmento
de DNA que se queria amplificar, usandose
habitualmente 1 min por cada kilobase a
amplificar.

Las reacciones de amplificacién reali-
zadas con el sistema PromoterFinder™ DNA
Walking Kit (Promega) se llevaron a cabo
en las condiciones recomendadas por el
fabricante.

Para el clonado de productos de PCR
se utiliz6 el sistema pMOSBlue T-vector kit
comercializado por Amersham. Tanto en lo
referente a la ligacion como a la transfor-
macion de las células competentes se
siguié el procedimiento indicado por el
fabricante.
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Secuenciacién de DNA

Las reacciones de secuenciacion se lle-
varon a cabo empleando el sistema fmol™
DNA sequencing system (Promega) en las
codiciones descritas por el fabricante de
acuerdo con los siguientes programas: 1)
para cebadores con menos de 24 bases o
con un contenido de G y C inferior al 50%,
tras un calentamiento inicial a 95 °C duran-
te 2 min, se realizaron 30 ciclos compues-
tos por tres pasos, 95 °C durante 30 s, 42 °C
durante 30 s y 70 °C durante 1 min; 2) para
cebadores con méas de 24 bases o cebado-
res mas cortos con un contenido en Gy C
superior al 50 %, tras un calentamiento ini-
cial a 95°C durante 2 min, se realizaron 30
ciclos de 2 pasos, 95°C durante 30 s y 70°C
durante 30 s.

RESULTADOS

Aislamiento de clones genémicos para
el gen hRXRA y determinaciéon de los
sitios de splicing

Por comparacién de la secuencia del
¢DNA del RXRao® con la de otros miembros
de la superfamilia de receptores nucleares
se disefiaron oligonucleétidos especificos
para el gen hRXRA (JGP02 y JGP03) de
acuerdo con la secuencia de los dominios
D y E del receptor. Estos oligonucledtidos,
cuyas Tms, secuencias y posiciones con
respecto al cDNA se describen en material
y métodos, se emplearon como sondas
para el screening convencional de un
banco de DNA gendémico humano (Clon-
tech) en pWEI15. Tras tres rondas de scree-
ning con la sonda JGP03 se seleccionaron
12 clones (GP0O1 a GP12) que hibridaban
con la misma. Los clones GP01 a GP12 fue-
ron digeridos con EcoRI, transferidos a
membrana, hibridados con la sonda JGP(03
y rehibridados con la sonda JGP02. Cuatro
de estos clones hibridaban dando una
sefial intensa con la sonda JGP03 y uno de
ellos, el GP02, daba también una sefal
intensa con la sonda JGP02, por lo que se
digiri6é con las enzimas de restriccién EcoR
I, BamH |, Hind 111, Pst 1, Xba 1, Hinc 1, Pou 1,
Eco ICRl y Xho 1 y se analizd por southern
blot, lo que permitié comprobar la autenti-
cidad del clon.
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Tras el aislamiento del clon GP02 se
procedi6 a su anélisis mediante secuencia-
cién, lo que permitié comprobar que con-
tiene los exones 3 a 10 del gen. La sintesis
de los cebadores utilizados en las reaccio-
nes de secuenciacion se realiz6 conforme
a la secuencia publicada del cDNA del
RXRa humano® tomando como referencia
la ubicacion de los sitios de splicing del
receptor de glucocorticoides’. Las caracte-
risticas principales de los distintos ceba-
dores utilizados se describen en material y
métodos. Las reacciones de secuenciacion
se realizaron empleando el sistema de
secuenciacion ciclica fmol™ sobre el cos-
mido GP02. Por ultimo, el tamaio de los
intrones se estim6 mediante electroforesis
en gel de agarosa de los productos de PCR
obtenidos a partir del c6smido GP02 usan-
do como cebadores de la reaccién oligonu-
cle6tidos basados en las secuencias de los
exones.

Clonado del extrémo 5’ del gen hRXRA

Con objeto de aislar fragmentos gené-
micos especificos para el extremo 5 del
intrén 2 se llevé a cabo una reacciéon de
PCR, usando como molde DNA genémico y
como cebadores los oligonucle6tidos
JGP19s y JGP31. El cebador JGP31 estd
localizado en el extremo 5’ del c6smido
GP02, en el intron 2, y JGP19s en el ex6n 2.
El producto obtenido fue subclonado y
secuenciado permitiendo obtener el extre-
mo 5’ del intrén. El extremo 3’ del intrén 2
se determindé por secuenciacién directa
del cédsmido GP02 con el cebador JGP0O4.

A continuacion se realizé un paseo cro-
mosémico desde el exén 2 hacia el extre-
mo 5’ del gen utilizando el sistema Promo-
terFinder™. Como cebadores especificos
del gen se utilizaron una serie de cebado-
res antisentido anidados. El primer par de
cebadores anidados estaba formado por
los cebadores JGP20a y JGP19a, ambos
disefiados contra la secuencia del cDNA en
el ex6n 2. Este primer paso permitié sub-
clonar una banda de 2,2 kpb (pMB3) en la
cual estaba contenido el extremo 3’ del
intrén 1. Dos cebadores disefiados de
acuerdo con la secuencia del extremo 5’ de
esta banda, JGP38 y JGP39 permitieron un
huevo avance de unos 600 pb hacia el inte-
rior del intron 1(pMB39). A continuacion,
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siguiendo un procedimiento anélogo, se
disefiaron dos nuevos cebadores, JGP40 y
JGP41, que permitieron un nuevo paso de
2,8 kpb (pMB41). Nuevamente se disefa-
ron dos cebadores de acuerdo con la
secuencia del extremo 5’ de esta iltima
banda. Estos cebadores, JGP42 y JGP43,
permitieron amplificar un fragmento de 1,8
kpb a partir del cual no fue posible realizar
nuevas extensiones.

A continuacién, se disefiaron nuevos
cebadores de PCR contra la secuencia del
cDNA en el exén 1, con el objeto de seguir
avanzando a partir de éste en direccién 3’
hacia el interior del intrén 1. Para ello se
disenaron los cebadores JGP44s y JGP35
anidados contra la secuencia sentido del
cDNA. Empleando esta pareja de cebado-
res se pudo aislar y clonar una banda que
contenia 5 pb del extremo 5’ del intrén 1.
Para extender la secuencia hacia el extre-
mo 5’ del gen se disefiaron tres cebadores
antisentido (JGP44a, JGP36 y JGP37) con-
tra la secuencia del ex6n 1. Ninguno de los
productos obtenidos con ellos result6 ser
especifico del gen.

Vision global del gen hRXRA

Los resultados descritos con anteriori-
dad nos han permitido determinar que el
gen hRXRA estd compuesto por un minimo
de 10 exones y 9 intrones. El tamafio de los
exones varia entre 92 y 543 pb, siendo los
de mayor tamario los exones 2y 10 con 251
v 543 pb respectivamente. El exén 10 con-
tiene ademas la region 3-UTR. El tamafio
de los intrones determinados oscila entre
600 pb y 8 kpb. El estudio de la posicién en
la que se insertan los intrones en el marco
de lectura muestra 2 intrones de tipo 0, 5
de tipo 1y 2 de tipo 2.

El anélisis de la relacién de los distintos
exones con respecto a los dominios del
receptor mostré que en el exén 1 estan con-
tenidas las secuencias de la region 5-UTR y
las que codifican el extremo amino-terminal
del dominio A, mientras que el exén 2 codi-
fica los aminoacidos restantes de este
dominio, el ex6n 3 codifica el dominio B y la
primera mitad del dedo de zinc Cl, el exén 4
codifica la segunda mitad del dedo (I, el
dedo CII completo y los primeros tres ami-
noacidos del dominio D, el ex6n 5 codifica
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el resto del dominio D y los primeros 36
aminoacidos del dominio E, y los exones 6 a
10 codifican el resto del dominio E. El ex6n
10 contiene ademas el codén de termina-
cion TAG y la secuencia 3-UTR. El intrén 2
coincide con la separacién neta de los
dominios A y B. Los demas intrones estan
desplazados hacia el extremo 3’ con res-
pecto a las uniones entre dominios.

Aislamiento de clones genémicos espe-
cificos para el hRXR[3

Los resultados obtenidos para el
hRXRo. con el sistema Sistema Promoter
Finder™ (Clontech), junto con la posibili-
dad de amplificar fragmentos de DNA de
gran tamano, nos ha llevado a intentar
también en este trabajo la determinacién
de la estructura gendémica del gen del
receptor de retinoides humano hRXRp. El
aislamiento de clones genomicos especifi-
cos para el hRXRf se ha realizado utilizan-
do una modificacion de la técnica de PCR
que permite obtener fragmentos de entre
10 y 30 kilobases. Como cebadores de las
reacciones se han empleado oligonucle6ti-
dos disefiados contra la secuencia del
c¢DNA en regiones que, por comparaciéon
con otros genes de la misma familia, supo-
niamos se encontraban en exones distin-
tos. Los productos de PCR se han clonado
en el vector pMOS de Amersham, y se han
secuenciado por el método de terminacién
de la cadena con didesoxinucleétidos de
Sanger. Se ha podido asi determinar la
estructura exén-intrén del gen, y secuen-
ciar las uniones de splicing.

Existen dos isoformas del hRXRB deno-
minadas hRXRB1 y hRXRp2 respectivamen-
te. Ambas isoformas difieren en su extre-
mo 5, habiéndose propuesto para explicar
su formacién la posibilidad de que se pro-
duzca un splicing alternativo o bien la exis-
tencia de dos promotores de uso diferen-
cial. Para comprobar este aspecto, hemos
clonado la posible regién promotora del
gen utilizando el sistema Promoter Fin-
der™ de Clontech. Para ello disefiamos una
pareja de cebadores antisentido contra la
region 5’ del cDNA. Con estos cebadores se
han obtenido varios productos que inclu-
yen la posible secuencia promotora y regu-
ladora del gen. Las secuencias de estos
productos, que comprenden aproximada-
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mente 2,8 Kb de DNA incluyen el extremo
5’ de la isoforma b1, asi como la totalidad
del gen hKe4.

DISCUSION

De los datos descritos en los apartados
precedentes es posible predecir que el
hRXRo esta codificado por un {inico gen
que tiene un tamafno minimo de 28 kbp y
contiene al menos 10 exones. La region
amino terminal esta codificada por los dos
primeros exones del gen. Otros dos exones,
los exones 3 y 4, codifican para la regién de
union al DNA. Como en el caso del mRxrb, y
a diferencia de lo que ocurre en el resto de
los miembros de la superfamilia en los que
cada dedo de Zn estd codificado por un
Gnico ex6n, el intrén 3, divide en dos exo-
nes diferentes al primero de los dedos, sugi-
riendo asi un origen filogenético mas anti-
guo para este receptor que para el resto de
los miembros de la superfamilia. Por Gltimo,
el dominio de unién a la hormona esta codi-
ficado por 6 exones diferentes, los exones 5
a 10, estando toda la regién 3’ no traducida
codificada por este altimo.

A su vez, el hRXRp esta codificado por
un gen que contiene al menos 10 exones y
tiene un tamafo aproximado de 10 kbp. La
regién amino terminal de la isoforma b1 de
la proteina esta codificada por el primer
exon descrito del gen. Las secuencias 5’
con respecto a este exén incluyen la posi-
ble regién promotora y reguladora de la
expresion de esta isoforma, fisicamente
ligada con el gen hKe4 cuya estructura
exoOn-intrén también hemos determinado.
Sin embargo no hemos podido identificar
un exén especifico para la isoforma b2 que
no se encontraria presente en al menos 50
kb de DNA. La regién de unién al DNA esta
codificada por otros dos exones, los exo-
nes 3 y 4. Como en el hRXRo el tercer
intron divide en dos exones al dedo CI. Por
altimo, el dominio de unién a la hormona
estd codificado por los exones 5 a 10,
estando toda la regién 3' no traducida
codificada por este dltimo exoén.

Comparacién con otros miembros de la
superfamilia

El gen hRXRA posee una estructura
gendmica similar a la de los genes que
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codifican otros miembros de la superfami-
lia de receptores nucleares. Sin embargo,
existen dos caracteristicas que diferencian
claramente a los genes hRXR de los genes
de otros receptores nucleares. La primera
de estas diferencias esta dada por la posi-
cion del intron en el dominio de unién al
DNA, que mientras en los genes de otros
miembros de la superfamilia esta localiza-
do entre ambos dedos de zinc, en los hRXR
esta localizado en la G'* en mitad del pri-
mer dedo. Por contraste, la posicién del
intrén localizado tras el segundo dedo esta
altamente conservada en todos los miem-
bros de la superfamilia. La segunda dife-
rencia importante entre las estructuras de
los genes de los RXRs y RARs se refiere al
namero de intrones en el dominio de unién
al ligando, 5 en los hRXR por 4 en los
hRAR. Estas diferencias sugieren que los
genes RXRs y RARs estan menos relaciona-
dos entre si de lo que lo estan estos ulti-
mos con los Trs.

Hasta el momento presente sélo se han
descrito las estructuras de otros dos genes
pertenecientes a la subfamilia RXR: el Rxrb
y el Rxrg, ambos de ratén. En general,
podemos decir que la estructura del gen
hRXRA presenta un patrén comin con las
de éstos, aunque también existen algunas
diferencias. Ambos genes murinos presen-
tan el intrén 3 dentro del primer dedo de
zinc, posiciéon caracteristica de esta subfa-
milia, y el mRxrg también tiene 5 intrones
interrumpiendo el dominio E. En cambio,
el mRxrb posee solo 4 en esta region. Fl
analisis de las estructuras de estos tres
genes muestra un altisimo grado de con-
servacién entre los mismos. Este alto nivel
de conservacién se da tanto en el tamaifio
de los exones como en la localizaciéon y
tipo de los intrones. El tamano del ex6n 4y
de los 4 dltimos exones que codifican la
region E son idénticos para los tres subti-
bos de genes. Notese que los exones 10
Para el hRXRA y el mRxrg, y el ex6n 9 para
el mRxrb codifican el extremo 3’ del recep-
F(‘)r pero contienen ademas las secuencias
3 :UTRS. Si tenemos en cuenta sélo el
Numero de nucledtidos codificantes, estos
tres exones tienen un tamafio uniforme
1gual a 145 pb. Los exones 2 y 3 también
Poseen tamafios muy similares. Por tiltimo,
el tamaiio del exén 5 del mRxrb es aproxi-
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madamente igual a la suma de los tamaios
de los exones 5y 6 de los otros dos genes.

El gen hRXRB posee una estructura
exOn-intrén analoga al hRXRA y los genes
mRxrg y mRxrb. Tanto el tamaio de los
exones como la posicién y tipo de intrones
estan conservados en estos genes. Al igual
que los genes hRXRA y mRxrg, el hRXRB
posee un intrén al comienzo del dominio E.
Sin embargo este intrén no se encuentra
en ratén, lo que posiblemente sea un ejem-
plo de eliminacién de un intrén después de
la divergencia entre ambas especies.

Consideraciones evolutivas

Los genes que codifican los receptores
nucleares poseen una estructura genémica
similar. L.a mayoria de ellos poseen una
organizaciéon exén-intrén compleja, forma-
da por unos 8-10 exones y sus respectivos
intrones. En general, el dominio C esta
codificado por 2 exones y el dominio E por
4-6 exones. Las regiones promotoras des-
critas hasta el presente poseen las carac-
teristicas de los promotores de los genes
constitutivos y generalmente estdn embe-
bidas en islas GpC. Hasta el momento la
Gnica excepcidén con respecto a esta
estructura gendémica comtn la constituyen
los genes COUP-TF [y II".

Comparando los puntos de insercién
de los intrones en la regién de unién al
DNA de los distintos receptores se puede
observar que la posicién del intrén
siguiente al dedo CII es invariante para
todos los receptores. Por otro lado, y con-
trastando con lo anterior, la posicién del
intron entre ambos dedos es variable,
Tomando como criterio la posicién de este
intrén se ha propuesto una subdivisién de
los receptores nucleares en seis grupos':
grupo [ (COUP-TF I'y I) que no posee este
intrén; grupo 1l (GR, MR, PR, ER y AR), gru-
pos Il (VDR, NGFIB), IV (TR, RAR, EAR I y
V (PPAR) que poseen un intrén entre
ambos dedos; y el grupo VI (RXR) que
posee un intrén que interrumpe el primer
dedo de Zn. Esta clasificacién se corres-
ponde casi perfectamente con la basada
en la comparacién de las secuencias del
cDNA en el dominio C*, con la excepcion
de la ubicacién del COUP-TF 'y Il en un
nuevo grupo y la separacion de los RXRs
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que forman un grupo independiente de los
RARs. La posicion invariante del intron
ubicado después del dedo Cll en todos los
miembros de la superfamilia sugiere la
existencia de este intrén antes de la diver-
sificaciébn de estos receptores. Por con-
traste, la posicién variable del intré6n entre
ambos dedos serfa consecuencia de su
insercion tras la separacion de las seis
subfamilias mencionadas.

Comparando la estructura exon-intron
en el dominio E encontramos que la posi-
cién del primer intrén en esta region esta
conservada en las subfamilias RAR y TR
pero no en los GRs ni en los COUP-TFs.
Dado que este intron es de tipo 0 se ha pro-
puesto que se corresponde con un intrén
ya presente en el gen precursor” Sin
embargo este intrén no esta presente en el
mRxrb.

Al comparar la localizaciéon de los intro-
nes con respecto a la estructura tridimen-
sional de las proteinas se puede observar
que el intrén 3 interrumpe el primer dedo
de zinc y el intrén 4 la hélice 3. Con res-
pecto al tipo de exén entre ambos intrones
observamos que éste es el Unico exoén
simétrico presente en el gen. La simetria
de este ex6n, el mas conservado en toda la
superfamilia, podria indicar su origen anti-
guo y su participacion en los procesos de
intercambio de exones en las primeras
fases de la evolucion de estos receptores.

En el dominio de unién al ligando
observamos una mayor correlacién entre
la posicién de los intrones y los modulos
estructurales de la proteina. L.os intrones
5, 6 v 8 estan localizados en aminoéacidos
en regiones de uniéon. Los intrones 7 y 9
estan situados al comienzo de las hélices 7
y 10. Dado que la estructura tridimensio-
nal de este receptor, esta conservada en su
homologo en Drosophila (dusp) es muy
probable que la posicién de los intrones
también esté conservada, correspondien-
do a la posicién en un gen ancestral
comun.

Concluyendo, en este trabajo se ha
determinado la estructura de los genes
que codifican los receptores de retinoides
humanos RXRo. y RXRp, cuyas estructuras
son similares a la de los RARs pero con dos
diferencias importantes: el sitio de inser-
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cién atipico del intrén que interrumpe el
dominio de unién al DNA en medio del pri-
mer dedo de zinc, y la presencia de un
intrén mas en el dominio de unién al ligan-
do. La posicion variable del intréon entre
ambos dedos de zinc es consecuencia de
su insercién después de la separacion de
los receptores en distintas subfamilias, lo
que permite su clasificacién filogenética.
De acuerdo con la posicion de este intron
los RXRs formarian un grupo independien-
te de los RARs. A su vez, la posicion inva-
riante del intrén localizado tras el segundo
dedo de zinc en todos los miembros de la
superfamilia sugiere su existencia antes de
la diversificacion de estos receptores. La
estructura gendmica de los receptores
hRXRo y hRXRp esta altamente conserva-
da, tanto entre si como con respecto a la
de el mRxrg y mRxrb, lo que permite pre-
decir la estructura exén-intréon de los
genes homologos en otras especies, asi
como la estructura del hRxry.

También se ha determinado la estruc-
tura del gen hKe4. El gen, con un tamaio
aproximado de 3 kb, que consta de 7 exo-
nes y 6 intrones. Mientras la region 5-UTR
y la metionina iniciadora estan codificadas
por el exén 1, el ex6n 7 contiene el codén
de terminacion y la regién 3-UTR.
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