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Introduccion

1. Glutaminasa de mamiferos: perspectiva general

La glutamina (GIn) es el aminoacido libre mas abundante en el cuerpo
humano y el principal vehiculo nitrogenado entre los diferentes tejidos de
mamiferos (Krebs, 1980). Es un aminoacido con mdultiples facetas, que juega un
papel esencial en diversas rutas metabdlicas y desempefia funciones de
sefializacion. Aunque habitualmente se clasifica como un aminoacido no esencial,
recientes evidencias sugieren que se le puede calificar como condicionalmente
esencial en determinadas situaciones fisiolégicas como, por ejemplo, cuando su
concentracion disminuye en sangre en situaciones de estrés. Asi, las
concentraciones de GIn en plasma disminuyen notablemente en los cuadros de
trauma clinico, tales como la cirugia principal o tras un prolongado y exhaustivo
ejercicio (Castell y col., 1996).

La GIn actia como donador de nitrégeno para la sintesis de nucleétidos de
purina y pirimidina para producir nuevo DNA, en la reparacion del RNA mensajero
(mRNA), en la sintesis de aminoé&cidos, carbamilfosfato, aminoazulcares y otros
metabolitos. La GIn juega un papel esencial en el metabolismo nitrogenado y
representa una forma de transporte y almacenamiento de glutamato (Glu) y
amonio. Por todas estas razones, el Glu y el amonio derivados de la Gin
desempefian papeles fisiolégicos cruciales en muchos tejidos, con particular
relevancia en cerebro, higado y rifién. En cerebro, el ciclo GIn-Glu entre astrocitos
y neuronas es esencial para el mantenimiento de la homeostasis de GIn y la
generacion y reciclaje del Glu neurotransmisor (Schousboe, 2003). El ciclo

intercelular de GIn entre hepatocitos periportales y perivenosos es fundamental
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para la regulacion del ciclo de la urea en higado, con importantes implicaciones en
la regulacion sistémica del pH y en la desintoxicacion del amonio (Haussinger y
Schliess, 2007). La GIn es también un sustrato esencial para algunas células
importantes del sistema inmune como macréfagos y linfocitos (Castell y col., 2004).

La homeostasis de GIn debe, por consiguiente, estar exquisitamente
regulada. La glutaminolisis, nombre que indica la conversion de GIn en piruvato,
es un proceso fundamentalmente mitocondrial con repercusiones en la estructura
y la dindmica de este organulo subcelular, lo que sugiere un estrecho y mutuo
control entre la forma de la mitocondria y la bioenergética celular (Benard y
Rossignol, 2008). La principal ruta degradativa para la GIn, glutaminolisis, ocurre
en la mitocondria y es iniciada por la enzima glutaminasa activada por fosfato (GA;
EC 3.5.1.2) (Kovacevic y McGivan, 1983; Quesada y col., 1988). McKeehan
(1982) fue el primero en postular que la degradacion oxidativa de GIn a piruvato
era un proceso mitocondrial y lineal. Sin embargo, de acuerdo con Moreadith y
Lehninger (1984), existia una compartimentacion entre el citosol y la mitocondria
en el proceso glutaminolitico. Finalmente, McKeehan (1986) afirmé que la
glutaminolisis puede ocurrir completamente dentro de la mitocondria, aunque
también puede tener lugar como un proceso compartimentado entre el citosol y la
mitocondria.

Muchas enzimas tienen a la GIn como sustrato, entre ellas las llamadas
glutamina amidotransferasas (EC 2.4.2) que catalizan la ruptura del grupo amido
de la GIn y la transferencia del amonio a otros sustratos especificos en rutas

biosintéticas. Sin embargo, la GA se engloba dentro de las glutamina
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amidohidrolasas (EC 3.5.1.2), ya que el sustrato aceptor del grupo acilo y del
amonio es el agua y no otra molécula. La reaccidén catalizada por la GA es la
hidrélisis del grupo amido de la L-glutamina (GIn), dando lugar a cantidades

estequiométricas de L-glutamato (Glu) y amonio:

4 N

GA

- /

Figura 1. Reaccién catalizada por la glutaminasa activada por fosfato

Krebs en sus primeros trabajos sobre el metabolismo de los aminoécidos
descubrié la GA mientras estudiaba la hidrdlisis enzimatica de la GIn en tejidos
animales (Krebs, 1935). Los primeros en utilizar el término glutaminasa activada
por fosfato fueron Errera y Greenstein en 1949, al describir la actividad enzimatica
en extractos de rifidén, higado, cerebro y bazo: esta actividad se veia notablemente
aumentada por la presencia de fosfato. Actualmente se sabe que en mamiferos la
enzima necesita fosfato inorganico (Pi) para presentar actividad en ensayos in
vitro, aunque no se conoce si el Pi es el verdadero activador in vivo.

Algunas de la principales funciones fisioldgicas en las que se encuentra
implicada la GA son la generacién de amonio renal, el aporte de nitrdgeno para la
biosintesis de urea en el higado, la sintesis del neurotransmisor Glu en el cerebro

y el aporte de energia para numerosos tipos celulares normales y transformados
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(Kovacevic and McGivan, 1983; Curthoys and Watford, 1995). Aunque se han
descrito diferentes precursores para la sintesis del transmisor Glu en el cerebro, la
GIn a través de la reaccion de la GA es considerada la fuente mas importante
(Nicklas y col., 1987). Ademés de ser uno de los neurotransmisores mas
importantes del sistema nervioso central (SNC), el Glu desempeia otros papeles
biolégicos importantes, tales como la sinaptogénesis, plasticidad sinaptica,
patogénesis de enfermedades neuro-psiquiatricas (Conti y Weinberg, 1999),
sintesis del &cido y-aminobutirico (GABA) y metabolismo energético en cerebro
(Hertz, 1979; Kvamme, 1984) .

El papel de los dos genes principales implicados en el metabolismo de la
GIn, la glutamina sintetasa (GS, EC 6.3.1.2) y la GA, merece especial atencién en
biologia tumoral, ya que la GIn se comporta como un metabolito fundamental en el
crecimiento y proliferacion de tumores (Matés y col.,, 2002). Ademas, el
catabolismo de la GIn ha sido ligado a las transformaciones neoplasicas
(Kovacevic and McGivan, 1983): la elevada velocidad de glutaminolisis, observada
en una amplia variedad de tumores, se supone esencial para mantener su
capacidad proliferativa (Souba, 1993) y el aumento de la expresion de GA parece
ser un caracter fenotipico distintivo presente en numerosos tumores (Aledo y
col.,1994). Ademas, estudios experimentales en tumores humanos centrados en
cambios en actividad enzimatica y en los niveles relativos de mRNA de GS y GA,
demuestran un patrén similar que se repite en la mayoria de los casos: inhibicién
de la expresién de GS y aumento en la expresion de GA (Matsuno y Goto, 1992;

Medina y col., 1992; Gebhardt and Williams, 1995).
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2. Genes y transcritos GA de mamiferos

En humanos, la familia GA esta constituida por dos miembros principales
localizados en genes distintos y situados en cromosomas diferentes: el gen Gls,
en el cromosoma 2, codifica las isoenzimas conocidas como GA tipo rifién o tipo
K; mientras que el gen GIs2, en el cromosoma 12, codifica para las isoenzimas GA
tipo higado o tipo L (Aledo y col., 2000). Genes ortélogos a los genes humanos
Gls y GlIs2 se han descrito en otras especies de mamiferos como raton y rata

(Mock y col., 1989; Chung-Bok y col., 1997).

2.1. Gen GlIs de mamiferos y transcritos derivados de este gen

El gen GLS humano abarca 82 kb. Tras un analisis de su secuencia por
comparacién con cDNAs depositados en las bases de datos, se dedujo que el gen
esta dividido en 19 exones (Porter y col., 2002). Al menos dos transcritos
diferentes se originan a partir de este gen: el mMRNA denominado KGA, formado al
unirse los exones 1 a 14 y 16 a 19, y un transcrito que aparece por ayuste
alternativo, llamado glutaminasa C (GAC), que utiliza tan s6lo los 15 primeros
exones del gen, omitiendo los exones 16 a 19 (Elgadi y col., 1999; Porter y col.,
2002) (Figura 2). EI cDNA GAC fue aislado originalmente de una genoteca de la
linea celular HT-29 de cancer de colon humano (Elgadi y col., 1999), aunque
posteriormente también se ha demostrado su expresion en rifion de rata y en una
linea celular de rifion de cerdo (Porter y col., 2002). En tejidos humanos, el mMRNA
GAC es expresado mayoritariamente en musculo cardiaco y pancreas,

apreciablemente en placenta, rifién y pulmon, y no se expresa en higado y cerebro
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(Elgadi y col., 1999). De esta forma, numerosas especies de mamiferos expresan
dos clases distintas de mRNAs tipo K que difieren en su regién codificante 3'-

terminal.

Figura 2. Gen de la glutaminasa humano GLS y transcritos alternativos KGA y GAC.
El gen GLS tiene una longitud de aproximadamente 82kb y se divide en 19 exones. La
secuencia de exones se indican como cajas verdes numeradas; la secuencia intrénica se
muestra en linea continua color azul. EI gen GLS codifica para dos transcritos: el mRNA
de la isoforma KGA formado por la unién de los exones la 14 y 16 a 19, y el transcrito
GAC que esta formado por los 15 primeros exones. Las lineas discontinuas comprenden
los exones implicados en la generacion de ambos variantes transcritos. El sitio de

comienzo de transcripcién se marca con una flecha numerada con +1.
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El mRNA KGA es ubicuo en todos los tejidos humanos a excepcién de
higado adulto (Aledo y col., 2000). Se ha conseguido con éxito la clonacién de
cDNAs tipo K en diferentes tejidos de mamiferos incluyendo rifion (Shapiro y col.,
1991), cerebro (Nagase y col., 1998) y células de cancer de colon (Elgadi y col.,
1999). Mdltiples mRNAs tipo K se han detectado en células LLC-PK1-FBPasa" del
tubulo proximal de rifion de cerdo (Porter y col., 1995), linfocitos de rata (Sarantos
y col., 1993), esplenocitos de raton (Aledo y col., 1998), células de tumor ascitico
de Ehrlich (Aledo y col., 1994) y rifion humano (Elgadi y col., 1999). La longitud de
estos transcritos esta en el rango de 3.0 a 6.0 kb y su aparicion podria explicarse
al emplear el mMRNA precursor sitios alternativos de poliadenilaciéon (Porter y col.,
2002), o bien mediante un mecanismo de ayuste alternativo (Elgadi y col., 1999).
En mamiferos, se ha encontrado un patrén de expresion distintivo de estos
transcritos que parece ser tejido-especifico; mas aun, este patrén especifico de
expresion ha sido relacionado con alteraciones en el estado metabdlico,
proliferativo o de desarrollo de las células, asi como con cambios inducidos por el
tumor en los tejidos del hospedador (Porter y col., 2002; Aledo y col., 1998).

En rifidn, la enzima KGA se induce fuertemente por acidosis metabdlica
empleando un mecanismo post-transcripcional de estabilizacién del mRNA a pH
acido (Laterza y col., 1997). Esta expresion incrementada resulta en un aumento
del catabolismo renal de GIn, como parte de un mecanismo adaptativo para
contrarrestar la acidosis sistémica. La presencia de un elemento de respuesta al
pH (secuencias ricas en AU) en la region 3'-no traducida (3'-UTR) del mMRNA KGA

es la responsable de su estabilizacion selectiva, gracias a la unién de la proteina
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¢-cristalina/NADPH-quinona reductasa (Tang y Curthoys, 2001). No obstante, en
otros tejidos distintos a rifién, la expresiéon del gen Gls estd probablemente
regulada a nivel de transcripcion. Por ejemplo, en las células de la mucosa del
intestino delgado la dexametasona induce un aumento del mMRNA KGA y de la
actividad especifica GA. El incremento en el mRNA precedi6 al aumento de
actividad, un resultado consistente con la sintesis de novo de RNA seguida de la
sintesis de la proteina KGA. Los glucocorticoides pueden acelerar la utilizaciéon de
GIn intestinal induciendo la expresién de GA, una respuesta adaptativa que podria
suministrar mas energia para las células de la mucosa en estados de estrés
(Sarantos y col., 1992). El papel primario de la GA en el intestino es regular el
metabolismo de los enterocitos, dado que la GIn es el principal sustrato
respiratorio de los enterocitos y la GA cataliza el paso velocidad-limitante en la
degradacion de GIn. La nutricion parenteral enriquecida en GIn aumenta la
actividad KGA en células del intestino mediante el aumento del mMRNA KGA (Kong
y col., 2000).

En células proliferantes y tumores la regulacion transcripcional del gen GLS
parece estar operativa y asociada con el crecimiento celular y la proliferacién. La
GIn es el principal combustible metabdlico usado por los linfocitos y un marcado
aumento en el mMRNA de KGA se observé tras la induccion de un estimulo
mitogénico mediante endotoxina (Sarantos y col., 1993). De nuevo, el aumento en
el mensajero precedié a la subida de actividad, lo que es consistente con un
mecanismo transcripcional de regulacion génica previo a la biosintesis de la

enzima. Las citoquinas como interleukina-1, interleukina-6, el factor de necrosis
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tumoral-a y el y-interferon disminuyeron la actividad GA, la concentracion de
proteina KGA y sus niveles de mRNA en cultivos humanos de fibroblastos;
ensayos de nuclear run-on mostraron una disminucién en la cantidad de
transcritos GA, como cabria esperar de una regulacion transcripcional del gen. Los
autores relacionaron estos hechos con el efecto de diferentes citoquinas pro-
inflamatorias que menoscaban la proliferacion de los fibroblastos (Sarantos y col.,
1994). En células de tumor ascitico de Ehrlich se ha descrito una regulacion a
largo plazo de la expresién de KGA durante el desarrollo tumoral, de tal forma que
los maximos valores de actividad y niveles de mRNA fueron encontrados en la
fase de crecimiento exponencial de las células, en comparacion con la fase
estacionaria de crecimiento (Aledo y col.,, 1994). Aunque la actividad GA es
elevada en células transformadas, su mayor nivel de expresion ocurre cuando las
células se estan dividiendo activamente durante la fase exponencial de
crecimiento, en coincidencia con su maximo requerimiento de nitrégeno.

La regulacion de la expresion de la enzima KGA también se ha relacionado
con el factor de transcripcién oncogénico c-Myc. El oncogén c-Myc estimula la
proliferacion celular, inhibe la transcripciéon de miR-23a y miR-23b, resultando en
un aumento en la expresion de KGA en células cancerigenas de préstata y linfoma
B humanos (Gao y col., 2009). Asimismo, se ha detectado un aumento en la
actividad enzimatica de GAC en lineas celulares tumorales altamente agresivas de
cancer de mama (Erickson y Cerione, 2010). La activacion de GAC en estos
tumores se ha visto bloqueada debido a la union alostérica de la pequefia

molécula 968 (una benzofenantridinona), reduciendo considerablemente la
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actividad invasiva de estos tumores.

Por dltimo, con respecto a la regulacion del gen Gls en cerebro de
mamiferos, hay que destacar que el cDNA de la KGA de rata, asi como los de
KGA y GAC humanos, contienen un numero variable de repeticiones del
trinucledtido CAG en sus extremos 5’ (Shapiro y col., 1991; Elgadi y col., 1999).
Curiosamente, las repeticiones CAG de los mRNAs tipo K se localizan en la region
5'-UTR en humanos, mientras que en rata se encuentran en la region codificante.
La importancia de estas secuencias repetitivas radica en su relacién con
determinadas enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de
Huntington, ataxia o distrofias musculares. Las repeticiones de los nucle6tidos
CAG codifican para extensiones de poliglutamina que pueden dar lugar a
agregaciones de proteinas y dafio del tejido neuronal. El significado funcional de
las repeticiones CAG en GA no se conoce aun, y la implicacién que puedan tener
estas repeticiones en cualquiera de los dos genes de GA afectando a su expresiéon

o favoreciendo desordenes neuronales esta adn por determinar.

2.2. Gen GIs2 y transcritos derivados de este gen

El gen de GA humano GLS2, localizado en el cromosoma 12, tiene una
longitud superior a 18 kb y posee 18 exones (Aledo y col., 2000; Pérez-Gomez y
col., 2003) (Figura 3). Aparte del exén adicional (exén 19) presente en el gen GLS,
las principales diferencias en las secuencias codificantes de ambos genes GA
estan localizadas en los exones 1 y 18. El exén 1 de ambos genes exhibe un

62.5% de homologia en su secuencia, pero codifica para 129 aminoacidos en KGA
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y tan solo para 61 aminoacidos en la GAB humana, lo que explica los 67
aminodcidos extra de la isoenzima KGA en el extremo N-terminal. Los
aminoécidos codificados por el exon 2 contienen las secuencias sefial de envio y
procesamiento mitocondrial (Shapiro y col., 1991; Gémez-Fabre y col., 2000). A
resaltar, un motivo LXXLL en el exén 1 del gen GLS2, que podria explicar la
localizacion nuclear que nuestro grupo ha demostrado para la GA GLS2 en
cerebro de mamiferos (Olalla y col., 2002). De forma analoga, el dltimo exén, que
codifica para la region C-terminal en la isoenzima KGA y en las dos isoenzimas
GLS2 (GAB y LGA), muestra la similitud de secuencia mas baja (29.4%). Se ha
demostrado que los aminoacidos codificados por este exén en la isoenzima GAB
humana estan implicados en el reconocimiento de médulos de interaccion PDZ
(dominios originalmente descritos en las proteinas PSD95/DIg/z01) (Olalla y col.,
2001). Por consiguiente, las diferencias mas significativas entre los exones de los
genes humanos GLS and GLS2 estan localizadas en regiones implicadas con la
sefalizacion y envio de proteinas a organulos y con las interacciones proteina-
proteina, lo que puede ayudar a explicar las distintas funciones que estas
isoformas pueden desempefiar asi como su regulacion diferencial. Por el contrario,
los exones 3-17 de los transcritos mRNA de KGA y GAB/LGA poseen la misma

longitud y muestran una alta similitud de secuencia (Pérez-Gémez y col., 2003).
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Figura 3. Estructura del gen GLS2 de humano y transcritos de GA (*). El gen GLS2 se
localiza en la region 12q13 del cromosomal2 de humano, como se muestra en la parte
superior de la Figura. El gen tiene una longitud de aproximadamente 18kb y se divide en
18 exones. La secuencia de exones se indican como cajas verdes numeradas; la
secuencia intrénica se muestra en linea continua color azul. EI gen GLS2 codifica para
dos transcritos: el MRNA de la isoenzima candnica GAB formado por la unién de los 18
exones del gen y el transcrito corto LGA que carece del exén 1. Las lineas discontinuas
comprenden los exones implicados en la generacién de ambos variantes transcritos. El
sitio de comienzo de transcripcidn se marca con una flecha numerada con +1. *La
estructura génica y de transcritos GLS2 aqui mostrada se demostré de forma concluyente

tras la publicacion de parte de los resultados recogidos en esta Memoria.

Los transcritos GA tipo L, derivados del gen GLS2, fueron originalmente
descritos como exclusivos del tejido hepatico adulto y ausentes en el resto de
tejidos extrahepaticos e higado fetal (Smith y Watford, 1990; Curthoys y Watford,
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1995). Este patrén restrictivo de expresion fue generalmente aceptado hasta muy
recientemente, cuando resultados obtenidos en nuestro laboratorio han
demostrado la presencia de transcritos GLS2 en numerosos tejidos
extrahepéticos en mamiferos tales como cerebro, pancreas y células de cancer de
mama humano (Gémez-Fabre y col., 2000). Se ha conseguido la clonacién de los
cDNAs tipo L de higado de rata (Smith y Watford, 1990) y de células ZR-75 de
cancer de mama humano (Gomez-Fabre y col., 2000).

La GIn es un sustrato principal para la gluconeogénesis hepética y la
sintesis de urea (Watford, 1993). En relacién con la regulaciéon transcripcional del
gen GLS2, se ha descrito una expresion aumentada de la GA hepatica en diabetes,
ayuno y tras consumo de una dieta alta en proteinas. El mecanismo subyacente a
estos cambios se demostré que era un aumento en la velocidad de transcripcion
del gen, al menos en los casos de dieta alta en proteinas y ayuno (Watford y col.,
1994). Esta sobreexpresion de GA y el aumento del catabolismo de GIn se han
relacionado con un incremento en la gluconeogénesis a partir de GIn y una mayor
utilizacion de este aminoacido en el ciclo de la urea para facilitar la eliminacion del
exceso de amonio (Nurjhan y col., 1995; Watford, 1993). En contraste con la KGA,
la GA hepética no se ve afectada por cambios en la homeostasis acido-base. Sin
embargo, un analisis bioinformatico del promotor del gen Gls2 de rata detecté un
elemento de respuesta a cAMP (CREB), que podria explicar la respuesta del gen
a niveles bajos de insulina y/o niveles elevados de glucagon (Chung-Bok y col.,
1997). El promotor proximal de este mismo gen carece de una caja funcional

TATA clasica, pero en cambio contiene sitios de reconocimiento HNF-1, HNF-5 y
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C/EBP (CAAT-enhancer binding protein) que pueden ser importantes para su
expresion basal en higado (Chung-Bok y col., 1997).

La primera secuencia humana completa de una GA tipo L fue deducida del
cDNA obtenido por clonacion en nuestro laboratorio, a partir de una genoteca de
células ZR-75 de cancer de mama (Gémez-Fabre y col., 2000). EI cDNA completo
aislado tiene 2408 nt de longitud y un marco abierto de lectura compuesto por
1806 nt. La traduccion de este cDNA origina una proteina de 602 residuos con una
masa molecular tedrica de 66,309 Da. El analisis comparativo de su secuencia
demostrd que era muy similar (89% de identidad) con el cDNA de la GA de higado
de rata. En relaciébn con las secuencias deducidas de aminoacidos, esta GA
humana tipo L (posteriormente denominada GAB tras los resultados detallados en
esta Memoria) comparte igualmente un considerable grado de identidad (94%) con
la enzima de higado de rata (tradicionalmente conocida como LGA), si bien la
enzima humana se extiende 67 residuos adicionales en el extremo N-terminal. A
diferencia de la similitud encontrada con la GA de higado de rata, la GA humana
tipo L s6lo muestra un 68.5% de identidad con el cDNA de la KGA de rifién de rata,
un porcentaje similar al encontrado entre los cDNAs de LGA y KGA aislados de
higado y riidén de rata, respectivamente (Chung-Bok y col., 1997).

Como mencionamos anteriormente, el gen humano GLS2 tiene un tamafo
superior a 18.1 kb y posee 18 exones y 17 intrones. La organizacién exén/intrén
del gen GLS2 humano fue determinada usando la secuencia del clon de cDNA de
células ZR-75 de cancer de mama. Las secuencias de aminoacidos y nucleotidos

de los transcritos de la GA tipo L en humanos y en rata comparten un alto nivel de
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identidad, siendo la LGA de rata 67 amino acidos mas corta que la GA tipo L de
células de ZR-75 en el extremo N-terminal: la proteina LGA de rata carece de
todos los aminoéacidos codificados por el exén 1y los seis primeros amino acidos
del exon 2. La existencia de transcritos alternativos del gen Gls2 parecia muy
probable, tal y como como ocurre con el gen Gls. Tras los resultados detallados en
esta Memoria, se ha concluido que la GA tipo L de las células de cancer de mama
ZR-75 representa una nueva especie de mRNA que codifica a una nueva isoforma
de GA denominada GAB (de la Rosa y col., 2009) (Figura 3) , por lo que asi la
denominaremos en adelante para evitar confusiones.

Las regiones promotoras de los genes GIs2 de rata y humano no contienen
cajas TATA canonicas, pero si poseen dominios ricos en G+C (Pérez-Gomez y
col., 2003; Chung-Bok y col., 1997). Esta caracteristica también se encuentra en el
promotor del gen GLS humano (Porter y col., 2002). Pese a la elevada identidad
de secuencia (89%) entre las regiones codificantes de los genes GIs2 de rata y
humano (Gémez-Fabre y col., 2000), las regiones proximales de los promotores
de ambos genes no muestran una significativa homologia de secuencia. A
diferencia del gen GlIs2 de rata, el gen humano si posee una caja CAAT candnica
y otra para proteinas que reconocen al elemento de respuesta a Ras (RREBs,
Ras-responsive element-binding proteins), aunque carece de sitio HNF-5 que si
aparece, en cambio, en el promotor del gen GlIs2 de rata. Experimentos de
actividad transcripcional con vectores luciferasa como gen reportero, demostraron
gue dos cajas CAAT desempefian un papel crucial en la regulacion transcripcional

del gen GLS2 humano, tanto en células tumorales de origen hepatico (HepG2)
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como en células MCF7 de cancer de mama (Pérez-Gomez y col., 2003). Las
proteinas que se unen a las cajas CAAT (C/EBPs) controlan el crecimiento celular
y la diferenciacion: en varias lineas celulares de adipocitos, granulocitos y
gueratinocitos provocan detencion del crecimiento e inducen diferenciacion
(Darlington y col., 1998). Mas aun, células HepG2 de hepatoma humano expresan
niveles significativamente muy bajos de C/EBPa and C/EBPf en relacion con los
niveles habituales encontrados en hepatocitos diferenciados (Friedman y col.,
1989). En conclusion, la conversion de hepatocitos en células proliferantes de
hepatomas podria requerir un silenciamiento génico de la expresién de C/EBPa y
C/EBPB.

La enzima GAB de células ZR-75 de cancer de mama también muestra una
regulacion a largo plazo dependiendo del estado de proliferacion celular: maximas
actividades enzimaticas se detectan al comienzo de la fase exponencial de
crecimiento de estas células, mientras que una drastica disminucién se observa en
la fase estacionaria, cuando se alcanza la confluencia celular. En paralelo, los
niveles de mRNA de GAB también mostraron un aumento notable justo antes del
comienzo de la fase exponencial, para disminuir rapidamente en las fases
exponencial y estacionaria; en concreto, la cantidad de mRNA fue 5 veces
superior antes de la fase exponencial, comparado con el encontrado cuando la
proliferacion celular ya habia cesado (Gémez-Fabre y col., 2000). Estos resultados
son diferentes a los obtenidos previamente en células de tumor ascitico de Ehrlich
al analizar la expresion de la isoenzima KGA: en este caso, la actividad GA

mitocondrial y los méaximos niveles de mRNA de KGA coincidieron en el dia 7 del
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desarrollo tumoral, justo en la mitad de la fase exponencial de crecimiento de este
tumor experimental que crece en ratones (Aledo y col., 1994). Por lo tanto, existe
una regulacion diferencial de la expresion génica de las isoenzimas GA en
tumores. La sobreexpresion de GA es una caracteristica fenotipica exhibida por
muchos tumores experimentales y canceres humanos (ver Marquez y col., 2015
para una revision reciente sobre el tema).

Tanto los nuevos patrones de interaccion con proteinas, descubiertos para
las isoenzimas GA durante los ultimos afios, como su localizacién subcelular
sugieren que, ademas de su funcion metabdlica clasica, las isoformas de GA han
de tener un comportamiento multifuncional. La correlacion entre la expresion de
GA y el crecimiento y proliferacion celular en cancer, asi como el aumento del
catabolismo de la GIn mitocondrial en numerosos tipos de células tumorales,
apoyan esta teoria (Matés y col., 2002; De Berardinis y Chang, 2010; Wise y col.,
2008).

Nuestro grupo descubrié por primera vez una funcion diferencial de las
proteinas GA después de examinar sus patrones de expresion en varias lineas
celulares de cancer y tumores humanos: las isoformas GLS se asociaron a
oncogénesis y crecimiento de tumores, mientras las isoformas GLS2 se asociaron
a diferenciacién celular (Pérez-Gomez y col., 2005). Ademas, en algunos tejidos
de mamiferos y células tumorales se ha observado la coexpresion de isoformas
GLS y GLS2 (Aledo y col., 2000; Pérez-Gomez y col., 2005), aunque el significado
fisiologico de la existencia de diferentes transcritos GA en estos tipos celulares

aun no se ha explicado (Turnery col., 2003).
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El descubrimiento de nuevos tipos celulares que expresan proteinas GLS2,
junto con las nuevas caracteristicas y funciones recientemente sugeridas para la
isoformas GLS2 (Marquez y col., 2006; Campos-Sandoval y col., 2007; Martin-
Rufian y col., 2014; Marquez y col., 2015), hacen plantearse la caracterizacion de
los distintos transcritos codificados por el gen GIs2 en mamiferos como
prerrequisito para entender la regulacién tejido especifica de GA y el metabolismo
de la GIn.

En esta Memoria se muestran por primera vez solidas evidencias
experimentales que demuestran la existencia de formas alternativas de mRNA del
gen Gls2 ort6logo en ratén, rata y humano. Se concluye que existen al menos dos
transcritos del gen GlIs2: una forma larga, canoénica, que contiene 18 exones y
denominamos GAB; y un transcrito corto llamado LGA, que aparece por un
mecanismo de sitio alternativo de inicio de la transcripcion, emplea un promotor
alternativo (separado mas de 7 kb del promotor canénico de la GAB) y presenta un
primer exon diferente al de la isoforma larga. Ademas, GAB y LGA se expresan

diferencialmente en tejidos de mamiferos y células de cancer humano.

3. Glutaminasa en cerebro y otros tejidos de mamiferos

Krebs, en sus pioneros estudios acerca del catabolismo de GIn en
mamiferos, ya distinguié entre una GA tipo higado y otra tipo cerebro (Krebs,
1935), si bien ésta udltima fue posteriormente denominada enzima tipo rifion
(Kovacevic y McGivan, 1983). Aparte de diferencias en las estructuras

moleculares, su distinto comportamiento cinético ha sido frecuentemente
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empleado para distinguir las diversas isoformas GA. Estas enzimas estan
reguladas por un gran numero de efectores de baja masa molecular: las
principales diferencias cinéticas han sido observadas en la dependencia por el
activador Pi—baja para las tipo L, alta para las tipo K—, la afinidad relativa por el
sustrato GIn—mas elevada para las tipo K que para las tipo L—, y el efecto
inhibitorio del Glu, una caracteristica Unicamente encontrada para isoenzimas tipo
K (Kovacevic y McGivan, 1983; Curthoys y Watford, 1995). Ambas isoenzimas han
sido tradicionalmente consideradas como proteinas mitocondriales (Curthoys y
Watford, 1995).

La GA desempefia un papel clave en cerebro: es la principal enzima que
consume GIn en este tejido y representa un paso fundamental en la generacién
del Glu neurotransmisor. EI modelo tradicional de expresion de GA aceptaba que
la Unica isoenzima presente en cerebro, y responsable de la generacién del Glu
neurotransmisor, era la isoforma KGA (GLS) (Haser y col., 1985; Curthoys y
Watford, 1995). Nuestro grupo fue el primero en descubrir la expresion simultanea
de transcritos de mMRNA para KGA y GA GLS2 en cerebro humano (Aledo y col.,
2000; Gomez-Fabre y col., 2000). Posteriormente, demostramos la coexpresion de
MRNA de KGA y GLS2 en cerebro de otras especies de mamiferos como vaca,
raton, conejo y rata (Olalla y col., 2002). La coexpresion fue verificada a nivel de
proteinas por métodos bioquimicos e inmunolégicos mediante el empleo de
anticuerpos isoenzima-especificos (Olalla y col., 2002). Ademas de cerebro,
también se ha demostrado la coexpresion de ambas isoenzimas en las siguientes

lineas celulares humanas: en células de tumor colorrectal (Turner and McGivan,
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2003), en células de hepatoma HepG2, células de leucemia mieloide KU812F y
células de cancer de mama MCF7 y ZR75 (Pérez-Gomez y col., 2005).

En la sinapsis tripartita (neurona presinaptica, neurona postsinaptica y
astrocitos), el balance entre Glu liberado y captado se denomina homeostasis de
Glu; esta homeostasis regula la actividad sinaptica y controla la activacion de
receptores de Glu (Aledo y col., 2000). La GA juega un papel imprescindible en la
homeostasis glutamatérgica como la fuente mas importante de Glu presinaptico
liberado (Nicklas y col., 1987) (Figura 4).

Las homeostasis de GIn y Glu en cerebro estan inexorablemente unidas, un
claro ejemplo es el ciclo GIn-Glu entre neuronas y astrocitos (Hertz, 1979; Figura
4). Esta relacién entre ambos metabolitos explica la generacion y reciclaje del
neurotransmisor. La neurotransmision glutamatérgica controla el primer
comportamiento esencial para la supervivencia, la respiracion, mediada por
circuitos glutamatérgicos del tronco cerebral. Posteriormente, durante el desarrollo
y en la etapa adulta, la transmision sinaptica glutamatérgica esta implicada en
practicamente todos los circuitos del SNC. A pesar de numerosas investigaciones,
el origen del Glu neurotransmisor no ha sido completamente resuelto. Aunque
existe mas de una ruta para la sintesis de Glu, el reservorio de Glu en neuronas se
deriva principalmente de GIn a través de la enzima GA (Nicklas y col., 1987). No
obstante, también se ha demostrado sintesis del neurotransmisor Glu mediante
transaminacion de a-cetoglutararo, reaccién implicada en el ciclo del acido
tricarboxilico (Waagepetersen y col., 2005). Dado que en neuronas la sintesis de

novo de Glu a partir de a-cetoglutarato es minima, la teoria mas aceptada sugiere
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la existencia de un ciclo GIn-Glu entre neuronas y astrocitos, en el que el Glu se
recicla a GIn en astrocitos mediante la actividad GS (Shen y col., 2009; Figura 4).
La GIn se envia entonces a neuronas donde se genera Glu neurotransmisor por la
accion de la enzima GA. Esta teoria estd apoyada por una localizacién
exclusivamente glial de la GS, mientras que la GA se localizaria principalmente en
neuronas (Laake y col., 1995; Shen, 2006).

Asi pues, en cerebro, la GIn es considerada la fuente mas importante del
Glu neurotransmisor a través de la reaccién de la GA (Kvamme, 1984; Nicklas y
col., 1987). Ademas de ser el principal neurotransmisor excitatorio en el SNC
(Fonnum, 1984), el Glu desempefia funciones esenciales en sinaptogénesis,
plasticidad sindptica, patogénesis de enfermedades neuropsiquiatricas (Conti y
Weinberg, 1999), sintesis del acido y-aminobutirico (GABA), y metabolismo

energético cerebral (Erecinska and Silver, 1990).
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Figura 4. Esquema del ciclo GIn-Glu entre neuronas y astrocitos. Ademas del ciclo
GIn-Glu entre neuronas y astrocitos, en la figura se indica también la posibilidad de la
existencia de actividad GA en los pies astrocitarios perivasculares, asi como la posible
localizacion nuclear de la isoenzima GLS2 en neuronas y astrocitos. Las potenciales
funciones de isoenzimas GA para las cuales no existe una evidencia experimental

definitiva se indican con un signo de interrogacion (Adaptado de Marquez y col., 2016).

Para cuestionar aun mas el modelo tradicional de regulacion del ciclo GIn-
Glu en cerebro, hemos aportado sélidas evidencias experimentales de una
segregacion subcelular de GA en neuronas: la isoenzima KGA esta presente en
mitocondrias, mientras que la GA GLS2 se localiza en nucleo (Olalla y col., 2002).

La localizacion nuclear de la GA GLS2 (GAB y/o LGA) fue completamente
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inesperada: este trabajo cambid drasticamente el paradigma de expresion de GA
en mamiferos, siendo la primera vez que se describia una localizacion
extramitocondrial para una GA. La vision de la GA como una proteina
monofuncional, con un papel relevante pero exclusivamente catalitico, ha quedado
relegada debido a nuevos descubrimientos aportados, en gran parte, por nuestro
grupo. Las isoformas GAB/LGA poseen motivos consenso y dominios funcionales
gue sugieren que se trata de una proteina multifuncional (Marquez y col., 2006).
Por ejemplo, en la region C-terminal, los ultimos cuatro amino acidos (ESMV)
conforman una secuencia consenso de interaccion con proteinas PDZ (Kornau y
col., 1995). Mediante la técnica del rastreo de doble-hibrido en levadura, nuestro
grupo aisl6é y caracteriz6 un cDNA de cerebro humano que codifica para una
proteina PDZ, a la que denominamos GIP (Glutaminase-Interacting Protein), que
interacciona especificamente con el extremo C-terminal de las isoenzimas GLS2
(Olalla y col., 2001) (Figura 5). Las proteinas PDZ median interacciones proteina-
proteina que conducen a la generacibn de agregados multifuncionales,
particularmente en cerebro. Existen hallazgos recientes que establecen la
importancia de las proteinas que contienen dominios PDZ en la localizacién
subcelular de otras proteinas (Marquez y col., 2006). Asi, la asociacion entre el
dominio PDZ de la yl-sintrofina y la proteina diacilglicerol quinasa-{ es capaz de
reclutar yl-sintrofina al nucleo de las células (Hogan y col.,, 2001). En este
contexto, también hay que sefalar que GIP es un regulador de la transcripcion: la
proteina interacciona fisicamente con [-catenina e inhibe su actividad

transcripcional. Existen otros ejemplos de proteinas que contienen dominios PDZ y
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actian como factores de transcripcion: CASK/LIN-2 (Hsueh y col., 2000) y ZO-1
(Balda y Matter, 2000). La capacidad de la proteina GIP de actuar como factor de
transcripcion in vivo podria estar relacionada con la hipotesis de que las
isoenzimas GLS2 actlien como corregulador transcripcional, ya que, como se ha
expresado anteriormente, esta proteina interacciona con GIP. La interaccion de
esta isoforma con proteinas PDZ podria constituir un mecanismo molecular que
regule su translocacion al nicleo y su funcion nuclear.

Estos resultados abren una nueva linea de investigacion sobre como la GA,
y el par GIn/Glu, puede afectar la funcién de las células cerebrales. Respecto a la
localizacion nuclear, también conviene sefialar que el andlisis bioinformético de las
proteinas GLS2 revel6 la existencia de un dominio de dedos de Zn, concretamente
del tipo Cys2His2, caracteristico de muchos factores de transcripcion (Figura 5).
Por consiguiente, queda abierta la posibilidad de que las isoenzimas GLS2
funcionen directamente como un factor de transcripcion. Ademas, mientras que
estas proteinas no poseen ninguna secuencia especifica de localizacién nuclear,
si poseen un motivo LXXLL que constituye una secuencia de interaccién con
receptores nucleares (Figura 5). La enzima mitocondrial 3-hidroxi-3-
metilglutarilCoA sintasa (EC 4.1.3.5) ha sido detectada en nlcleo y su
translocacién implica la interaccién con un receptor hormonal nuclear a través de
un motivo LXXLL presente en la enzima (Meertens y col., 1998). La GA GAB
posee este motivo consenso en los aminoécidos 72-76 (LGDLL) y ademas es
capaz de interaccionar con proteinas PDZ que pueden modular su actividad. La

regulacion de la transcripcion génica a través de receptores nucleares requiere la
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participacion de correpresores y coactivadores y GAB podria formar parte de un
complejo transcripcional, actuando como un corregulador. Por dltimo, la
participacion de GLS2 en nucleo podria ser indirecta, por regulacién de los niveles
de GIn (Glu) en el nucleoplasma. La idea de que los aminoacidos regulan la
expresion génica surgid hace unos afios. Ahora ya se acepta que los aminoacidos
juegan un papel importante, junto con las hormonas, en el control de la expresion
génica; sin embargo, los mecanismos moleculares implicados se desconocen en
su mayoria. En concreto, la GIn induce la expresion de proteinas HSP (“heat
shock proteins”), tanto a nivel de mRNA como de proteina (Sanders y Kon, 1992),
y reprime la expresiéon de GS. De esta forma, la importancia de la localizacion
nuclear de GAB radicaria en el control in situ de los niveles de GIn (Glu), estando

implicada indirectamente en la expresion de genes regulados por Gin (Glu).
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Figura 5. Esquema de las caracteristicas de las proteinas GLS2. Motivos estructurales
clave de la isoenzima GLS2. Se destaca especialmente los dominios de interaccion con

receptores nucleares, dominios PDZ, dedos de Zinc y dominio que define la actividad GA.

Posteriormente, nuestro grupo ha identificado la presencia de GA en
astrocitos (Marquez y col., 2016). Se realizaron estudios de inmunohistoquimica
en tejido de cerebro humano y de rata empleando anticuerpos isoforma
especificos revelando expresion de ambas isoenzimas GLS (KGA) y GLS2
(GAB/LGA) en neuronas y en astrocitos, aunque con diferente localizacién
subcelular: la isoforma KGA se localiza en mitocondra mientras que las isoformas
GAB/LGA se localizan en nucleo y mitocondria (Marquez y col.,, 2016). La
expresion de GA en astrocitos también se ha demostrado a nivel de mMRNA y se ha

probado la actividad enzimética de la misma (Cardona y col., 2015). La presencia
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de GA con actividad catalitica en astrocitos es relevante para la estequiometria del
ciclo GIn/Glu en los procesos de sinapsis, lo que sugiere la posibilidad de nuevas
funciones para las distintas isoformas GA.

Desde muy pronto se postularon importantes funciones reguladoras para la
GA en cerebro, habida cuenta de su perfil de activacion e inhibicion por una amplia
variedad de efectores exdgenos y enddégenos. Asi, en preparaciones particuladas
de cerebro (homogenados y sinaptosomas) los efectores activadores incluyen: Pi,
sulfato, cloruro, acidos carboxilicos, nucleétidos trifosfato y fosfato de riboflavina,
todos ellos activos en el rango de concentracion milimolar (Erecinska y Silver,
1990). Otros compuestos, como CoA, acil-CoA de cadena corta y cadena larga y
el colorante azul de bromotimol, activan la GA cerebral en el rango micromolar,
pero se convierten en inhibidores a concentraciones milimolar (Kvamme y col.,
2000). No obstante, estos datos deben interpretarse con precaucion, debido a la
dificultad de obtener resultados reproducibles cuando se ensayan preparaciones
de tejidos o extractos celulares crudos, asi como a ciertas diferencias
metodoldgicas reportadas por distintos autores. Por ejemplo, el calcio es un
candidato potencialmente muy importante para regular GA porque sus
concentraciones cambian con la funcién cerebral. EI Ca** activa la GA en
mitocondria, en sinaptosomas de cerebro y en cortes y homogeneizados
cerebrales, pero no tiene efecto sobre la enzima purificada, o que sugiere que su
efecto es indirecto (Erecinska y Silver, 1990; Kvamme y col., 2000).

Como ya hemos comentado, el Pi es el principal activador de GAs

codificadas por el gen GLS (Tabla 1). La enzima KGA purificada de cerebro es una
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enzima alostérica y su curva de activacion con Pi es sigmoide (Haser y col., 1985;
Kvamme y col., 2000). La curva de activacion muestra un cambio de pendiente
muy abrupto, lo que indica que KGA es muy sensible a cambios en el nivel de Pi.
De hecho, sus principales efectores son compuestos que fundamentalmente
alteran el efecto activador del Pi (Kvamme y col., 2000). Si el Pi es o no el
verdadero activador fisiolégico in vivo de la GA cerebral permanece aun por
determinarse; sin embargo, su elevada concentracion en cerebro, y el hecho de
gue sus niveles varian rapidamente durante la actividad neuronal, ha llevado a
muchos autores a postularlo como importante regulador fisiol6gico in vivo de la GA
cerebral (Erecinska y Silver, 1990). Los principales inhibidores de las isoenzimas
GLS de cerebro son: Glu, iones amonio, protones, y cAMP y cGMP a
concentraciones mM (Krebs, 1935; Erecinska y Silver, 1990; Kvamme y col., 2000).
Otros inhibidores no especificos incluyen a compuestos que reaccionan con
grupos tiol, asi como analogos de GIn como el 6-diazo-5-oxo-norleucina (DON)
(Campos y col., 1998; Curthoys y Watford, 1995). Dos inhibidores especificos
recientemente descubiertos de las isoenzimas tipo K, BPTES [sulfuro de bis-2-(5-
fenilacetamido-1,2,4-tiadiazol-2-il)etil] para la KGA y el compuesto 968 [ 5-[3-
Bromo-4-(dimetilamin)fenil]-2,3,5,6-tetrahidro-2,2-dimetilbenzofenantridin-
4(1H)ona] para la GAC, pertenecen al tipo de inhibidores alostéricos que impiden
los cambios conformacionales asociados con la activacion por Pi, impidiendo la
formacién de oligbmeros de elevada masa molecular (Robinson y col., 2007;
Erickson y Cerione, 2010).

El Glu es un inhibidor competitivo (Tabla 1) y las concentraciones relativas
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de GIn y Glu en los terminales glutamatérgicos (Kvamme y col., 2000) sugieren
gue la GA puede estar fuertemente inhibida en células nerviosas y en sus
terminales sinapticos, de acuerdo con resultados previos obtenidos en
sinaptosomas (Erecinska y Silver, 1990). De hecho, la actividad GA in vivo en
cerebro de ratas hiperamonémicas, medida por resonancia magnética nuclear
(RMN) de N, representa aproximadamente el 1% de la actividad medida in vitro
en homogenados de cerebro de rata (Kanamori y Ross, 1995). Estos resultados
sugieren que en cerebro la actividad GA se mantiene a un nivel bajo mediante una

regulacion a corto plazo por sus efectores principales, basicamente Piy Glu.
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Tabla 1. Genes de GA de mamifero, transcritos e isoformas proteicas.

Transcrito/proteina

KGA

GAC

GAB

LGA

Gen
Longitud transcrito

Gls
18 exones/4348 nt

Gls
15 exones/3183 nt

Gls2
18 exones/2408 nt

Gls2
17 exones/2026 nt

Mecanismo Ayuste alternativo  Ayuste alternativo ~ Candnico Sitio alternativo de
transcripcional inicio de la
transcripcion y
promotor
alternativo
Regulacién c-Myc - p53 -
transcripcional
Expresion Ubicua en la Musculo cardiaco,  Cerebro, Higado, cerebro,
mayoria de tejidos  pancreas, pancreas, células células de cancer
de mamifero placenta, rifion, del sistema humano

excepto higado,
células de cancer
humano

pulmon, células de
cancer humano

inmune, células de
cancer humano

Proteinas humanas 669 aa 598 aa 602 aa 565 aa
Masa molecular de 68 and 66 kDa 58 kDa 63 kDa 58 kDa
la proteina madura

Dependencia de Pi Alta - Baja Baja
Activacion por No No Muy baja Fuerte
amonio

Inhibicién por Fuerte - Moderada No
glutamato

Proteinas que Caytaxin, Bmccls - GIP, SNT =
interactdan

Inhibidores BPTES, 968, ebselen, chelerythrine, Alquilbenzoquinonas, apomorfina

apomorphine, B839, zaprinast

La isoforma LGA fue parcialmente purificada de higado de rata por Patel y
McGivan (1984) y a homogeneidad por Heini y col. (1987) y por Smith y Watford
(1988). Al contrario que sucede con KGA, la enzima hepatica no se inhibe por Glu,
tiene una K, mas alta para la GIn, es totalmente activa a bajas concentraciones de
Pi y necesita obligatoriamente amonio para ser activa (Tablal). La isoenzima LGA
de higado de rata posee una Unica subunidad con una Mr de 58000 (Tabla 1); sin

embargo, una gran variedad de masas moleculares han sido estimadas: desde
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162000-170000 Da por ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa (Heini y col.,
1987; Smith y Watford, 1988), hasta mas de 300000 Da por cromatografia de
filtracion en gel (Patel y McGivan, 1984; Smith y Watford, 1988). Esta discrepancia
considerable ha sido también observada en la estimacion de la Mr nativa para la
KGA de rifidn de rata analizada por filtracion de gel y por ultracentrifugacion en
gradiente de sacarosa (Curthoys y col., 1976). Un volumen especifico parcial fuera
de lo normal, agregacion de la enzima e inactivacion de la proteina como resultado
de la dilucion podrian explicar la diferencia de resultados que han sido descritos
(Heini y col., 1987; Smith y Watford, 1988; Segura y col., 1995). Los datos
obtenidos por ultracentrifugacion sugieren que la GA de higado de rata es un
trimero compuesto de tres subunidades idénticas (Heini y col., 1987). Al contrario
gue para KGA, no se han encontrado signos de agregacion similares para la
enzima LGA de higado, incluso con elevadas concentraciones de Pi (Heini y col.,
1987; Smith y Watford, 1988).

El mRNA humano de GAB ha sido expresado heter6logamente en
procariotas (Campos y col.,, 2003) y en sistemas de baculovirus (Campos-
Sandoval y col.,2007). El primer sistema sobreproductor heterélogo para GA de
mamiferos fue descrito para la enzima GAB en Escherichia coli. La expresion de
GAB humana en bacterias fue completamente optimizada, aunque la proteina
estaba desprovista de actividad catalitica (Campos y col., 2003). Posteriormente,
se estudié la expresién en sistemas eucariéticos, comprobandose que la isoforma
GAB humana expresada en células de insecto Sf9 infectadas con baculovirus

recombinantes era funcional. (Campos-Sandoval y col., 2007). Los sistemas de
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baculovirus en células de insecto constituyen un potente sistema de expresion
eucariético, con la ventaja de que las células de insecto poseen modificaciones
post-traduccionales similares a las células de mamiferos. Esta fue la primera
demostracién directa de que el cDNA humano de GAB, originalmente clonado de
células de cancer de mama ZR-75, codifica para una GA activa. La isoenzima
GAB purificada mostré unas caracteristica cinéticas hibridas entre las isoenzimas
GLS (tipo K) y GLS2 (tipo L). De este modo, aunque mostr6 una menor
dependencia por el activador Pi (como cabria esperar de una isoenzima GLS2),
fue en cambio inhibida por Glu (una caracteristica exclusiva de las isoenzimas
GLS) y escasamente activada por amonio, un activador obligatorio para la
isoenzima LGA hepatica, arquetipo de enzima GLS2 (Tablal).

En cuanto a las isoformas GLS, se ha demostrado que la forma GAC
muestra una respuesta mayor al activador Pi que la KGA. Andlisis de la estructura
cristalina de GAC por rayos X en distintos estados sugieren un cambio
conformacional del tetramero esencial para la unién alostérica de Pi, definiendo
asi el modo de activacion de la proteina. Se ha demostrado también una mayor
tendencia a oligomerizar de la proteina GAC, a diferencia de su isoforma
alternativa KGA. La dependencia de la union Pi en el sitio activo de la molécula le
diferencia también de las isoenzimas GLS2, que son menos dependientes
(Cassago y col., 2011) (Tabla 1). La estructura cristalina de la GAC también se ha
determinado en presencia y ausencia del inhibidor alostérico BPTES (DeLaBarre y
col., 2011). Dos moléculas de BPTES se unen al tetrAmero de GAC, adquiriendo

una conformacion no productiva de la proteina, que impide su oligomerizacion
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necesaria para alcanzar el estado activo.

Las nuevas localizaciones subcelulares en cerebro de las isoformas de GA
sugieren funciones para la isoenzima GLS2 no relacionadas con neurotransmision,
sino con regulacion transcripcional y diferenciacion celular (Campos-Sandoval y
col.,, 2015). Ademas, se ha demostrado que las enzimas GA desempefian
funciones esenciales en la biologia de los tumores y, como consecuencia, se
postulan como nuevas dianas terapéuticas para inhibir la reprogramacion
metabdlica de las células cancerigenas. Hay que destacar que las isoenzimas GA
juegan papeles opuestos en el crecimiento y proliferacion celular de células de
cancer, especialmente en células de tumores cerebrales (Campos-Sandoval y col.,
2015). En cerebro, el hecho de que se expresen cuatro isoenzimas diferentes
codificadas por dos genes separados aun no ha sido explicada. No se conoce la
contribuciéon de cada isoenzima al pool de Glu neurotransmisor, asi como la
posibilidad de que algunas de estas isoenzimas, particularmente las GLS2,
realicen otras funciones aparte de la meramente catalitica. Por ello, decidimos
disefar y generar modelos animales transgénicos deficientes en el gen Gls2 que
nos permitieran arrojar luz sobre algunas de estas cuestiones, profundizando asi

en la funciéon cerebral de las isoenzimas GA.
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4. Animales genéticamente modificados en Gendmica Funcional

Una de las herramientas mas poderosas para elucidar la funcién de un gen
es la generacion de modelos animales transgénicos deficitarios para ese gen
concreto. El posterior fenotipado del animal a nivel conductual y comportamental,
asi como a nivel molecular, empleando técnicas de Gendmica Funcional y
Prote6mica, proporciona la informacién esencial para descubrir la funcién del gen
diana y los mecanismos moleculares implicados que subyacen en las alteraciones
0 patologias que su silenciamiento ha provocado en el animal, con potencial
repercusion en trastornos y enfermedades humanas.

La importancia de generar animales transgénicos para investigar la funcién
de genes in vivo y que puedan ser utilizados como modelos de enfermedades
humanas es patente hoy en dia. Esta relevancia de los modelos murinos
transgénicos viene avalada por dos proyectos, a escala internacional, que
pretenden conseguir en los proximos afios una amplia representacién de lineas
celulares embrionarias y de ratones transgénicos, uno a nivel norteamericano
(proyecto KOMP) y otro a nivel europeo (proyecto EUCOMM). El proyecto KOMP
(Knock-Out Mouse Project) es una iniciativa de los Institutos Nacionales de la
Salud Americanos (NIH) para generar una coleccion publica de células
embrionarias y ratones transgénicos, conteniendo una mutacion nula (knock-out
génico) de cada uno de los genes del ratdon. El concepto KOMP fue desarrollado a
partir de una conferencia internacional celebrada en Otofio de 2003 ( Austin y col.,
2004) y comenz6 en julio de 2006. Este proyecto pretende generar lineas de

células madre embrionarias con mutaciones nulas en la cepa C57BL/6, la mas
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empleada en investigacion (Skarnes y col., 2011). Por su parte, el programa
EUCOMM (European Condicional Mouse Mutagenesis) se plantea como
alternativa complementaria al proyecto KOMP y pretende aglutinar las iniciativas
en este campo en diversos paises europeos, con la participacion de once grandes
centros de Genomica Funcional de Alemania, Inglaterra, Francia e lItalia.
Fuertemente apoyado por la Uni6on Europea (tuvo una inversion inicial de 13
millones de euros), se inici6 en octubre de 2005 y pretende generar en los
proximos afios lineas de células madre embrionarias murinas (cepa 129Sv)
conteniendo mutaciones condicionales de al menos 20.000 genes. Una estrategia
similar se puso en marcha en Canada con el nombre de programa NORCOMM
(Ringwald y col., 2011).

La secuenciacion del genoma humano ha dado lugar a la generacion de
nuevas incégnitas y, con ello, nuevas expectativas sobre la funcién que se deriva
de cada gen; es decir, de las proteinas que expresa directamente cada gen y de
sus interacciones. Se desconoce la funcion de algo mas de la mitad de todos los
genes humanos identificados hasta la fecha (mas de 13.000 genes). Para intentar
conocer la funcionalidad de estos genes resulta esencialmente util trabajar con
organismos modelos. Dado que se conocen los genomas humano y de ratén
(cepa C57BL/6), dado que el 99% de los genes humanos posee un gen homologo
en raton, y que el desarrollo embrionario, la anatomia, fisiologia y comportamiento
estan conservados entre ambas especies, mientras que la organizacion genémica,
la estructura génica y sus mecanismos de expresion estan estrechamente

relacionados, resulta evidente que el raton es el modelo ideal para estudiar la
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funcion de genes humanos y para estudiar la base genética de las enfermedades
humanas. Por ello, esta estrategia de Gendmica Funcional nos parecié que
resultaba ideal para averiguar la funcion del gen Gls2, particularmente en cerebro,
intentando descifrar algunas de las interrogantes con notable repercusion
fisioldgica que plantea la expresion de dos isoenzimas GA en cerebro y con

distinta localizacion subcelular.

4.1 Tecnologia del DNA recombinante

La tecnologia del DNA recombinante ha supuesto un enorme avance en el
estudio y la determinacién de la funcién génica. Hoy en dia se dispone de métodos
eficaces para la incorporacion de DNA exdgeno a células animales, permitiendo
modificar y regular la expresion de un gen concreto. Antes de que fuera posible
transferir material génico a las células animales, la funcibn de los genes se
estudiaba observando los fenotipos particulares que resultaban al provocar
mutaciones aleatorias mediante el empleo de radiaciones o sustancias quimicas.
Estas técnicas eran poco utiles y poco precisas para genomas diploides y, por ello,
se han desarrollado otros métodos de mayor validez: tecnologia antisentido,
ribozimas, RNA de interferencia, técnicas de inmunologia empleando anticuerpos
especificos para un producto proteico, y mucho mas recientemente la tecnologia
de edicién del genoma CRISPR-Cas9 (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats asociado a la nucleasa Cas9). El uso de estas técnicas ha
dado lugar a modelos determinados que han resultado muy Utiles para entender la

funcién de los genes, tanto a escala individual como colectiva.
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Otra ventaja que supone la puesta en practica de las técnicas de
transferencia génica es que permite la modificacion genética no sélo en ensayo in
vitro, sino también in vivo. La capacidad de manipular el genoma de un animal ha
permitido el desarrollo de nuevos modelos experimentales mas fiables con los que
investigar funcién y regulacion génica. Los animales modificados genéticamente
no sélo son aplicables a la investigacion basica, también pueden emplearse como
biorreactores para generar proteinas de alto valor, como mecanismos de prueba
de nuevos farmacos y nuevas terapias o como fuentes de dérganos para
transplantes entre otras aplicaciones.

El genoma completo de un animal puede ser modificado siempre y cuando
el DNA que se ha de introducir lo haga en células con capacidad de producir el
animal completo. Esto quiere decir que el DNA ha de introducirse en células
germinales, gametos o embriones antes del desarrollo de la linea germinal y en
células ES (embryonic stem, madre embrionarias) derivadas de la masa celular
interior del embrién en estado de blastocisto. La Tabla 2 resume los principales

métodos para transformar la linea germinal.
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Tabla 2. Transferencia genética en animales. Resumen de los principales métodos

empleados para transformar la linea germinal.

Células diana

Método

Células germinales

Esperma

Huevo/zigoto

Blastocisto

Células ES (seguido de transferencia
de célula a blastocisto o
transferencia nuclear al zigoto)

Células somaéticas (seguida de
transferencia nuclear al zigoto)

Transfeccion de células germinales cultivadas
(mamiferos)

Inyecciébn en el embrion en el lugar del
desarrollo de la célula germinal (Drosophila)
Insercidon del DNA a las cabezas del esperma
(mamiferos)

Introduccidn del DNA en el ndcleo de esperma
descondensado (Xenopus)

Introduccién en el citoplasma de la célula
huevo (pajaros, anfibios, pescados, C.elegans)
Inyeccién pronuclear (mamiferos)
Transferencia retroviral (pajaros y mamiferos)
Transferencia de DNA madificado al nucleo de
células ES

Electrofusion con células enucleadas que
contienen modificacion genética en mitocondria
(transgénicos mitocondriales)

Microinyeccion en el blastocele (mamiferos)
Transferencia a células ES (ratén)
Transferencia retroviral (mamiferos, pajaros)
Transfeccion - adicion de transgén
Transfeccidn ->gene targeting

Transduccion retroviral

Transfeccion - adicion de transgén
Transfeccidn ->gene targeting

Transduccion retroviral

La tecnologia de transferencia génica a células animales permite adicionar

secuencias exdgenas de DNA previamente modificadas in vitro. Los genes

modificados pueden aportar nuevas funciones (ganancia de funcion) a la célula

una vez se han incorporado en su genoma. La modificacién también puede ser

una construccion génica que al integrarse en el genoma de la célula inhiba a

genes enddgenos (pérdida de funcién). Normalmente el mecanismo de integraciéon

se lleva a cabo por un proceso conocido como recombinacion ilegitima, que se
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basa en la union entre si de extremos de fragmentos de DNA no homologos y que
implica un conjunto de proteinas que no muestran requerimientos especificos de
secuencia. Otro mecanismo de recombinacion ligeramente diferente al
mencionado es el conocido como recombinacion transposicional, donde las
proteinas que median el proceso de integracion (llamadas transposasas o
integrasas) reconocen secuencias especificas en una de las partes que
recombinan (el transposon o el genoma retroviral que porta el DNA foraneo). La
secuencia del DNA receptor en el sitio de integracion, sin embargo, es
relativamente no especifica. En ambos tipos de recombinacion, la integracion del
DNA en el genoma del hospedador es un proceso mas o0 menos al azar.

Cuando el objetivo concreto es modificar, reemplazar o destruir secuencias
endogenas especificas con DNAs exdgenos, se requiere llevar a cabo
manipulaciones mas precisas y se emplean las técnicas denominadas gene
targeting. El gene targeting requiere formas alternativas de recombinacion en las
gue tanto el donador como el receptor de las secuencias de DNA son definidos.
Se han identificado dos mecanismos de recombinacion que responden a estas
caracteristicas. El primero de ellos es la recombinacién homéloga como proceso
general, una forma de intercambio génico que ocurre en todas las células y que
requiere dos moléculas de DNA con secuencias similares aunque no
necesariamente idénticas. No se requieren secuencias de DNA especificas pero,
al menos en células animales, se necesita que las secuencias sean de gran
longitud para que el intercambio génico sea eficiente. La frecuencia de

recombinacion homologa en células animales es generalmente muy baja en
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comparacién con la recombinacion ilegitima (10%-10° veces menor) y, por esta
razén, se requieren estrategias de seleccién complicadas para identificar las
células en las que el DNA exbgeno se ha recombinado correctamente y no al azar.
El otro mecanismo de recombinacion homéloga empleado en gene targeting es la
recombinacién especifica, en el que estan implicadas proteinas que reconocen
secuencias cortas y muy especificas de recombinacion. A diferencia de la
recombinacién homoéloga como proceso general, los diferentes organismos tienen
sus propios sistemas de recombinacion lugar especificos, aunque estos sistemas
pueden ser importados a células animales, normalmente para el control preciso de
los transgenes. En la Tabla 3 se indican las diferentes formas de recombinacion

gue se utilizan en la manipulacion genética de células animales.
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Tabla 3. Diferentes formas de recombinacion empleadas para la manipulacién

genética de células animales.

. Forma de o Sitio Aplicaciones
Mecanismo : L Sitio dador e
recombinacién receptor principales
L o - Integracién del
neral N ifi N ifi .
llegitima Genera 0 especifico 0 especifico transgén
No especifica,
Diferentes - pero en Integracién del
. Especifico
sistemas muchos casos elemento P
o (normalmente ' g
Transposicional codificados por repeticiones se requiere Integracion
diferentes directas o una secuencia retroviral
transposones y ; ; consenso en Integracién
invertidas) o : ;
retroelementos el sitio insercional

Homoéloga

Lugar
especifica

In vitro

General

Diferentes
sistemas en
diferentes
organismos

Se usa DNA ligasa
purificada

No especifico
pero debe ser
homalogo al lugar
receptor

Especifica

Extremos romos o
cohesivos
compatibles

receptor

No especifica
pero debe ser
homéloga al
lugar dador

Especifica

Extremos
romos o
cohesivos
compatibles

Gene targeting
Insercion del
transgén en
algunos vectores
virales
Integracion y
escision del
transgén
(In)activacion
condicional
Construccidén de

moléculas de DNA
recombinantes

Otra técnica que explota los principios de recombinacién homdloga es la

nueva tecnologia de edicion génica llamada sistema CRISPR-Cas9, que

mencionamos con anterioridad. Se trata de un sistema inmunolégico adaptable

usado por los microbios como autodefensa ante virus invasores a través de

secuencias especificas de DNA. Esta tecnologia permite la mutacion de genes con

eficacia, causando deleciones en la secuencia del gen diana e insertando nuevas
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secuencias por recombinacién homéloga con un DNA molde reparador (Rath y col.,
2015; Lander, 2016). Entre las aplicaciones desarrolladas a partir de este sistema
se encuentra la de generacion de modelos de animales con complejas
enfermedades congénitas y distintos tipos de cancer y el llevar a cabo una amplia
blusqueda de genes esenciales en los distintos procesos biolégicos (Lander, 2016).
Esta tecnologia empez6 a ponerse a punto y a irse haciendo accesible
comercialmente a investigadores posteriormente a la finalizacion de la presente
tesis doctoral, aunque los modelos transgénicos usando el sistema CRISPR-Cas9
serian no condicionales y, por tanto, no se enmarcarian dentro de nuestro objetivo
original. La principal diferencia con respecto a otras técnicas de recombinacion
homéloga es en la forma en que se eliminan las secuencias. En la Figura 6,
tomada del articulo de Lander mencionado, se explica el mecanismo de accién del

sistema CRISPR-Cas9 tipo Il descrito en Streptococcus thermophilus.
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Figura 6. Esquema del sistema CRISPR-Cas9 (tipo Il, descrito en Streptococcus
thermophilus). A. Representacion del sistema, donde se incluye la zona CRISPR array,
secuencias de los cuatro genes codificantes cas9, casl, cas2 y cns2 y la zona tracrRNA
(esencial para la funcion de CRISPR y para que el complejo nucleasa Cas9 corte al DNA
molde). La zona CRISPR array contiene regiones de repeticibn (rombos en negro)
separadas por regiones espaciadoras (rectangulos a color) derivadas de un fago y de
otros elementos genéticos invasores. El gen cas9 codifica a la nucleasa que confiere
inmunidad cortando el DNA invasor que se une a las zonas espaciadoras, mientras que
los genes casl, cas2 y cns2 codifican para las proteinas cuya funcion es la adquisicion de
nuevas regiones espaciadoras procedentes del DNA invasor. B. Las zonas de CRISPR
array y tracrRNA se transcriben, dando lugar a una larga secuencia de pre-crRNA y
tracrRNA. C. Estas dos secuencias de RNA hibridan con secuencias complementarias y

son procesadas a formas mas cortas mediante Cas9 y RNasa Ill. D. El complejo
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resultante (Cas9 + tracRNA + crRNA) comienza a buscar a las secuencias de DNA que se
unen a las secuencias espaciadoras (mostrada en rojo). La unién al sitio especifico
también requiere la presencia de un motivo adyacente pro-espaciador (PAM), que
funciona como sustento molecular para que Cas9 se enganche. E. Una vez que Cas9 se
une al sitio diana, que empalma entre el crRNA y el DNA molde, corta al DNA molde tres
bases cadena arriba del sitio PAM. Cas9 contiene dos dominios endonucleasa, HNH y
RUvVC, que cortan, respectivamente, las hebras complementaria y no complementaria del

DNA molde, originando extremos romos.

Cualquier célula de mamifero podria ser objeto de recombinacion homologa,
aunque la eficiencia en general es muy baja y la mayoria de los experimentos
publicados hasta la fecha se han llevado a cabo empleando células ES de ratén
Unicamente. Ademas, hasta muy recientemente también los ratones eran los
anicos animales que podian ser manipulados genéticamente mediante
recombinacién homdloga. Otra caracteristica que reunen las células ES de ratén
es su relativa facilidad para ser transfectadas por electroporacion o lipofeccion.

El gene targeting puede realizarse para lograr diferentes objetivos (véase la
Tabla 4), pero en todos los casos los vectores usados para introducir DNA
exdgeno comparten un conjunto de propiedades comunes. Estos vectores son
plasmidos especializados que promueven recombinacion homdloga cuando son
introducidos en células ES o de otro tipo. Para conseguirlo, se le introducen al
vector regiones de homologia con el gen diana, permitiendo asi el apareamiento
con el gen endbégeno. El tamafio de la region de homologia y el nivel de identidad
de las secuencias juegan un papel importantisimo en la eficiencia del gene

targeting.
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Tabla 4. Diferentes estrategias de gene targeting. El gene targeting por recombinacién

homdloga puede usarse para alcanzar diferentes objetivos.

Estrategia de
targeting

Explicacion

Gene Knockout

Reemplazamiento
de alelo

Reparacion de
genes
Targeted insertion

Gene Knockin

Gene Knockdown

Interrupcion o delecién de un gen enddgeno. La interrupcién puede
alcanzarse por targeted insertion de un gen marcador (p.e neo) en un sélo
paso. La delecién requiere dos eventos de targeting secuenciales. En
muchos casos no es necesario la delecion del gen completo, quitar un
simple exdn puede ser suficiente.

Introduccion de un alelo de reemplazamiento en un gen enddgeno.
Normalmente se distingue del knockout en que el alelo de
reemplazamiento es una variacion sutil mas que un alelo nulo (p.e una
mutacién puntual). El procedimiento siempre requiere dos pasos : dos
procesos de recombinacion homéloga, o bien uno de recombinacién
homéloga y uno de recombinacion lugar especifica.

Una forma de reemplazamiento de alelo donde un alelo mutante
disfuncional es reemplazado por un alelo funcional. Requiere dos eventos
de targeting secuenciales.

Un método para la insercion de un transgén en un lugar especifico sin la
necesidad de interrumpir ningln gen endégeno. Requiere un solo evento
de targeting.

Reemplazamiento de un gen endégeno por otra secuencia no alelo. Se
usa, por ejemplo, para expresar un gen usando el complementario
completo de elementos de regulaciéon endégenos, en el contexto
genomico correcto, de otro.

Cualquier estrategia para reducir la expresién de un gen enddgeno.
Puede o no estar basado en gene targeting.

Muchos de los experimentos de gene targeting se han disefiado para

destruir genes endogenos. Normalmente se requiere la inserciébn de una gran

casete dentro de un exon esencial, interrumpiendo su expresion y dando lugar asi

a alelos nulos. Esta estrategia se conoce como gene knockout y para llevarla a

cabo pueden utilizarse dos tipos de vectores: vectores de insercién y vectores de

reemplazamiento (véanse las Figuras 7 y 8).
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Figura 7. Esquema explicativo del método gene knockout empleando un vector de
insercion. El vector de DNA introducido se corta en un solo sitio en la secuencia que es
relativamente anélogo, o bien idéntico, a parte de la secuencia del gen endégeno diana.
La recombinacion homdloga puede ocurrir (x) con la secuencia completa del vector
(incluyendo el gen marcador neo, que le confiere resistencia al antibidtico G418) dentro de
la localizacién deseada. Sin embargo, esta estrategia de seleccién no permite eventos de
targeting para diferenciarse de la integracion aleatoria; por lo que requiere un analisis

posterior, por ejemplo, mediante PCR.
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Figura 8. Esquema explicativo del método gene knockout empleando un vector de
reemplazamiento. En este caso el gen neo estd incluido entre las secuencias de
homologia del gen enddgeno y el vector se corta en un sitio Unico fuera de la regién de
homologia. Se produce una doble recombinacién (x x) que da lugar a un reemplazamiento
de las secuencias internas del gen por las secuencias homdélogas que estan en el vector,
incluido el gen neo. Nétese que con el vector de reemplazamiento se puede incluir un
marcador de seleccién negativo (como puede ser tk,timidilato quinasa) que se sitla fuera
de la regién de homologia y que permite seleccionar ante los eventos de recombinacion
aleatoria. Al no estar tk incluida en la region de homologia, se podran seleccionar las
células en las que la recombinacién haya sido homdloga directamente: células resistentes

a G418 y no sensibles a la concentracion de ganciclovir.

Para seleccionar los eventos en los que realmente se haya producido gene
targeting se pueden emplear marcadores selectivos o discriminacion mediante
PCR. Para los vectores de insercion, la posicién de los marcadores de seleccion
es poco importante, todo el vector se integra en el genoma. En los vectores de
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reemplazamiento, sin embargo, es importante que el marcador de seleccion
positiva (como el gen neo) esté incluido dentro de la region de homologia y el
marcador de seleccién negativa (como pueden ser los genes HSVtk o dta) ha de
situarse fuera de la region de homologia puesto que solo parte del vector se
integrara.

El marcador neo, que permite seleccionar las células transformadas en
presencia del antibiético G418, es uno de los mas utilizados. Un solo marcador, no
obstante, no es suficiente para discriminar entre las células en las que la
recombinacién ha sido homdloga y aquellas en las que la construccion se ha
integrado al azar. Empleando vectores de reemplazamiento es posible eludir esta
dificultad mediante la seleccion positiva/negativa. En este caso, segun los
ejemplos explicados, neo se emplearia como marcador positivo y como
marcadores negativos contraseleccionables se podrian emplear el gen HSV tk
(timidilato quinasa) o el gen de la toxina de la difteria dta. EI marcador neo
interrumpe la region de homologia y, como ocurre en un vector estandar, permite a
las células ser seleccionadas en presencia de un antibidtico, G418 para neo. El
selector negativo se sitta fuera de la region de homologia, de modo que no se
integra en el genoma cuando la recombinacién es homéloga y si en el caso de que
sea ilegitima. Las células que han sufrido recombinacibn homologa podran
sobrevivir en presencia de analogos téxicos de timidina (para el gen HSV tk) como
el ganciclovir o el FIAU (1-(2-desoxi-2-fluo-(p-D-arabinofuranosil))-5-iodouracilo),
gue son incorporados en el DNA produciendo la muerte de la célula en el caso en

gue la célula exprese un gen tk funcional. Si se utiliza como selector negativo el
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gen dta, no es necesaria la adicién de un analogo toxico, ya que las células en las
gue se haya integrado este gen liberaran directamente la toxina de la difteria y

provocaran la muerte celular.

5. Gene targeting en ratén

La transfeccion de las células ES y su subsecuente incorporacién en un
blastocisto hospedador da lugar a animales quiméricos que en muchos casos
transmiten los transgenes a la linea germinal. La combinacién de este método con
el gene targeting en células ES permite producir ratones que portan una
informacion genética adicional, asi como ratones con mutaciones especificas en
genes enddgenos preseleccionados. El procedimiento general se resume en la

Figura 9.
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Quimera Cruce

Figura 9. Esquema del procedimiento para la generacion de un raton knockout

mediante gene targeting en células ES.
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En este ejemplo, el interés es eliminar un gen endégeno del genoma del
raton dando lugar a un ratén knockout. El evento de delecién se crea mediante
gene targeting en una poblacion de células ES, seguido de la seleccién y

validacion de los eventos de targeting.

Tradicionalmente, el targeting en ratén se ha llevado a cabo en un contexto
de células que procedian de la cepa 129Sv. Actualmente se emplea tanto la
estirpe 129Sv como la C57BL/6, ya que ésta Ultima es la estirpe de ratdn cuyo
genoma se ha secuenciado en su totalidad, lo que permite obtener la informacién
necesaria en cualquier base de datos genémica (Skarnes y col., 2011). En el caso
gue nos ocupa, las células ES de las que disponemos son de la estirpe C57BL/6 y
poseen un color de pelaje negro dominante. Estas células se introducen en
blastocistos de cepas BALB/c, que tienen un color de pelaje blanco recesivo. La
combinacién de estirpes genéticas mencionadas (células ES C57BL/6 inyectadas
en blastocistos de estirpe BALB/c) ha demostrado previamente una alta
probabilidad de transmisiébn de la modificacibn genética a la linea germinal
(Lemckert y col., 1997). Los blastocistos son implantados en hembras
pseudoprefiadas y se les permite llegar a término. Los animales resultantes son
guimeras (contienen sectores de tejidos derivados de células ES diferentes) y se
identifican por el color de pelo. Posteriormente machos quimeras se cruzan con
hembras BALB/c, dando asi lugar a una descendencia con pelaje negro o blanco.
Las crias que nacen con pelaje negro derivan completamente de tejidos
procedentes de la linea germinal que portaban la modificacion genética. Si la
modificacion reside en un locus situado en cualquier sitio que no sea el
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cromosoma X o el Y, la primera generacién debe cruzarse entre si para producir

un ratén que sea homocigoto para la mutacion.

Una de las principales desventajas del gene targeting, es que el gen diana
se modifica en la linea germinal, por lo que todas las células se ven afectadas de
la misma forma a lo largo de todas las etapas desde el desarrollo a la madurez v,
en muchas ocasiones, da lugar a alelos nulos. En estos casos se recurre a
introducir casetes transgénicos que permiten la eliminacibn a voluntad de
determinados exones o elementos seleccionados al ser marcados a ambos lados
con secuencias para el reconocimiento de recombinasas lugar especificas. Se
consigue de esta forma la produccion de mutantes condicionales (conditional
knockouts) en los que un gen enddgeno es inactivado especificamente en ciertos

tipos celulares o en una etapa particular del desarrollo.

La recombinacion lugar especifica es un tipo de recombinacion homéloga
gue depende del reconocimiento de secuencias de DNA cortas y especificas y en
gue es un proceso natural que sélo tiene lugar en ciertos organismos. En términos
de transferencia génica practica, esto quiere decir que los lugares diana para la
recombinacién lugar especifica se pueden introducir en transgenes sin causar
grandes disrupciones en las construcciones génicas. Ademas, si se pretende
conseguir la recombinacion en un sistema heter6logo, es necesario suministrar
una fuente de recombinasa. La recombinacion lugar especifica como herramienta
para la manipulacion genética requiere entonces el suministro por parte del

experimentador de la enzima recombinasa en una base condicional.
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Se han identificado diferentes sistemas de recombinacion lugar especificos
y algunos de ellos se han estudiado en gran detalle. Los sistemas mas utiles para
la transferencia génica en animales son la Cre recombinasa del bacter6fago P1
(Figura 10) y la FLP recombinasa (flipasa) de Saccraromyces cerevisiae. Se ha
comprobado que ambos funcionan en muchos sistemas heter6logos eucariotas
incluyendo células de mamifero y animales transgénicos. Ambas enzimas, Cre y
FLP reconocen lugares con 34 pb (llamados lugares loxP y FRP, respectivamente)
que contienen un par de repeticiones invertidas de 13 pb alrededor de un
elemento central de 8 pb. La Cre recombinasa ha sido mas ampliamente utilizada
en sistemas de mamifero debido a que su temperatura Optima es de 37°C. La
temperatura 6ptima de FLP es de 30°C y su uso es habitual en Drosophila.

Una de las aplicaciones de las deleciones mediadas por Cre es la
eliminacién de secuencias indeseables, como por ejemplo, marcadores génicos
seleccionables después de los ensayos de transformacién. También es comun el
disefio de vectores de targeting en los que los lugares loxP se introducen en el
interior de genes enddgenos flanqueando exones esenciales. Se dice entonces
gue los genes han sido floxed. La Cre recombinasa en estos casos suministrada
de forma tejido especifica es dependiente de una etapa concreta del desarrollo o
de un promotor inducible, causando que el segmento génico definido por los
lugares loxP sea delecionado solo en células concretas o en etapas del desarrollo

definidas por el investigador.
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Figura 10. Estructura de los lugares loxP y reaccion catalizada por la Cre
recombinasa. Si ambos sitios loxP se encuentran orientados en el mismo sentido, la
recombinasa Cre cataliza la escisién de la secuencia que se encuentra entre los dos sitios
loxP vy la libera en forma de circulo, que se degrada rapidamente. Cuando ambos sitios
loxP flanqueantes a un fragmento de DNA estan orientados en sentidos opuestos, el
fragmento de DNA en concreto invierte su secuencia como efecto de la accion de la

recombinasa.

Una estrategia muy utilizada es usar dos lineas transgénicas separadas,
una que exprese Cre recombinasa de una forma regulada y otra conteniendo el

gen diana que ha sido floxed. El cruce de ambas lineas podra en contacto al gen
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Cre y su diana juntos en el mismo ratén y en el momento en que Cre se active se
producira el evento de delecién en las células apropiadas. Ratones transgénicos
gue expresan Cre controlada por diferentes promotores son comerciales, lo que
permite que la manipulacion del gene targeting o del transgén de manera espacial
y temporal. De igual forma animales transgénicos para Cre pueden emplearse
para activar o inhibir condicionalmente transgenes o generar modificaciones

cromosdmicas condicionales.
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De acuerdo con los antecedentes expuestos en la introduccion, es
patente que averiguar el patrén de expresion de isoenzimas GA en mamiferos
es esencial para entender las nuevas funciones que estas proteinas pueden
desempefiar. En cerebro, por ejemplo, la funcion de la(s) isoenzima(s) GLS2,
expresada(s) en localizaciones subcelulares distintas a la mitocondria, es
desconocida, por lo que un modelo transgénico nulo para el gen Gls2 podria
ser una herramienta fundamental para elucidar la funcion cerebral de esta(s)
isoenzima(s). Por otra parte, los mecanismos moleculares que controlan la
transcripcion son esenciales para comprender la expresion tejido-especifica de
GA y su alteracion en condiciones patoldgicas, como el cancer y enfermedades

neurolégicas.

A la vista de estos antecedentes, nos planteamos los siguientes

objetivos en esta Memoria:

1) DISENO Y CONSTRUCCION DE CASETES TRANSGENICAS PARA

EL GEN Gls2 DE RATON.

2) GENERACION DE ANIMALES TRANSGENICOS NULOS

CONDICIONALES PARA Gls2.

3) ANALISIS DE LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL GEN

Gls2 EN MAMIFEROS.

4) CLONACION, SECUENCIACION Y CARACTERIZACION DE

TRANSCRITOS GLS2 ALTERNATIVOS EN CEREBRO E HiGADO.

60






Materiales y Métodos






Materiales y Métodos

1. Cultivo, transformacion y almacenamiento de cepas de Escherichia coli
1.1 Plasmidos y cepas de E. coli empleados para su propagacion

En esta memoria se han empleado tres cepas de E. coli : Mach1™- T1%
DH5a y ElectroMAX™ DH10B las cuales fueron adquiridas de la casa
comercial Thermo Fisher Scientific. Se emplearon asimismo los plasmidos
pCR®-XL-TOPO (Invitrogene), pGEM®-T Easy Vector (Promega) Yy
pGKNeoF2L2DTA (Addgene). Para la propagacion del plasmido pCR®-XL-
TOPO se uso la cepa Mach1™- T1R . Para la propagacién de construcciones
realizadas en pGEM®-T Easy Vector se utilizaron las células DH5a.
Finalmente, la cepa ElectroMAX™ DH10B se empleé para la propagacion del

plasmido pGKNeoF2L2DTA y las construcciones derivadas del mismo.

1.2 Obtencién de cepas de E. coli competentes

Para la obtencién de células bacterianas competentes se tomé una
colonia Unica de la cepa adecuada y se dejé crecer en medio LB (ver
Apéndice) durante toda la noche, con agitacién (250 rpm) y aireacién a 37°C. A
la mafana siguiente, cuando el cultivo presentaba una absorbancia a 600 nm
(DOsoo) entre 1,2 y 1,4 unidades, se inocularon 200 pl del mismo en 50 ml de
medio LB. Este nuevo cultivo se dejo crecer durante tres horas con agitacion
(250 rpm), de manera que alcanzase la fase de crecimiento logaritmica (DOgoo
entre 0,4 y 0,6). El cultivo se centrifug6é después a 2500 g, a 4°C durante 5 min.
Tras retirar el sobrenadante, las bacterias se resuspendieron en 15 ml de

MgCl, 100 mM a 4°C. A continuacién, se realizd6 una centrifugacion en las
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mismas condiciones anteriores, tras la cual, se resuspendieron en 15 ml de
CaCl, 100 mM a 4°C, dejandose posteriormente en hielo durante 30 min. Tras
volver a centrifugar, las bacterias se resuspendieron en 3 ml de una disolucion
de CaCl, 100 mM y se afiadio6 glicerol al 15% (v/v). Las células competentes se

distribuyeron en alicuotas de 100 pl y se mantuvieron a —80°C hasta su uso.

1.3 Transformacién de cepas de E. coli con plasmidos o mezclas de
ligacién

Se incubaron 100 pl de células competentes con 10-50 ng del plasmido
o la mitad del volumen de la mezcla de ligacion de interés. La mezcla se dejo
en hielo durante 30 min y posteriormente se sometié a un choque térmico a
42°C durante 2 min. Después, se afiadié 1 ml de medio LB y se incubd durante
45-50 min a 37°C con agitacion leve. A continuacion, se sembraron alicuotas
de 100 pl en placas LB-ampicilina. El resto de las células que permanecian en
el tubo fueron centrifugadas durante 1 min a 13000 rpm (centrifuga Biofuge
pico, Heraeus), resuspendidas en un volumen de 100 pl de su propio
sobrenadante y también fueron sembradas en las placas de LB-ampicilina.
Solo las bacterias transformadas aparecen formando colonias, ya que al
adquirir los plasmidos, poseen resistencia al antibiético empleado en el medio
de cultivo, mientras que las no transformadas no consiguen crecer. Todos los
plasmidos utilizados en este trabajo portaban un gen de resistencia a
kanamicina o ampicilina.

Para las células competentes Mach1™- T1% usadas con el plasmido

pCR®-XL-TOPO , se empled la mezcla de ligacion completa, la cual se afiadié
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junto a 100 pl de las células competentes, dejandose el conjunto en hielo
durante 30 min. Después de la incubacion en hielo las células se sometieron a
un choque térmico (2 min a 42°C), se le afiadieron 250 ml de medio SOC (ver
Apéndice) y se incubé durante 60 min a 37°C con agitacién leve. A
continuacion se sembraron en placas de LB-kanamicina del mismo modo que
con el resto de las transformaciones.

Las células ElectroMAX™ DH10B se transformaron por electroporacion.
La electroporacion se llevd a cabo en un equipo Gene Pulser Xcell™ de Bio-
Rad. Se utilizaron volumenes de 1 a 3 pl de mezcla de ligacién, conteniendo la
cantidad apropiada de DNA (entre 50 y 100 ng de vector). El volumen utilizado
se mezcld con 40ul de células competentes ElectroMAX™ DH10B,
previamente descongeladas en hielo, y se dispuso en cubetas de 0.2 cm
(enfriadas en hielo) aptas para el electroporador. Se aplicaron pulsos de
diferentes voltajes comprendidos entre 2.5 y 3 KV, con una capacidad de 25 pF
y una resistencia de 200 Q, y comprobando que la constante de tiempo fuera
siempre aproximada a 5 ms. Inmediatamente después del pulso eléctrico, la
mezcla de cada cubeta se afiadi6 a 1 ml de medio SOC en un tubo de
propileno de 17x100 mm y se incubd durante 1 hora a 37°C con agitacion leve.
A continuacién se sembraron en placas de LB-ampicilina al igual que con el

resto de transformaciones.

1.4 Cultivo y almacenamiento de cepas de E. coli transformadas

Para la obtencion de cultivos en medio liquido, se tomd una colonia

aislada de las placas de LB-agar-antibiético y se dejo crecer en 5 ml de medio
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LB con el antibiético correspondiente (ampicilina o kanamicina) a una
concentracion de 50 pg/ml durante toda la noche a 37°C y en agitacion (250
rpm). El almacenamiento y conservacion de las células se llevé a cabo a —80°C

afladiendo un 15% (v/v) de glicerol a los cultivos liquidos.

2. Aislamiento y purificacion de DNA

2.1 Aislamiento y purificacion de DNA de plasmidos a pequefia escala
Para el aislamiento y purificacién de plasmidos a pequefia escala se
utilizé el kit comercial Wizard Minipreps (Promega), siguiendo las indicaciones
del fabricante. Mediante la medida de la absorbancia a 260 nm, se estimé un
rendimiento de 15-25 ug de DNA/5 ml de cultivo, para plasmidos de alto

namero de copias.

2.2 Aislamiento y purificacion de DNA de plasmidos y bacmidos a
medianay gran escala

Para aislar DNA de bacmidos o mayores cantidades de DNA plasmidico
que las descritas anteriormente, se utilizd el sistema PureLink™ Hipare
Plasmid DNA Purification Kit (Invitrogene), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

El rendimiento fue de 70-100 pg para 50 ml de cultivo con plasmidos de
alto numero de copias. En esta memoria hemos utilizado el bacmido BAC
RP23, que contiene la secuencia del gen Gls2 de raton (véase apartado de

Resultados). Partiendo de 100 ml de cultivo de BAC RP23, empleando el
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método de aislamiento comentado anteriormente, se obtuvo un rendimiento de
50-100 ug. Alternativamente, para el aislamiento de DNA bacmidico libre de
genomico se utilizé el kit Qiagen ® Large Construct, con el que se obtuvo un

rendimiento de 25-50 pg partiendo de 500 ml de cultivo.

3. Manipulacién enzimética de DNA

3.1 Digestion de DNA plasmidico con endonucleasas de restriccion

Para la digestion de DNA de plasmidos y bacmidos con enzimas de
restriccion, la cantidad empleada por reaccion oscilé6 entre 1 y 10 ug. Al
volumen de muestra se afiadié 1/10 del volumen final de reaccién del tampdn
adecuado para cada enzima, a partir de una disolucién 10x. Se utilizaron entre
1y 2.5 U de actividad enzimética por cada ug de DNA a digerir. La incubacion

se realiz6 durante 2 ha 37° C.

3.2. Subclonacién de fragmentos de DNA en plasmidos

Para subclonar los insertos digeridos con enzimas de restriccion en los
vectores se empleé la enzima T4 DNA ligasa (Promega). El volumen de
reaccion se mantuvo entre 10 y 20 ul y se incubd a 4°C durante toda la noche.
Para asegurarnos de la efectividad del proceso de ligacién, habitualmente se
emplearon distintas relaciones molares de inserto:plasmido (1:3, 1:1 3:1, 1:10y
10:1). La cantidad de vector usada por ligacion fue de 50 o0 100 ng y, en funcion
del tamafio del inserto a ligar, se efectuaron los célculos correspondientes para

obtener las distintas relaciones molares.
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Para la clonar los fragmentos obtenidos a partir del clon BAC RP23
mediante PCR, se utilizaron los sistemas pGEM®-T Easy Vector (Promega)
(Figura 1) y pCR®-XL-TOPO (Thermo Fisher Scientific). El vector pPGEM®-T
Easy Vector se encuentra en forma abierta mediante digestion con EcoRV y
posee extremos 3'-T protuberantes, lo que facilita la eficiencia de unién de los
fragmentos de PCR subclonados en él. Ademas, también posee un gen de
resistencia a ampicilina que permite su seleccion en bacterias, y secuencias
especificas del fago M13 donde pueden unirse cebadores especificos
(universal y reverso) que facilitan la secuenciacion de los insertos introducidos

en él.

T

pGEM-T

Amp 3 kb

ORI

Figura 1: Mapa simplicado del vector pPGEMT

Una vez clonados, los insertos se secuenciaron utilizando el cebador
M13. Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo en el Servicio de
Secuenciacion de la UMA (Servicios Centrales de Apoyo a la Investigacion,

Universidad de Malaga).
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El sistema “TOPO® Cloning Reaction” utiliza la reaccién que se describe
a continuacion para clonar productos de PCR con gran eficiencia.

Ademas de encontrarse en forma lineal con extremos 3'-T
protuberantes, el plasmido pCR®-XL-TOPO esta asociado a moléculas de
topoisomerasa del virus Vaccinia covalentemente unida que ayuda a la ligacion
de productos de PCR dificiles de clonar, como son los fragmentos de gran
tamafio procedentes de amplificaciones mediante la técnica de Long PCR. La
topoisomerasa | del virus Vaccinia se une al DNA de doble hebra en sitios
especificos y rompe el enlace fosfodiéster después de la secuencia 5-CCCTT
en una de las hebras (Shuman, 1991). La energia del enlace roto se conserva
por la formacion de un enlace covalente entre el fosfato del extremo 3" de la
hebra que ha sido cortada y el residuo tirosilo de la Tyr-274 de la
topoisomerasa |. El enlace fosfo-tirosilo formado por la enzima topoisomerasa y
el DNA puede ser atacado por el extremo 5°-hidroxilo de la hebra original
cortada, dando lugar a la liberacion de la topoisomerasa (Shuman, 1994)

(Figura 2).
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Figura 2. Esquema de la reacciéon de la topoisomerasa | con el DNA producto de
PCR.

Los productos clonados en el vector pCR®-XL-TOPO fueron
secuenciados usando los cebadores M13, que proporciona el fabricante junto
con el vector en el Servicio de Secuenciacion de la UMA.

Las subclonaciones de insertos en el vector pGKNeoF2L2DTA (véase
apartado de Resultados) se realizaron después de que éste fuera
desfosforilado. Tras la digestion del plasmido con la enzima de restriccidon
adecuada, se comprobé su completa digestion mediante analisis electroforético
de una alicuota del mismo. Después se incubd durante 60 min a 37°C con
fosfatasa alcalina (Roche) en cantidad proporcional al plasmido digerido, con
tampon adecuado a la fosfatasa (proporcionado por el fabricante) y afiadiendo
agua hasta un volumen total de 100 pul. Tras la incubacién, se paré la reaccién
con 2 ul de EDTA 0.5 M. Posteriormente, se afiadié 1 ul de proteinasa K a una

concentracion de 10 mg/ml. Después de una incubacion de 30 min a 56°C, se
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extrajo la mezcla con 1 vol de fenol:cloroformo (1:1), se mezclé vigorosamente
utilizando el vortex durante 1 min y se centrifugé a 13000 rpm (Biofuge pico,
Heraeus) durante 2 min. Separada la fase acuosa, se procedié a una segunda
extraccion con 1 vol de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1; v/v), siguiendo las
mismas pautas que en la extraccion anterior. La fase acuosa se transfirio a un
nuevo tubo eppendorf y se le afiadié 0.1 vol de acetato sddico 3 M (pH 7). Se
mezcl6é y se afadieron 2 vol de alcohol absoluto, dejando la mezcla a -80°C
durante al menos 30 min. Una vez precipitado el DNA, se centrifugd la mezcla
a 13000 rpm y a 4°C durante 10 min. Cuidadosamente, después se retird el
sobrenadante y se lavé el precipitado con 1 ml de etanol 70% frio. Tras
centrifugar de nuevo a 13000 rpm durante 10 min, se retir6 el sobrenadante y
se dej6 secar el precipitado. Una vez estuvo seco éste, se resuspendio en 10-

20 pl de H,0 estéril.

4. Cuantificacién de DNA

El DNA plasmidico aislado a partir de bacterias se cuantificé midiendo su
absorbancia a 260 nm. El rango de medida es lineal entre 0.05 y 1 U de
absorbancia. Una unidad (U) de absorbancia a 260 nm equivale a 50 ug/ml de
DNA de doble hebra. El cociente entre las absorbancias medidas a 260 nm y
280 nm, respectivamente, se emple6 para analizar la pureza de la preparacion.
Se considerd una preparacién de buena pureza aquella en la que el cociente

260/280 estuvo comprendido entre 1.7 y 1.9.
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5. Electroforesis de DNA de pldsmidos, bacmidos y fragmentos de DNA
obtenidos por PCR

Tanto para el analisis de plasmidos, como del clon BAC RP23 y de los
fragmentos obtenidos mediante PCR, se utilizaron geles de agarosa al 0,8%
(p/v). El tampdn utilizado en la preparacion del gel fue TAE (ver Apéndice). La
agarosa se fundié en el tampon calentando la mezcla en un microondas.
Posteriormente, se dejé enfriar hasta una temperatura aproximada de 50°C y
se afiadid bromuro de etidio a una concentracion final de 1 pug/ml. La mezcla
resultante se vertié sobre la cubeta de electroforesis, y se dejo enfriar.

La cantidad de DNA por pocillo fue de 1 pg aprox. A cada muestra se le
afadié tampoén de carga Orange G 10X (ver Apéndice), antes de ser cargadas
en los geles. La electroforesis se realizé a un voltaje constante de 60 V durante
los 15 primeros min, y se aumento entonces a 90-100 V hasta obtener la
correcta resolucion de las bandas.

Las bandas se analizaron con el sistema de documentacion de geles Gel
Doc XR (Bio-Rad) equipado con transiluminador capaz de excitar fluoréforos a
254, 302 y 365 nm, incluyendo bromuro de etidio. El sistema esta controlado
por el programa Quantity One (Bio-Rad).

Como marcadores de masa molecular se utilizo6 ADNA digerido con
Hindlll (Sigma), asi como un marcador de DNA de doble hebra de 50-500 pb

de Sigma.
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5.1 Purificacion de insertos de DNA separados en geles de agarosa

El gel de agarosa se situ6 sobre el transiluminador UV del sistema Gel
Doc XR y las bandas de interés se cortaron con una hoja de bisturi. Calculada
la masa de los tacos de agarosa, el DNA se extrajo empleando el sistema
GeneClean® Turbo (MP Biomedicals), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Los productos de PCR se purificaron directamente en solucion utilizando
el sistema GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

6. Amplificacion de fragmentos de DNA mediante Long PCR

Se llevaron a cabo reacciones de PCR empleando la técnica de Long
PCR para la obtencién de fragmentos del gen Gls2 a partir del clon BAC
RP23. La amplificacion de DNA mediante Long PCR permite la obtencion de
productos de mayor tamafio a los que se pueden conseguir mediante PCR
tradicional. EI método requiere un mezcla de DNA polimerasas termoestables,
una de las cuales posee alta procesividad (normalmente Taq DNA
polimerasa), es decir, elevada actividad 5'-3' polimerasa sin disociarse de la
hebra molde; y la otra proporciona actividad correctora.

En nuestro caso, empleamos la enzima Platinum® Taq DNA Polymerase
High Fidelity (Invitrogene). Esta enzima estd compuesta por una mezcla de Taq
DNA polimerasa recombinante y polimerasa Pyrococcus species GB-D, que
poseen respectivamente las caracteristicas anteriormente mencionadas, y un

anticuerpo Platinum® Taq Antibody. La mezcla de las polimerasas aumenta la
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fidelidad y permite la amplificacion de un amplio rango de tamafios de
secuencias de DNA. El anticuerpo inhibe la actividad polimerasa a temperatura
ambiente y se libera después del paso inicial de desnaturalizacion,
recuperando entonces la actividad polimerasa y permitiendo aumentar la
especificidad de la reaccion.

La mezcla de reaccion tipica se realizé en un volumen total de 50 pl,
empledndose las siguientes concentraciones finales de reactivos: tampoén de
PCR de alta fidelidad a 1X (procedente del stock 10X: Tris-SO4* 600 mM, pH
8.9, y sulfato de amonio 180 mM), mezcla de los 4 desoxinucleétidos trifosfato
(dNTPs, Roche) 0.2 mM, sulfato de magnesio 0.4 mM, cebadores especificos
directo y reverso (0.2 uM cada uno de ellos), 1 U de enzima Platinum ® Taq,
acido L-Poliglutamico (Sigma) 0.2 mg/ml, y DNA molde a distintas
concentraciones segun ensayo a realizar (entre 0.13 y 130 uM). En el caso de
amplificaciones de zonas méas complicadas, con estructuras secundarias
dificiles de desnaturalizar, elevado porcentaje de bases GC y productos con
tamafios superiores a 4 kb, se empled el doble de unidades de enzima
polimerasa y una concentracion final de DNA molde de 12 pM.

Los cebadores especificos se obtuvieron de los Servicios Centrales de
Apoyo a la Investigacion (SCAIl) de la UMA. En la Tabla 1 se muestran los

cebadores disefiados para la obtencion de fragmentos del gen Gls2.
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Tabla 1. Nombre y secuencia de los distintos cebadores usados para las
reacciones de PCR. Las secuencias subrayadas corresponden a dianas

especificas para distintas enzimas de restriccion.

Nombre Secuencia5 >3

AAGCTTCCAAGTCCAGAGGAGAACACCTTTCGT

AAGCTTGGATGAGAGCAAAGGCTAAGACACAGAGGA

BC234 Fw GTCGACGGGCTAAGACAGGCTCAGAAGTTTGAGTTCAG

GTCGACCAACTCTAGTAGAAGATGAGATGAGGCAGGTCCC
BC234 Rv

CCCGGGTCCTCAAACTGACAAATACCCTCCTACCTC

CCCGGGTACCCTATACTGTTCGACCATCCTCCTCAC

CCCGGGGCATGAAATTTGTTATCCTCAGACATCCAG
EX234 Fw

EX234 Rv CCCGGGGCAATTCTAGGATTAGGTTCTCAGGTTCAG

AAGCTTAGTAGCACGTGACTTAGGACCTTTATGGATGTGGA
BCext Fw —_—

BCext Rv AAGCTTCGAAGCTGTCTAGTGGCTCTGTCTAGGAAATTTGG

CCGCGGCCTGCCTAAGCTTCTCAGATGTTGGGAT

CCGCGGATACTGCAGTGAATTGTGATGCGTAAGGAGGA

NeoBCext Fw AGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAG

NeoBCext Rv CCACCATATGGTTGCTGGGATTTGAACTTCGGACCT
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Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador iCycler (Bio-Rad).
Los programas usados para amplificar mediante Long PCR presentan algunas
diferencias respecto a los programas de PCR tradicional, normalmente los
tiempos de los ciclos son mas cortos, exceptuando el tiempo de extensién que
suele adaptarse a la longitud del producto deseado. Asimismo, las
temperaturas de hibridacion y extension son sustancialmente diferentes a las
programadas en una PCR tradicional: se aconseja programar la temperatura de
hidridacién entre 55 y 60°C, sin tener en cuenta la temperatura esencial de
fusion de los cebadores, y la temperatura de extension se ajusta a 68°C. Se
ensayaron diferentes programas en funcion de las secuencias y tamafios a
amplificar y se programaron las siguientes secuencias de ciclos:

= 1 ciclo de desnaturalizacion inicial Tao 94°C 1 min

= 30 ciclos que comprenden: Tdesnat. 94°C 30s

Thibridacion 55°C 30s

Textension 68°C X min,

donde X representa el nimero de kb del producto a amplificar.
Para la zona a amplificar con los cebadores BL Fw y BL Rv (véase Tabla
1), se utilizo el siguiente programa:
= 1 ciclo de desnaturalizacion inicial Tao 94°C 2 min

= 30 ciclos que comprenden: Tdesnat. 94°C 15s

Thibridacion 55°C 20s

Textensién 680C 4 min 30 S
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7. Manipulacién y cultivos de células madre embrionarias ES (Embryonic
Stem cells) de ratén

Las células ES de ratdn fueron cultivadas sobre una capa de fibroblastos
embrionarios de ratdén (EF) (previamente inactivados), que actian como células
nodrizas (feeder cells).

La composicion del medio de cultivo para los EF fue: Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma), suero bovino fetal (FCS) al 10%
(v/v) (Lab Clinics), penicilina/estreptomicina (Sigma) a una concentracion final
de 1mM y L-glutamina (Sigma) a una concentracion final de 1mM.

La composicion del medio de cultivo para las células ES murinas fue:
DMEM con L-glutamina 1 mM y piruvato 1 mM, 1% de la solucion stock de
aminoacidos no esenciales (100mM) (NEAA, Sigma), 20% (v/v) FCS, pB-
mercaptoetanol 50 uM y LIF (Leukemya Inhibitory Factor, Sigma) 1000 U/ml.

Tanto las soluciones stock como los medios de cultivo fueron filtrados a
través de filtros de 0.2 um (Millipore).

Las células EF usadas como células nodriza, y las ES murinas
empleadas en ensayos de electroporacion de construcciones geénicas
realizadas en nuestro laboratorio, fueron cedidas por el Departamento de
Reproduccion Animal del Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria y Alimentaria (INIA, Madrid). Dichas células ES proceden de embriones
resultantes del cruce entre ratones de las cepas F1DAB2 y C57BL6. Como se
ha comentado, en esta memoria se adquirieron, también, del consorcio

EUCOMM, células ES procedentes de la cepa CD1 de ratdbn modificadas
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genéticamente para permitir conseguir condicionalmente un knockout completo

del gen Gls2.

7.1 Inactivacion de fibroblastos

Como medio de cultivo para la inactivacion de fibroblastos se empleé
medio de cultivo EF al que se afiadi6 mitomicina C (Sigma) a una
concentracion final de 10 pg/ml.

Alcanzada la confluencia se retiré el medio de cultivo EF y se sustituy6
por medio de inactivacion. Las células se incubaron posteriormente a 37°C
durante 2 6 3 h. Tras esta incubacion, se les retiré el medio y se lavaron con
PBS (preparado a partir del stock a 10X, véase Apéndice).

Para separar las células de la placa, se le afiadi6 tripsina (Sigma) y se
incub6 durante 1 min a 37°C. Para detener la accion de la tripsina, se afadio
medio de cultivo de EF, que al poseer al-antitripsina en el suero bloquea su
accion. Una vez separadas las células, se centrifugaron a 1100 rpm (Biofuge
pico, Heraeus) durante 5 min, se resuspendieron en medio de cultivo EF y
distribuyeron en placas de cultivo. Las placas de cultivo se impregnaron
previamente con gelatina (Sigma) al 0.1% y se dejaron reposar durante 1.5 h.
Posteriormente, se les retird la gelatina con vacio justo antes de afiadir los EF
inactivados. Los fibroblastos asi preparados se mantuvieron en el incubador

(15 dias como maximo) cambiando el medio de cultivo cada dos dias.
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7.2 Procedimiento para el cultivo de células ES de ratén

Las células ES son muy sensibles a las condiciones de los cultivos, por
tanto se ha de tener un cuidado extremo para mantenerlas bajo parametros
constantes. Estas células crecen formando colonias compactas
tridimensionales en forma de isla, dentro de las cuales las células se
encuentran muy densamente empaquetadas. En ellas se puede observar un
ndcleo prominente y una delgada regién citoplasmatica. Los cambios en la
morfologia de las colonias pueden indicar diferenciaciéon de las células v,
consecuentemente, pérdida de la totipotencia y capacidad para generar
guimeras. Las células ES crecen rapido, se dividen cada 8-10 h y tienden a
diferenciarse si el tamafo de la colonia es demasiado grande o alcanzan la
confluencia. Por estas razones, es necesario hacerles pases y cambios de
medio muy frecuentemente. Al hacer los pases, han de ser separadas de forma
gue se obtenga una suspension unicelular para evitar la diferenciacion. La
totipotencia de las células ES tiende a perderse con el niumero de pases,
siendo aconsejable no llevar a cabo mas de 20 pases.

El protocolo que se sigui6 fue el siguiente:

Dia 1: Siguiendo un protocolo convencional, se descongelé un vial de
células ES. Posteriormente, se resuspendieron en 2 ml de medio de cultivo
para ES hasta conseguir una suspension unicelular. Las células procedentes
de esta suspension se afiadieron a una placa de Petri de 35 mm previamente
recubierta con una capa de EF inactivados.

Dia 2: Se comprobd al microscopio la correcta morfologia de las células

ES y se cambio el medio de cultivo por medio fresco.
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Dia 3: Nuevamente se observé la morfologia celular y el nimero de
colonias. Estas se separaron con tripsina, siguiendo el protocolo descrito
anteriormente, y se afladieron de nuevo a las placas de 35 mm recubiertas de
EF inactivados.

Las células ES podrian seguir cultivdndose siguiendo los pasos
descritos durante los dias 2 y 3 y podrian expandirse en placas de mayor

diametro, aunque no pueden mantenerse en cultivo durante mas de 10 dias.

7.3 Criopreservacion de células ES

Hasta su utilizacién, las células ES fueron mantenidas y almacenadas
siguiendo un protocolo estandar de criopreservacion. Para ello, las células se
separaron del soporte con tripsina y se resuspendieron a una concentracion de
107 células/ml de medio de cultivo conteniendo un 10% de dimetil sulfxido
(DMSO). Los viales se mantuvieron 20 mina 4°C,2ha-20°C,12ha-80°Cy
finalmente, fueron almacenados en un contenedor de N; liquido. Mediante el
procedimiento comentado, se consigue que la temperatura baje aprox. 1° C

por min.

7.4 Transferencias de células ES modificadas a blastocistos embrionarios
de ratén

Todos los experimentos de microinyeccion de células ES modificadas
(adquiridas de EUCOMM) a blastocistos de ratén, para la obtencion de
animales modificados genéticamente, se llevaron a cabo en las instalaciones

del Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA,
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Madrid). Tanto el mantenimiento como los procedimientos experimentales
llevados a cabo se realizaron de acuerdo a la legislacion europea de
investigacion con animales (Directivas Europeas 86/609/EU, 98/81/CEE,

2003/65/EC y Comision de Recomendacion 2007/526/EC).

8.- Materiales y métodos empleados para el analisis y caracterizacion de

transcritos del gen Gls2 de GA de mamiferos

8.1 Animales de experimentacion y su mantenimiento

Para llevar los experimentos de este apartado de la memoria, se han
utilizado ratas Wistar macho como fuente para la obtenciéon de tejidos cerebral
y de higado. Dichos animales fueron mantenidos en el estabulario de los
Servicios Centrales de Experimentaciéon Animal de la Universidad de Mélaga
(UMA) situado en la Facultad de Medicina. Todos los procedimientos de
manipulacion y experimentacion realizados con estos animales se llevaron a
cabo de acuerdo a la normativa europea especifica a tal efecto, citada en el
apartado anterior. Asimismo, todos los protocolos llevados a cabo contaron con
la previa aprobacion del comité directivo y el veterinario responsable del

mencionado Servicio Central para la Experimentacion Animal de la UMA.

8.2 Obtencién de muestras de RNA

Ratas Wistar macho de 9-10 semanas de edad fueron sacrificadas por
decapitacion; inmeditamente después, se extrajeron y congelaron en nitrégeno

liquido sus tejidos cerebrales y hepaticos. A partir de estas muestras se obtuvo
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el RNA total empleando el kit RNeasy Mini de Qiagen siguiendo las
instrucciones del fabricante. Durante el proceso de purificacion se llevéd a cabo
una digestion con DNasa, a fin de eliminar posibles restos de DNA
contaminante, empleando RNase Free DNase Set, también de Qiagen. La
integridad del RNA total obtenido fue analizada por electroforesis en geles de
agarosa y su cuantificacién de realiz6 midiendo espectrofotométricamente la
absorbancia de las muestras a 260 nm. La pureza de la preparacion fue
establecida calculando el cociente entre las absorbancias medidas a 260 y 280
nm, respectivamente. En este trabajo hemos empleado también mRNAs poli-
(A" de cerebro e higado, humano y de ratén, que fueron adquiridos

comercialmente de Clontech.

8.3 Amplificacién de secuencias de isoenzimas GIs2 de GA de mamifero

tras retrotranscripcion del RNA y PCR (Ensayos de RT-PCR)

Los ensayos de RT-PCR se llevaron a cabo partiendo de 1
Hg de RNA total (rata) 6 0.5 ug de mRNA poli-(A*) (humano y ratén). En todos
los casos, para convertir el RNA en cDNA, se emple6 como cebador el
siguiente oligo: 5-CCGTGGGTCTAACTTCCGAGCAC-3" (2 ug ), el cual fue
usado previamente por nuestro grupo para clonar la isoenzima GAB de GA
humana. Se afadieron asimismo la transcriptasa reversa SuperScript Il
(GIBCO/BRL) y los 4 dNTPs (10 mM cada uno de ellos) siguiendo los
procedimientos estandar. Para la amplificacion por PCR de las diferentes

isoenzimas GlIs2 de GA se usaron 2 pl de la mezcla de cDNA obtenida
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anteriormente, a la que se afiadieron la enzima retrotranscriptasa Advantage

cDNA polymerasa de Clontech y los cebadores sentido y antisentido (500 nM)

gue se muestran a continuacion:

Cebadores sentido

0]

Intronlhuman, 5-ATCAGATGGCTTAAGGAGGAGGC-3'. Este cebador
se empleo para la amplificacion del transcrito corto de GA tipo L (LGA)
procedente de cerebro e higado humano;

Exonlrat, 5-ATGCGCTCCATGAAGGCTCTG-3. Este cebador se
emple6 para la amplificacién del transcrito largo de GA tipo L (GAB)
procedente de cerebro e higado humano, higado de rata e higado de
raton; y

Intronlmouse, 5-GCCAGATGGTTCAAAGAGGAGG-3'. Este cebador
se empled para la amplificacion del transcrito corto de GA tipo L (LGA)

procedente de cerebro de rata y de higado y cerebro de raton.
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Cebador antisentido

El cebador antisentido utilizado en todos los casos fue el llamado GSP-
6, un oligonucledtido universal deducido de la isoforma GAB humana:

5'-GCAGTGGTGAACTTGTGGATAGGG-3..

Todas las reacciones de PCR se realizaron en el equipo termociclador
Thermocycler iCycler de Bio-Rad, que fue programado tal y como se indican a

continuacion:

= 1 ciclo a 94°C durante 5 minutos;
= 30 ciclos con las etapas: 94°C durante 1 min; 57°C-61.5°C (dependiendo
del cebador sentido utilizado) durante 45 s 'y 72°C durante 2 min;

= 1 ciclo de extensidn final a 72°C durante 7 min.

El aislamiento del transcrito completo de LGA humano (hLGA) se llevo a
cabo partiendo de mRNA poli-(A"). En este caso se empled un cebador
oligo(dT) (10 uM) en la reaccion de retrotranscripcion. Obtenido el cDNA, se
traté con 2 unidades de RNasa H durante 20 min a 37°C antes de proceder a la

reaccion de amplificacion por PCR.
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Los cebadores utilizados en la reaccion de PCR fueron:

o hLGAfw, 5-GAGGACACTCACCTACTTATAAGCCC-3';y

o hLGArev, 5-CTTCTCTGTACTCTGTCTGCTGAGG-3..

El programa de PCR empleado en el termociclador contemplaba en esta

ocasion las siguientes etapas:

= 1ciclode 1 mina 94 °C;
= 35 ciclos con las etapas: 20sa 94 °C,30sa5b5°Cy2mina68°C;y

= 1 ciclo de extension final a 68 °C durante 3 min.

Una vez terminadas las reacciones de PCR, alicuotas de los productos
obtenidos, fueron analizadas en geles de agarosa. Las bandas obtenidas se
eluyeron de los geles y se subclonaron en el vector pGEM®-T Easy para,

posteriormente, ser enviadas a secuenciar.

8.4 Experimentos de extension de cebadores para el establecimiento del
sitio de inicio de la transcripcién (Primer Extension Analysis) de la

isoenzima LGA humana

La secuencia de cDNA de LGA de cerebro humano (hLGA), obtenida por
RT-PCR segun el procedimiento indicado anteriormente, sirvié de base para

disefiar cebadores destinados a determinar el lugar de inicio de su

85



Materiales y Métodos

transcripcion. Se disefiaron un total de tres cebadores, todos ellos partir de los
400 primeros nucleétidos del cDNA hLGA: GSP-6, PEXT1 (5-
CAGAGAATGGGGAGGAAAGTG-3') y PEXT2 (5
CATGGGCTTATAAGTAGGTGAGTG-3'). Para el seguimiento del ensayo de
extension, los oligonucleétidos se marcaron en sus extremos 5 con ¥P
usando [y-*P]-ATP y la enzima T4 polinucleétido-quinasa. A continuacion, una
cantidad aproximada de entre 0.5 - 1 ug de mRNA poli-(A)+ de cerebro humano
fue retrotranscrita mezclando los oligonucledétidos radioactivos y la transcriptasa
reversa de virus de la mieloblastosis aviar, siguiendo el protocolo indicado por
el fabricante del kit utilizado (Primer Extension Analysis Kit, de Promega). Los
productos de la reaccion de extension de los cebadores fueron analizados en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 8% (p/v), urea 7 M en tampdn 1x
TBE (Tris-borato-EDTA, ver Apéndice). Como control positivo, se utilizé RNA
del gen de resistencia a la kanamicina. Se incluyeron también controles
negativos sin RNA en todos los geles analizados. Finalmente, los geles se
secaron al vacio y posteriormente se revelaron por autorradiografia. El tamafio

de los productos de cDNA de hebra sencilla obtenidos (en bases) se estimé
comparando las bandas con las del marcador (DNA del fago $X174 cortado

con Hindfl), usando el software Image Lab y un equipo Pharos FX Molecular

Imager de Bio-Rad.
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8.5 Expresion proteica de variantes hLGA mediante ensayos de

transcripcion y traduccién in vitro en lisados de reticulocitos de conejo

El analisis de la secuencia de cDNA hLGA completa, subclonada en el
vector pPGEM®-T Easy, permitié observar la existencia de dos tripletes ATG en
pauta de lectura. Con el fin de comprobar si ambos tripletes podian ser
utiizados como codones de iniciacion dando lugar a variantes proteicas
distintas, se llevaron a cabo experimentos de transcripcion y traduccion in vitro
empleando el kit TNT® T7 Coupled Reticulocyte Lysate System de Promega.
Para ello, se siguieron esencialmente las instrucciones del fabricante. En el
ensayo se incluyeron dos contrucciones génicas realizadas en pGEM®-T Easy,
la correspondiente a la secuencia codificante completa (1900 pb),
comenzando 3 pb cadena arriba del primer coddén de inicio y terminando con
las primeras 26 pb de la region 3'-UTR, y un mutante de delecion de la anterior
que comienza en el segundo ATG. Asimismo se ensayaron, otras tres
construcciones mas, dos de ellas realizadas en pGEM®-T Easy conteniendo
secuencias de hLGA carentes de los exones 4 y 10, respectivamente y otra,
gue incluia la secuencia hLGA clonada en orientacién antisentido que se usé
como control negativo. Una vez purificados los plasmidos, el ensayo de
transcripcion y traduccién in vitro se inici6 empleando 1 ug de cada uno de
ellos a los que se afiadieron 20 uCi de [**S]-Met en un volumen total de 50 pl.
Después de una incubacion a 30°C durante 60 min, las alicuotas se guardaron
para posteriores experimentos. Paralelamente se llevaron a cabo ensayos

empleando Met sin marcar con el fin de medir la actividad GA de los extractos
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(ver 9.6). La sintesis de novo de los polipéptidos producidos en los ensayos se
monitorizé6 mediante electroforesis SDS-PAGE seguida de autorradiografia. Las
peliculas fotogréficas se analizaron con un escaner GS800 empleando el

programa informatico Quantity One de Bio-Rad.

8.6 Medida de actividad GA en lisados de reticulocitos

La actividad GA se midié tal y como se describe en el articulo de
Campos-Sandoval y col.,, (2007), citado en esta Memoria, con pequefas
modificaciones. La medida se basa en la reaccion del amonio liberado en la
reaccion de la GA con o-ftalaldehido (OPA).

Tras la transcripcion y traduccion in vitro, el lisado de reticulocitos se
diluyé en un pequefio volumen de tampdén de medida de la actividad GA
(fosfato de potasio 150 mM, cloruro de amonio 1 mM, pH 8.0). Posteriormente,
el extracto soluble se llevo a 25 pl por ultracentrifugacion (11000 g) usando
tubos Centricon YM-30 de Millipore, tras lo cual, se inici6 el ensayo de medida
de la actividad GA. Los resultados obtenidos con la construccion pGEM-
T[hLGA] clonada en orientacion antisentido se utilizaron en todos los casos
para fijar el cero en las medidas de actividad GA. Después de la reacciéon GA 'y
con anterioridad a las determinaciones espectrofotométricas, los extractos se
trataron con &cido tricloroacético (TCA) al 20% para reducir el fondo causado
por la absorbancia debida a la hemoglobina y otros componentes del lisado de

reticulocitos.

88



Materiales y Métodos

8.7 Expresion de isoenzimas GLS2 de GA mediante inmunotransferencias
Western

Ante la existencia de distintas variantes de transcritos GLS2, se
investigé también la expresion proteica de isoenzimas GA mediante técnicas
de inmunotransferencia (Western blot). Los experimentos se realizaron a partir
de proteinas aisladas de mitocondrias de higado y cerebro de rata. Para el
aislamiento de las mismas, se siguié el protocolo descrito previamente por
Campos y col. (2003). El contenido en proteina se determiné por el método de
Bradford (Bradford, 1976). Las fracciones proteicas se analizaron por SDS-
PAGE e inmunotransferencia Western, tal y como se describe en Campos-
Sandoval y col. (2007). Para el revelado de las membranas se emplearon dos
anticuerpos primarios diferentes; uno de ellos reconoce de manera especifica
tanto a la isoenzima LGA como a la GAB, fue desarrollado en conejo por
nuestro grupo de investigacion siguiendo los procedimientos habituales. Las
diluciones 6ptimas de este anticuerpo fueron las descritas en los articulos de
Olalla y col., (2002); y Campos y col. (2003). El segundo anticuerpo empleado
fue un anticuerpo policlonal que reconoce solo a la isoenzima GAB de GA. Este
anticuerpo GAB-especifico, fue obtenido mediante la inmunizacion de conejos
con el péptido sintético RETPHSHQPQHQDH, enlazado covalentemente a
hemocianina de lapa. Dicho péptido, pertenece al exén 1 del gen GAB humano,
por lo que no contiene secuencias de aminoacidos que formen parte de las
isoformas LGA. Estos Ultimos anticuerpos fueron adquiridos de la casa
comercial Genosphere Biotechnologies, Francia. Se emple6 un kit de

guimiolumiscencia aumentada para el revado final de las membranas, para lo
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gue se siguieron las instrucciones del fabricante (Armersham Biosciences). La
linea celular de neuroblastoma humano SHSY-5Y que expresa ambas
isoformas GLS2, se utiliz6 para validar el uso de los anticuerpos utilizados en

estos experimentos.

8.8 Analisis de expresion de isoenzimas GA mediante PCR a tiempo real
cuantitativo (g-RT-PCR)

Para evaluar cuantitativamente la expresion de transcritos de las
diferentes isoenzimas de GA de higado y cerebro de ratén y rata, se ha llevado
a cabo un procedimiento de determinacion absoluta de los mismos mediante la
técnica de g-RT-PCR empleando el colorante fluorescente SYBR-Green.

Partiendo de 1 pg de RNA total de rata 6 500 ng de mRNA poli (A)+ de
ratbn en un volumen de reaccion de 20 pl se sometieron a la accion de
transcriptasa reversa (RT) usando el sistema Quantitec Reverse Transcription
kit de Qiagen y siguiendo las indicaciones del fabricante (Véase el apartado 8.2
para el método de extraccion de RNA). Para comprobar la ausencia de
contaminacion por DNA genomico en las muestras de RNA, se incluyeron
controles negativos sin RT y controles sin molde para verificar la ausencia de
contaminacion por reactivos y aerosoles. Para normalizar la variabilidad
experimental de la reaccién de retrotranscripcion y facilitar una correcta
cuantificacion de los amplicones, se usaron genes constitutivos que codifican
para las proteinas Rpl19 del ribosoma 60S de rata y la p-actina de ratén,

respectivamente.
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Las medidas de PCR a tiempo real se realizaron en el equipo CFX
thermocycler de Bio-Rad mediante el registro de la intensidad de fluorescencia
emitida por el SYBR-Green en el transcurso de los ciclos de amplificacion con
cada pareja de cebadores especificos de cada uno de los transcritos
analizados: KGA, GAB y LGA, Rpl19 y p-actina, respectivamente. Dichos

cebadores especificos se indican en la Tabla 2:

Tabla 2. Cebadores isoforma especificos usados para las reacciones de
PCR. Se indica el nombre, secuencia, tamafio y masa de molar de cada
amplicon para cada una de las parejas de cebadores.

Amplicén(pb)
NOMBRE DIRECTO (5'>3)) REVERSO (5'>3) IMASA
MOLARx10™
(g/mol)
mp-actin 111/7,33

mMKGA 179 /11,81

mGAB 190/12,54

mLGA 230/15,18

rRpl19 89/5,87

rKGA 179/11,81

rGAB 168 /11,09

rLGA 212/13,99

Antes de llevar a cabo la determinacién cuantitativa de los amplicones
se comprobo la eficiencia de los cebadores realizando curvas de dilucion, y la
ausencia de dimeros de cebadores, mediante curvas de fusién, ambos

siguiendo los procedimientos convencionales. En todos los casos las
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eficiencias de amplificacion de los cebadores utilizados estuvo comprendida
entre el 97 y 101%. A modo de ejemplo se muestran las curvas de dilucion y

fusion correspondiente a la isoenzima KGA (Figura 3).

Figura 3. Curvas de dilucién, curvas de fusién y recta estandar para la isoenzima
KGA
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 25 pl,
usando: 25 6 50 ng de cDNA, 2x Perfecta SYBR-Green Supermix (Quanta
Biosciences) y cebadores especificos a una concentracion 200 nM cada uno
de ellos.

Las condiciones de las reacciones fueron:

= 1 ciclo de 4 minutos a 94°C;
= 40 ciclos con las etapas: 15 segundos a 95°C, 45 segundos a 61°C para

raton o 63°C para rata y 30 segundos a 72°C.

Cada ensayo incluy6 un control negativo de la RT-PCR y un control sin
molde. Los resultados se analizaron utilizando el programa informatico CFX de
Bio-Rad. El tamafio de los amplicones y la ausencia de productos no
especificos se confirmd por andlisis electroforético en geles de agarosa.

Para la cuantificacion absoluta de los transcritos (constitutivos y de
isoenzimas GA), se realizaron curvas estandar empleando como estandares
externos cantidades conocidas de cada uno de los amplicones especificos.
Dichos amplicones fueron obtenidos previa amplificacion por PCR de cada uno
de ellos con sus respectivos cebadores, separacién en geles de agarosa al 2%
y purificacion desde los mismos (GFX™PCR DNA y Gel Band Purification Kit,
ambos de GE Healthcare). Las concentraciones de los &cidos nucleicos
purificados se determinaron por espectrofotometria. A continuacion se hicieron
diluciones seriadas de cada estandar (1/10) y para cada una de ellas se
determind el C; (Cycle Threshold). La curva estandar se realizé representando
el Ct de cada dilucién de estandar frente al logaritmo de la cantidad inicial de

estandar correspondiente en pg (rango de 10% a 10 pg). Finalmente, los
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resultados de la expresion de transcritos de GA se obtuvieron determinando
sus Ct e interpolando en la curva estandar. Los resultados se expresaron como
namero de moléculas + SEM de mRNA por ng de RNA total 6 en su caso
mRNA poli (A)*, corregidos de acuerdo con los valores obtenidos con los genes
constitutivos Rpl19 6 p-actina. EI nimero de copias absoluto de cada transcrito
se calculé teniendo en cuenta el nimero de Avogadro (6.022x10%) y su

correspondiente masa molecular (Sambrook J y col., 1989).
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Uno de los objetivos a largo plazo de la investigacion realizada es la
obtencién de ratones KO condicionales del gen Gls2 de GA. Para tal efecto se
llevaron a cabo dos estrategias paralelas: una estrategia directa que consiste
en la adquisicion de una linea celular ES murina que contiene una casete
transgénica de Gls2, lista para ser transferida a los animales; y otra estrategia
basada en el disefio y consecucion de construcciones génicas originales que,
posteriormente, se transfectardn a células madre embrionarias (ES) murinas.
En el primer caso, se llevaria a cabo un KO completo del gen GIs2 que, segun
la experiencia demostrada para la generaciéon de ratones KO del gen Gls,
podria dar lugar a animales no viables (Masson y col., 2006). Al disefiar
nosotros construcciones génicas desde el principio, pudimos realizar
modificaciones tales que nos permitirdn generar un animal KO directo para la
isoenzima GAB, pero condicional para LGA. El hecho de que al menos una de
las dos isoenzimas GLS2 se exprese desde el nacimiento del animal
trangénico, podria evitar que el ratbn muriera al nacer o a los pocos dias.
Ademas, con estas aproximaciones experimentales podriamos avanzar en el
estudio de la expresién de las dos isoenzimas en conjunto, asi como en la

funcionalidad de cada una de ellas por separado.

Por ultimo, resefar que esta doble estrategia aplicada esta de acuerdo
con la opinibn mayoritaria de los expertos en transgénesis que nos han
asesorado y han colaborado con nosotros durante este trabajo (Dr. Alfonso
Gutiérrez-Adan y Dra. Aurora Burds Connor, entre otros): generar al menos dos

construcciones transgénicas alternativas para bloquear la expresion de un gen.
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1. Disefio de las construcciones génicas para generar ratones KO

condicionales del gen Gls2 de GA

Como se ha indicado en la introduccion, las isoenzimas GA tipo L (o
GLS2) de ratén son codificadas por el gen Gls2, constituido por 18 exones

(15255 pb) y localizado en el cromosoma 10.

Una de las cuestiones que se ha de tener en cuenta para el disefio de
las construcciones génicas son los productos que surgen por ayuste alternativo
tras la expresion del gen Gls2. Cuando comenzamos el disefio de nuestras
casetes transgénicas, al menos en rata se habia detectado otra isoenzima de
GA tipo L (LGA, Smith y Watford, 1990), que carece de todos los aminoacidos
codificados por el exén 1, por lo que parece deducirse que este exdn no es

imprescindible para la expresion y funcionalidad de esta isoenzima.

Para conseguir el knockout condicional del gen Gls2 se ha disefiado una
estrategia consistente en eliminar mediante recombinacion homéloga uno o
varios exones considerados imprescindibles para su expresion y funcionalidad,
procurando ademas que los exones remanentes tras eliminar los exones
seleccionados no continlen en pauta de lectura correcta. De esta forma, se
favorece la generacion de numerosos codones de parada, impidiendo la

expresion y, l6gicamente, perdiendo la funcionalidad.

Teniendo en cuenta las consideraciones indicadas y tras el analisis de
la secuencia completa del gen Gls2 murino, hemos disefiado dos posibles
construcciones: una en la que se elimina el exon 2 y otra en la que se eliminan

los exones 2, 3 y 4. Nuestro punto de partida fue un clon de DNA gendmico
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murino insertado en cromosomas artificiales de bacteria (BAC), denominado
RP23-132119 (RP23), adquirido del Children’'s Hospital Oakland Research
Institute (CHORI, http://www.chori.org/), con un tamafio de 46165pb que,
tedricamente, contiene la secuencia gendmica completa del gen Gls2 de ratdn
de la estirpe C57BL/6J. Antes de iniciar los experimentos, se secuencié el BAC
clon adquirido a través de toda la secuencia exonica completa del gen GlIs2 y
se realizaron diferentes andlisis de restriccion. Se confirmo la existencia de los
exones 2 a 18 y la ausencia del exén 1. Esta caracteristica peculiar (ausencia
del exén 1) nos permitia disefiar construcciones que darian lugar a animales
KO directos para GAB (cuyo transcrito comienza en el exén 1) y KO
condicionales para LGA, isoenzima en la que transcripcion comienza en el

exoén 2.

1.1 Vector esqueleto de la construccion: pGKneoF2L2DTA (pGKneo)

Las construcciones se realizaron en el vector plasmidico pGKneo,
desarrollado por el laboratorio de Phillipe Soriano (Hoch y Soriano, 2006) y que
nos cedid gentiimente la Dra. Aurora Burds Connor, Directora técnica y
responsable del Servicio de Transgénesis del Instituto Tecnolégico de
Massachussets (MIT, Boston, http://web.mit.edu/transgenic/). Este vector, de
6465 pb, posee las caracteristicas necesarias para permitir la introduccién de
brazos de homologia del gen diana y motivos estructurales que hacen posible
la generacion de knockouts génicos condicionales. Dichas caracteristicas se

resumen a continuacion:
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= Un fuerte promotor. El correspondiente a la fosfoglicerato quinasa, PGK.

= Gen de resistencia a la neomicina, gen neo, que funciona como

marcador positivo de seleccion.

» Gen de la toxina de la difteria, gen DTA, marcador de seleccion negativo,
que permite discriminar los eventos de recombinacién homéloga de los

de recombinacion no homologa.

» Dos sitios Frt que flanquean al gen neo (casete de neomicina) y que son
reconocidos especificamente por la recombinasa FLP, que cuando se

expresa escinde toda secuencia de DNA comprendida entre ellos.

* Dos sitios LoxP de reconocimiento por la recombinasa Cre, que, al igual
que FLP, reconoce los sitios especificos (LoxP) y escinde toda secuencia

de DNA que se encuentre flanqueada por ellos.

En la Figura 1 se muestra un mapa de restriccion del vector pGKneo, asi

como la localizacion de sus distintos elementos:
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Figura 1. Mapa de restriccion del vector pGKneoF2L2DTA. Localizacién de los
distintos elementos que lo caracterizan: promotor PGK, gen neo, gen DTA, sitios Frty
sitios LoxP. En color azul se indican los sitios de corte Unico de enzimas de restriccion

presentes en el vector.

1.2 Caracteristicas del gen Gls2 para la recombinacion homéloga

condicional

Como se ha mencionado con anterioridad, se han disefiado dos
construcciones que, a partir de ahora, denominaremos construccién A (en la
gue se intenta eliminar el exén 2 del gen GlIs2) y construccién B (en la que se
pretende eliminar los exones 2,3 y 4 del gen GIs2). Segun las indicaciones de
la bibliografia especializada (Nagy , 2003; Burds, 2006), las construcciones han

de poseer dos brazos de homologia: uno largo, de alrededor de 4 kb, que
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facilitara por su tamafio la recombinacion homoéloga, y otro de longitud inferior,
entre 1.2 y 2.5 kb, que permitira discriminar mediante PCR las recombinaciones
homologas de las ilegitimas. Tanto la construccion A como la B se han

disefiado siguiendo estas recomendaciones.

En la Figura 2 se esquematiza el disefio de las zonas de homologia y los

exones a eliminar del gen GIs2 para las construcciones Ay B.
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Secuencia 5' flanqueante

del gen 6Is2 2 3 4 5 6 7 18
A A T T RS
~
Brazo largo de Brazo corto de
homologia, = 4 kpb homologia, = 2 kpb
Secuencia 5 flanqueante
B del gen 6I/s2 / 2 3 4 5 6 7 8 ces 18
I/
— —~— _
Brazo largo de Brazo corto de
homologia, = 4 kpb homologia, = 1.7 kpb
= Brazo largo 2 4 kb = Brazo corto: 1.2-2.5 kb

D Exones que no se eliminaran

. Exones que se eliminaran

Secuencia intrénica y flanqueante del gen Gls2

Figura 2. Esquema de las zonas de homologia y exones a eliminar del gen Gls2

para las construcciones A y B. A, esquema para la construcciéon A, con el exén 2
qgue sera flanqueado por los sitios LoxP.; B, esquema para la construcciéon B, con los

exones 2, 3y 4 que seran flanqueados por los sitios LoxP. Se indican los tamafios de
las distintas zonas de homologia. Con la doble barra oblicua (//) se indica la posicion
tedrica del exon 1, eliminado del BAC clon.

La localizacibn de las distintas zonas a insertar en el vector de
transferencia puede observarse en la Figura 3. La regidn que se desea eliminar
ha de estar localizada entre los sitios LoxP, ya que, al actuar la recombinasa
Cre, toda secuencia situada entre estos dos sitios sera escindida. Las zonas de

homologia han de situarse en las zonas 5’-cadena arriba (upstream) del primer
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sitio LoxP y 3’-cadena abajo (downstream) del segundo sitio LoxP, de forma
gue la escision no afecte a estas secuencias. El gen de seleccién negativa DTA
ha de situarse en las zonas exteriores a las regiones de homologia, fuera de la
secuencia gendmica incluida en la construccion. En nuestras construcciones se
ha ubicado a continuacion del brazo corto de homologia; se ha comprobado
experimentalmente que situando el gen de seleccién negativa junto al brazo
mas corto de homologia se reduce el numero de clones que ha de examinarse

(Burds Connor, Beginner Guide To Gene Targeting).
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Figura 3. Esquema de las zonas de insercidon de secuencias genémicas de
Gls2 en el vector pGKneo. Localizacion estratégica de las zonas de homologia y de
la zona a eliminar del gen GIs2 en el vector pGKneo con respecto a los distintos
elementos del mismo. Sacll, Smal y Hindlll: sitios de restriccibn en los que se
produciran las inserciones de las distintas zonas; Neo: gen de resistencia a la
neomicina para seleccion positiva; DTA: gen de la toxina de la difteria para la

seleccion negativa; LoxP: sitios de reconocimiento LoxP; Frt: sitios de reconocimiento
Frt.

1.3 Construcciones pGKneoF2L2DTA-GIs2

Las construcciones A y B se han disefiado teniendo en cuenta las
propiedades indicadas para el vector de transferencia (pGKneo) y para el gen
diana (Gls2). En la Figura 4 se representa un esquema de la estructura de las
construcciones A y B completas, es decir, una vez introducidos los fragmentos

del gen GIs2 en el vector de transferencia.

De acuerdo con el esquema de la Figura 4, el procedimiento

experimental seguido para obtener las construcciones A y B ha sido:
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1. obtencion de los brazos de homologia y de los exones a eliminar del
gen GlIs2 a partir del clon BAC RP23 y su subclonacion en vectores intermedios

de clonacion;

2. introduccion de dichos fragmentos en los lugares estratégicos

escogidos del vector pGKneo.

Segun el disefio realizado, en ambas construcciones el brazo largo de
homologia se introducira en el sitio Sacll del vector pGKneo y el fragmento
exoénico a eliminar en el sitio Xmal. El brazo corto de homologia se introducira

en el sitio Hindlll para la construccion Ay en el sitio Sall para la construccion B.

A 2 3 456 7 18 genGis2
/B Y iy Sy LNy
BL EX2 BC
‘ | Vector
“pGKneo”
Sac IT ‘ \,0+ HdeII

Tl ]

Construccion A

\9*? <« & \,0*9
/- Neo B T oA |
N 7" > > el
2 —
BL EX2 BC
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Figura 4. Estructura de las construcciones A y B en el vector pGKneo. A,
esquemas del gen Gls2 para la construccion A, del vector pGKneo y de la
construccion A completa. B, esquemas del gen Gls2 para la construccion B, del vector
pGKneo y de la construccion B completa. BL: brazo largo de homologia, EX2: exén 2,
BC: brazo corto de homologia, EX234: exones 2, 3 y 4, Neo: gen de resistencia a la
neomicina para seleccién positiva, DTA: gen de la toxina de la difteria para la
seleccién negativa, LoxP: sitios de reconocimiento LoxP, Frt: sitios de reconocimiento
Frt.

1.4 Comprobacién de la recombinacion homologa

Una vez se transfecten las células madre embrionarias murinas con
ambas construcciones, necesitaremos algunas estrategias de comprobacién
gue acrediten que la recombinacion se ha producido de forma homéloga: por
un lado la exclusion del gen dta (si la recombinacion fuera no homologa el gen
dta se incluiria y, al expresarse, las células no sobreviviran); por otro lado, una

estrategia de PCR para el analisis y genotipado de los clones ES
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seleccionados. Con este objetivo, se ha disefiado una pareja de cebadores
para las construcciones A y B. Uno de los cebadores se disefié de forma que
hibridase con una region del gen no incluida en la construccion (en nuestro
caso el intrén 7, en la zona 3’-cadena abajo del brazo corto de homologia de la
construccion B); el otro cebador se disefié para que hibridara con una regién
comprendida en la secuencia del gen Neo del vector pGKneo. Esta ultima
secuencia no se encuentra incluida en el gen Gls2 de forma original, pero si
cuando este es modificado, tras la electroporacion de la construccién “pGKneo-
Gls2” en las células ES y su posterior recombinacion con el gen GlIs2. La
aparicion de las bandas del tamafio esperado amplificadas con estos
cebadores, mediante una electroforesis realizada tras la PCR, sirve para

confirmar que la recombinacién producida ha sido verdaderamente homéloga.

Estos cebadores se muestran en las Figuras 5y 6 y su secuencia se
indica en el apartado correspondiente de Materiales y Métodos, con los
nombres NeoBCext Fw y NeoBCext Rv. El tamafio tedrico del producto de PCR
gue se obtendria en la reaccion seria de 3.9 kb para la construccion Ay de 2.9

kb en la construccioén B.
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Figura 5. Esquema de recombinacién homdloga entre el gen GIs2 y la construccion A.
Zonas de disefios de los cebadores. BL: brazo largo de homologia; EX2: ex6n 2; BC: brazo
corto de homologia; Neo: gen de resistencia a la neomicina para seleccion positiva; DTA: gen
de la toxina de la difteria para la seleccién negativa; LoxP: sitios de reconocimiento LoxP; Frt:

sitios de reconocimiento Frt.
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Figura 6. Esquema de recombinacién homdloga entre el gen GIs2 y la construccion B.
Zonas de disefios de los cebadores. BL: brazo largo de homologia; EX234: exones 2,3y 4; BC:
brazo corto de homologia; Neo: gen de resistencia a la neomicina para seleccion positiva; DTA:
gen de la toxina de la difteria para la seleccion negativa; LoxP: sitios de reconocimiento LoxP;

Frt: sitios de reconocimiento Frt.

Ademas de comprobar que la recombinacién es homodloga, se ha de
comprobar la integridad de los genes FLP y Cre, lo que se realizé por

secuenciacion y analisis de restriccion.

Para comprobar la funcionalidad de los cebadores denominados
NeoBCext Fw y NeoBCext Rv, necesitamos disefiar una construccion

intermedia, que llamaremos construccion ficticia o “Mock”, porque simula (en el
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vector de transferencia) la estructura del gen Gls2 tras la recombinacion

homéloga.

La construccion “Mock” consta del vector pGKneo y un inserto que
hemos llamado brazo corto extendido (BCext). EI BCext es un fragmento del
gen GIs2 que se extiende desde el brazo corto de homologia hasta la zona del
gen GIs2 no incluida en las construcciones A y B. ElI BCext que hemos
diseflado comienza en el intrébn 4 y se extiende hasta la zona del intr6n 9 del
gen GIs2. En la Figura 7 se representa un esquema de la construccion ficticia o

“Mock™:

Figura 7. Estructura de la construccidn ficticia o “Mock”. Esquema del gen Gls2 indicando
la zona en la que se sitla el BCext; esquema del vector pGKneo y esquema de la construccion
“Mock”. Neo: gen de resistencia a la neomicina para seleccién positiva, DTA: gen de la toxina
de la difteria para la seleccion negativa, LoxP: sitios de reconocimiento LoxP, Frt: sitios de

reconocimiento Frt.
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2. Construccion de la casete transgénica

El proceso de construccion de la casete transgénica es complejo y se ha
de realizar siguiendo una serie de pasos intermedios. En primer lugar, se han
de obtener los distintos fragmentos del gen Gls2 y, posteriormente, éstos se
han de clonar en un vector intermedio ()GEMT o pTOPO), cuya amplificacion y
purificacion permitira obtener la cantidad necesaria de cada fragmento para

realizar subclonaciones consecutivas en el vector de transferencia pGKneo.

2.1 Obtencién de los fragmentos del gen Gls2 mediante Long PCR

Para la obtencion de los brazos de homologia y de las regiones a
eliminar posteriormente desde el gen GlIs2, se han disefiado cebadores en
cuyo extremo 5’ se han afiadido dianas especificas para el corte con enzimas
de restriccion concretas (véase apartado de Materiales y Métodos). La
introduccién de dichas dianas permitird la clonacién en el sitio de restriccion
deseado en el vector de transferencia pGKNeo. Los cebadores se disefiaron a
partir de la secuencia del gen GIs2 y las PCRs se llevaron a cabo empleando el
clon BAC RP23 como DNA molde. En las siguientes Figuras se muestran
fotografias de geles de agarosa obtenidos tras las reacciones de Long PCR, en

los que se pueden distinguir cada uno de los fragmentos amplificados.
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=>» Brazo largo de homologia (BL). Para llevar a cabo esta reaccion de Long
PCR se utilizaron los cebadores BL Fw y BL Rv, en los que se afiadio la
secuencia diana de Sacll en el extremo 5'. El fragmento BL posee 3.8 kb de la

region flanqueante 5' del gen Gls2 (ver Apéndice):

¥38kb |y

Figura 8. Analisis por electroforesis en gel de agarosa del producto de reaccion de Long
PCR para la obtencién del brazo largo de homologia. 12> 8: producto de las reacciones de
PCR para la obtencién del BL, de 3.8 kb longitud. 9: marcador de masa molecular A-Hindlll. 10:

marcador de masa molecular con fragmentos que se diferencian en 50 pb.

= Fragmento EX2, con una longitud de 2481 pb y que comprende 2292 pb
del intrén 1, las 100 pb del exén 2 y 90 pb del intrén 2 (secuencia completa en
Apéndice). Representa el fragmento a eliminar posteriormente entre los sitios
loxP de la construccion A. Los cebadores usados fueron EX2 Fw y EX2 Ry,

gue incluyen la secuencia diana de Xmal en 5’

113



Resultados y Discusion

225 kb

Figura 9. Analisis por electroforesis en gel de agarosa del producto de reaccion de Long
PCR para la obtencién del fragmento EX2. 1,2: producto de las reacciones de PCR para la
obtencién del EX2, de longitud 2481 pb. 3: marcador de masa molecular A-Hindlll. 4; marcador

de masa molecular con fragmentos que se diferencian en 50 pb.

=>» Brazo corto de homologia BC2 (valido para la construccion A). La region
del brazo corto BC2 de 2007 pb abarca la zona comprendida desde el intron 2
hasta el intron 6, incluyendo los exones 3, 4, 5y 6 (secuencia completa en el
Apéndice). Se usaron los cebadores BC2 Fw y BC2 Rv, que incluyen la

secuencia diana de Hindlll en 5’;
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#2kb —>

Figura 10. Analisis por electroforesis en gel de agarosa del producto de reaccion de
Long PCR para la obtencion del fragmento BC2. 1: producto de las reacciones de PCR para
la obtencién de BC2, de longitud 2006 pb. 2: marcador de masa molecular A-Hindlll. 3:

marcador de masa molecular con fragmentos que se diferencian en 50 pb.

= Fragmento EX234, de 2715 pb comprende la zona incluida entre los exones 2 y
4 (secuencia completa en el Apéndice). Representa el fragmento a eliminar
posteriormente entre los sitios LoxP en la construccion B. Los cebadores usados

fueron EX234 Fw y EX234 Rv, que incluyen la secuencia de Xmal en 5’:

115



Resultados y Discusion

227 kb —

Figura 11. Analisis por electroforesis en gel de agarosa del producto de reaccion de
Long PCR para la obtencién del fragmento EX234. 1,2: producto de las reacciones de PCR
para la obtencién del EX234, de longitud 2715 pb. 3: marcador de masa molecular A-Hindlll. 4:

marcador de masa molecular con fragmentos que se diferencian en 50 pb.

= Brazo corto de homologia BC234 (valido para la construccion B).
Fragmento de 1975 pb que comprende la zona desde el intrén 4 al intrén 7,
incluyendo los exones 5, 6 y 7 (secuencia en Apéndice). Los cebadores

utilizados, BC234 Fw y BC234 Ry, incluyen la diana Sall en el extremo 5’:
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#2kb — )

Figura 12. Analisis por electroforesis en gel de agarosa del producto de reaccion de
Long PCR para la obtencién del fragmento BC234. 1: producto de las reacciones de PCR
para la obtencién de BC234, de longitud 1975 pb. 2: marcador de masa molecular A-Hindlll. 3:

marcador de masa molecular con fragmentos que se diferencian en 50 pb.

= Brazo corto extendido (BCext) (valido para las construcciones A y B).
Region de 3990 pb que comprende las zonas incluidas en BC2 y BC234 y se
extiende hasta la zona del intrén 9 (secuencia completa en Apéndice). Para
amplificar este fragmento se utilizaron los cebadores BCext Fw y Rv, que

incluyen la secuencia diana de la enzima HindlIll en el extremo 5’
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#4kb

Figura 13. Analisis por electroforesis en gel de agarosa del producto de reaccion de
Long PCR para la obtencion del fragmento BCext. 1: producto de las reacciones de PCR

para la obtencién de BCext, de longitud 3990 pb. 2: marcador de masa molecular A-Hindlll.

2.2 Clonacion de los fragmentos en vectores intermedios

Cada uno de los fragmentos amplificados por PCR se introdujo en un
vector intermedio, como se menciono en el apartado de Materiales y Métodos.
Una vez conseguida la subclonacion, los distintos fragmentos fueron
comprobados por secuenciacion y analisis de restriccion. A partir de la
amplificacion de las construcciones obtenidas en estos vectores es posible
disponer de la cantidad deseada de inserto. Ademas, la insercién de una diana
para una enzima de restriccion concreta permite su subclonacion en el vector

de transferencia pGKneo.
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=>» Clonacién de BC2 en el vector pGEM-T

El vector pGEMT ligado al inserto BC2 (pGEMT-BC2) se digiri6 con la
enzima Hindlll, dando como resultado una banda de unas 3 kb,
correspondiente al vector lineal y una banda a una altura de 2 kb,

correspondiente al inserto:

— 3 kb

A

~ 2 kb

Figura 14. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de la digestion de pGEMT-BC2
con Hindlll. La banda de 3 kb corresponde al vector pGEMT. La banda que se encuentra a la
altura de unos 2 kb corresponde al inserto BC2.1, marcador de masa molecular A-Hindlll. 2,
pGEMT-BC2 digerido con Hindlll.

La banda de 2 kb se envi6 a secuenciar, comprobandose que la

secuencia coincidia con la del fragmento BC2.

=>» Clonacién de BC234 en pGEMT

Tras la ligacién y transformacion del vector pGEMT con el fragmento
BC234 (pGEMT-BC234), el vector resultante se digiri6 con la enzima Sall,
dando como resultados dos fragmentos: uno de 3 kb aproximadamente, que
corresponderia al vector pGEMT; y otro cercano a 2 kb, que se corresponde

con el tamano del inserto BC234:
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— 3 kb

74

~ 2 kb

Figura 15. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa de la digestion de pGEMT-BC234
con Sall. La banda a 3 kb corresponde al vector pGEMT. La banda que se encuentra a la
altura proxima a 2 kb corresponde al inserto BC234.1, marcador de masa molecular A-Hindlll.
2, marcador de masa molecular con fragmentos que se diferencian en 50 pb.3, pPGEMT-BC234
digerido con Sall.

Con el objeto de comprobar que la secuencia del inserto liberado se
correspondia con la de BC234, la banda de 2 kb se envié a secuenciar, dando

resultado positivo.
= Clonacién de EX2 en pCR®-XL-TOPO (pTOPO):

El fragmento EX2 se insertd por clonacion en el vector pCR®-XL-TOPO
(pTOPO). EI vector resultante pTOPO-EX2 se digiri6 con la enzima Xmal,

liberando un fragmento de unas 2.5 kb:
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Figura 16. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa de la digestién de pTOPO-EX2
con Xmal. Las bandas que se observan a 3.5 kb corresponden al vector pTOPO. La banda que
se encuentra a la altura de unas 2.5 kb corresponde al inserto EX2.1, marcador de masa
molecular A-Hindlll. 2,3, pTOPO-EX2 digerido con Xmal. 4, marcador de masa molecular con

fragmentos que se diferencian en 50 pb.

Ademas de liberar el inserto con el tamafio esperado, se comprob6 que

este correspondia con la secuencia de EX2 mediante secuenciacion.

=>» Clonacién de EX234 en pTOPO:

El vector obtenido tras la clonacion de EX234 en pTOPO, vector
pTOPO-EX234, se sometio a digestion con la enzima Xmal. El resultado puede
verse en la Figura 17, donde se observa una foto de la electroforesis en gel de

agarosa de la digestion mencionada:
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3.5 kb

x 2.7 kb

Figura 17. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa de la digestién de pTOPO-EX234
con Xmal. La banda que se observan a 3.5 kb corresponde al vector pTOPO. La banda que se
encuentra a la altura de unas 2.7 kb corresponde al inserto EX234.1, marcador de masa
molecular A-Hindlll. 2, pTOPO-EX234 digerido con Xmal.

Ademas de comprobar la ligacion por digestion enzimatica, la banda de

2.7 kb también se envi6 a secuenciar, comprobando asi su identidad.

=>» Clonacién de BCext en pTOPO:

La clonacion del fragmento BCext en el vector pTOPO dio como resultado
el vector pTOPO-BCext. El resultado de la digestion de este vector con la

enzima Hindlll puede verse en la siguiente Figura:
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x 4 kb

// 3.5 kb
/

Figura 18. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de la digestién de pTOPO-BCext
con Hindlll. La banda que se observa a 3.5 kb corresponde al vector pTOPO lineal. La banda
gue se encuentra a la altura proxima a 4 kb corresponde al inserto BCext.1, marcador de masa
molecular A-Hindlll. 2, pTOPO-BCext digerido con Hindllll. 3, marcador de masa molecular con

fragmentos que se diferencian en 50 pb.

La identidad de la banda cercana a 4 kb se comprob6é también por

secuenciacion.

=>» Clonacion de BL en pTOPO:
Se llevo a cabo la clonacion del BL en el vector pTOPO dando lugar al
vector pTOPO-BL. La Figura 19 muestra la digestion de pTOPO-BL con la

enzima Sacll;
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#4 kpb

\/

3.5 kpb |

Figura 19. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de la digestion de pTOPO-BL con
Sacll. La banda que se observa a 3.5 kb corresponde al vector pTOPO lineal. La banda que se
encuentra a la altura proxima a 4 kb corresponde al inserto BL.1, pTOPO-BL digerido con Sacll
2, marcador de masa molecular con fragmentos que se diferencian en 50 pb.3, marcador de

masa molecular A-Hindlll.

Se ratificé también la identidad del fragmento BL mediante secuenciacion.

2.3 Clonacion en pGKneo: construcciones A, B, “Mock” y EUCOMM.

Prueba de PCR

Como se ha comentado en el apartado anterior, la clonacion de los
distintos fragmentos en el vector pGKneo, para la obtencion de la construccién
final, se lleva a cabo previa purificacion de los fragmentos obtenidos en las
construcciones realizadas en los vectores intermedios pGEMT y pTOPO. A
partir de ellas, fuimos obteniendo, por etapas sucesivas de subclonacion, los
fragmentos correspondientes al brazo largo de homologia, zona a eliminar y

brazo corto de homologia, en el vector de transferencia pGKneo.

124



Resultados y Discusion

2.3.1 Construccion A

En primer lugar, la digestion de pGEMT-BC2 con Hindlll recuperé el
fragmento BC2 y permitié la subclonacion en el sitio de restriccion Hindlll del
vector pGKneo. En la Figura 20 puede observarse una electroforesis en gel de
agarosa del plasmido pGKneo-BC2 digerido con Hindlll procedente de su

extraccion a partir de una colonia positiva.

% 6.5 kb

2 kb

Figura 20. Anélisis por electroforesis en gel de agarosa de la digestién de pGKneo-BC2
con Hindlll. A la altura aproximada de 6.5 kb puede verse el vector pGKneo lineal (el vector sin
inserto presenta un tamafio de 6465 pb). Las flechas sefialan las colonias en las que se libero
un inserto de 2 kb, que coincide con el tamafio del BC2. 1> 9 digestiones con la enzima HindlIl
de las colonias transformadas con pGKneo-BC2. 11, marcador de masa molecular A-Hindlll.

12, marcador de masa molecular con fragmentos que se diferencian en 50 pb.

Analizando el resultado de la electroforesis mostrada en la Figura 20,
observamos que los plasmidos procedentes de las colonias 1,3, 6 y 9 liberaron

el inserto del tamafio del BC2 (sefialados con flechas en la Figura 20).

Dado que la subclonacion de los fragmentos no es dirigida, ademas de

comprobar la presencia de inserto es necesario validar la orientacion correcta
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del mismo. Para ello se procedid a un andlisis de restriccién digiriendo con
enzimas que originan un patron de bandas diferente segun la orientacion del

inserto.

A modo de ejemplo, vemos en la Figura 21 el andlisis electroforético del
plasmido obtenido de una de las colonias positivas que se muestran en la
Figura 20, digerido con las enzimas Kpnl y EcoRV. Comprobamos que el
patron de bandas obtenido coincide con el tedrico de orientacién correcta. Este
resultado se repitié para los plasmidos correspondientes a todas las colonias

seleccionadas que se muestran en la Figura 20 (colonias 1, 3,6y 9).

7.1 kb

-
6.3 kb

25k X

1.4 kb

Figura 21. Anélisis por electroforesis en gel de agarosa de la digestién de pGKneo-BC2
con Kpnly EcoRV.1: plasmido sin digerir; 2, plasmido digerido con Kpnl; las flechas indican
los tamafios de las bandas cuando el inserto se ha introducido en la orientacion deseada, 6.3 y
2.5 kb 3, plasmido digerido con EcoRV; las flechas indican los tamafios de las bandas, 7.1y
1.4 kb, correspondientes a orientacidn correcta de inserto 4, marcador de masa molecular con

fragmentos que se diferencian en 50 pb. 5, marcador de masa molecular A-Hindlll.
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Ademas, la identidad del inserto BC2 también se comprobd por

secuenciacion.

Una vez obtenido el vector pGKneoBC2, se procedid a la obtencion del
fragmento de DNA EX2 mediante digestion del vector intermedio pTOPO-EX2
con la enzima Xmal. Seguidamente, efectuamos la clonacién del fragmento en
el sitio Xmal del vector pGKneoBC2. En la siguiente Figura observamos una
electroforesis del plasmido pGKneoBC2-EX2, obtenido a partir de una colonia

positiva de bacterias transformadas, digerido con la enzima Xmal.

1 2 3 4 5
= 8.5kb

=2.5kb ‘7

Figura 22. Anédlisis por electroforesis en gel de agarosa de la digestion de pGKneoBC2-
EX2 con Xmal. A la altura aproximada de 8.5 kb se observa el vector pGKneoBC2 lineal. La
flecha sefiala una altura correspondiente a unas 2.5 kb, tamafio coincidente con el
correspondiente al fragmento EX2. 1> 3 digestiones de colonias transformadas con el vector
pGKneoBC2-EX2 con la enzima Xmal. 4, marcador de masa molecular A-Hindlll. 4, marcador

de masa molecular con fragmentos que se diferencian en 50 pb.

En este caso también se llevé a cabo un andlisis de restriccion con la

enzima Apal para comprobar la orientacion del inserto EX2 en el vector
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pGKneoBC2-EX2. El resultado de una digestion tipica puede observarse en la

Figura 23.

MR

2.6 kb

Figura 23. Anélisis por electroforesis en gel de agarosa de la digestiéon de pGKneoBC2-
EX2 con Apal. Las flechas sefialan los tamafios obtenidos al digerir dos plasmidos
procedentes de colonias positivas en las que el inserto se ha introducido con la orientacion
deseada. 1, plasmido sin digerir. 2 y 3, plasmidos procedentes de dos colonias distintas de
bacterias digeridas con Apal; las flechas indican los tamafos esperados cuando el inserto se
ha introducido en orientacion sentido: bandas de 8443 y 2557 kb. 4, plasmido procedente de
una colonia positiva de bacterias digerida con Apal; la orientacién en este caso fue contraria a
la esperada: bandas de 6557 y 4423 kb. 5, marcador de masa molecular A-Hindlll. 6, marcador

de masa molecular con fragmentos que se diferencian en 50 pb.

El analisis de restriccion se realiz6 con DNA extraido de todas las
colonias bacterianas que resultaron positivas tras la transformacion. Aquellos
plasmidos que presentaron un patrébn de bandas correspondiente a la
orientacion del inserto deseada se enviaron también a secuenciar,

comprobando asi la identidad de la secuencia.

El ultimo paso para la obtencion de la construccién A completa consiste

en la integracion del brazo largo de homologia en el vector pGKneoBC2EX2 en
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el sitio de restriccion Sacll. El fragmento de DNA BL se obtuvo a través de la
digestion de pTOPO-BL con la misma enzima. En la siguiente Figura
observamos el resultado de la digestion del plasmido pGKneoBC2EX2-BL con

la enzima Sacll.

=11 kb

=4 kb

Figura 24. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de la digestion de
pGKneoBC2EX2-BL con Sacll. Las flechas sefialan las alturas correspondientes al plasmido
pGKneoBC2EX2 lineal (unas 11 kb) y al inserto BL liberado (= 4 kb). 1, plasmido
pGKneoBC2EX2-BL sin digerir. 2, plasmido pGKneoBC2EX2-B digerido con Sacll. 3, marcador

de masa molecular de alto rango HRL (1.5-10 kb).

El plasmido pGKneoBC2EX2BL se secuenci6 directamente
comprobando la identidad del inserto BL y la orientacion sentido del mismo. Se
complet6 asi la construccibon A, correspondiente al plasmido
pGKneoBC2EX2BL, quedando lista para la electroporacién en células madre

embrionarias murinas.
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2.3.2 Construcciéon B

El primer paso para la obtencion de la construccion B consiste en la
digestion de pGEMT-BC234 con Sall, obtencién del fragmento BC234 y
subclonacién del mismo en el sitio Sall del vector pGKneo. Las colonias
obtenidas tras clonacion del inserto BC234 en el sitio de restriccion del vector
mencionado se analizaron directamente por PCR-colony, realizada con los
cebadores empleados para la obtencién del mismo BC234Fw y BC234Rev. En

la Figura 25 vemos una muestra del resultado de la PCR:

(N N N N

2 kb

Figura 25. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de la PCR-colony realizada sobre
colonias transformadas con pGKneoBC234. Las flechas sefialan el tamafio obtenido al
realizar la PCR con los cebadores BC234Fw y BC234Rev. Fragmento amplificado de 2 kb,
correspondiente al tamafio esperado de inserto. 15, resultado de la PCR sobre cinco
colonias distintas. 6, marcador de masa molecular A-Hindlll. 7, marcador de masa molecular

con fragmentos que se diferencian en 50 pb.
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Se extrajo el material genético de aquellas colonias que amplificaron el
tamafio esperado de 2 kb y se envié a secuenciar, comprobando asi la
identidad y orientacion del inserto BC234, consiguiendo el vector
pGKneoBC234. En este punto se encuentra el avance en la construccion B. De
forma analoga a la construccién A, los siguientes pasos a llevar a cabo
requerirdn la subclonacién de los fragmentos EX234 y BL, sucesivamente, en

el vector de transferencia pGKneo.

2.3.3 Construccién “Mock”

Para la obtencién de la construccion ficticia o de prueba “Mock”, se
procedid a la purificacion del inserto BCext, a partir del vector intermedio
pTOPO-BCext, y a la subclonacion en el sitio Hindlll del vector pGKneo. Puesto
gue la finalidad de esta construccién es la ratificacion de la utilidad de los
cebadores NeoBCext directo y reverso, de nuevo es importante comprobar la
orientacion del inserto en la construccion pGKneo-BCext. En la Figura 26
tenemos una muestra del analisis realizado para determinar la orientacion del

inserto:
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1 3 4 6 7
8.6 kb 2 2

A

1.8 kb

Figura 26. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de la digestién de pGKneo-BCext
con EcoRV. Las flechas sefalan los tamafios obtenidos al digerir DNA plasmidico procedente
de una colonia positiva en la que el inserto se ha introducido con la orientacion deseada. 1,
plasmido sin digerir. 2, 4 y 5, plasmidos procedentes de colonias distintas digeridos con
EcoRV; la orientacion en este caso fue contraria a la esperada: bandas de longitud 8263 y
2183 pb. 3, pldsmido procedente de una colonia positiva digerido con EcoRV; las flechas
indican los tamafios esperados cuando el inserto se ha introducido en orientaciéon sentido:
bandas de longitud 8638 y 1818 pb 6, marcador de masa molecular A-Hindlll. 7, marcador de

masa molecular de alto rango HRL (1.5-10 kb).

El plasmido cuyo resultado en andlisis de restriccion dio positivo se
envié a secuenciar, finalizando asi el proceso de obtencién de la construccién
pGKneoBCext 0 construccion “Mock”. Tomando como molde este plasmido, se
realizaron PCRs con los cebadores NeoBCext Fw y NeoBCext Rv para poner a
punto las condiciones de la reaccién y comprobar que los cebadores amplifican
correcta y especificamente. Podemos observar el resultado en la siguiente

Figura:
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12 3 45

%3 kb\

Figura 27. Anélisis por electroforesis en gel de agarosa del resultado de la PCR sobre
pGKneoBCext. La imagen muestra el resultado de la reaccion de PCR sobre la construccion
“Mock”, demostrando la idoneidad de los cebadores NeoBCext Fw y NeoBCext Rv. 1y 2, PCR
sobre DNA molde a distintas concentraciones; la flecha sefiala la altura correspondiente al
amplicon esperado (2975 pb). 3, control negativo de la PCR. 4, marcador de masa molecular A-

Hindlll. 5, marcador de masa molecular de alto rango HRL (1.5-10 kb).

2.3.4 Construcciéon de EUCOMM

Como ya hemos comentado al comienzo del apartado de Resultados, la
presencia o ausencia del exén 1 en el brazo largo de homologia nos permitira
progresar en la obtencion de ratones KO para el gen GIs2 que seran
condicionales para las distintas isoformas GLS2 (GAB y LGA). Tanto la
construccion A (terminada) como la construccion B (en progreso) presentan
una mutacion que daria lugar a un KO directo de GAB y condicional de LGA.
Se adquiri6 del consorcio EUCOMM (The European Conditional Mouse
Mutagenesis) una linea celular ES murina transgénica que contenia una casete
transgénica de Gls2 que hemos llamado construccién C. La construccion C

posee todos los elementos necesarios para realizar un KO condicional
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descritos en este apartado anteriormente (Figura 28): lleva inserta un brazo de
homologia en el extremo 5' de 5.3 kb que incluye el ex6n 1 del gen GIs2 y un
brazo de homologia en el extremo 3' de 6.99 kb. Los sitios LoxP se encuentran
flanqueando los exones a eliminar (secuencias desde el exdn 2 hasta el exén
7) y los sitios Frt flanquean al gen de la neomicina de seleccién positiva (ver
secuencias completas en Apéndice). Al estar presente el exén 1 en el brazo de
homologia del extremo 5', la construccion C daria lugar a un KO condicional

para ambas isoenzimas GAB y LGA.

Brazo de homologia 5’ Brazo de homologia 3’
(5377 pb) (3914 pb)
1 2 7 8...12
Promotor
(L1L2_Bact_P)

Figura 28. Estructura de la construccion EUCOMM. Se muestran las zonas de
homologia, la zona a eliminar y los sitios de reconocimiento de las recombinasas Cre y
Flipasa. El brazo de homologia 5' incluye secuencia 5'-flanqueante del gen Gls2, el
exon 1y parte del intron 1, para un total de 5377 pb. Los exones 2 a 7, incluidos entre
los sitios LoxP, seran eliminados tras cruce con los animales mutantes que expresan
la recombinasa Cre. El brazo de homologia 3' tiene una longitud de 3914 pb,
incluyendo los exones "floxeados" y los exones 8 a 12. Neo: gen de resistencia a la
neomicina para seleccion positiva, LoxP: sitios de reconocimiento LoxP, Frt: sitios de

reconocimiento Frt, DTA: gen de la toxina de la difteria para la seleccion negativa.
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3. Resultado de la microinyeccién de células ES con construccién

transgénica de Gls2 adquirida de EUCOMM (construcciéon C)

La linea celular JMBA1.N3 se consiguid a través del consorcio
EUCOMM, procedente de la estirpe C57BL6. El consorcio nos suministrd
igualmente la contruccién C (Figura 28), nueva construccion portadora del gen
Gls2 modificado para generar animales KO condicionales totales de ambas
isoenzimas GLS2 (GAB + LGA), asi como células ES murinas mutantes
conteniendo la casete transgénica por recombinacion homodloga. La
confirmacion de la integridad del alelo mutante (integridad de la casete
transgénica) fue confirmada mediante un genotipado por PCR, empleando
cebadores especificos de los sitios LoxP y de las secuencias del gen Gls2

situadas en los brazos de homologia 5'y 3' (Figura 29, Esquema 1y Tabla 1).
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435 pb
DNA nativo

268 pb -~ “
DNA mutado

272 pb
A B DNA mutante

Figura 29. Analisis por electroforesis en gel de agarosa del resultado de la PCR sobre
dos clones de las células JM8BA1.N3. Comprobacién de la integridad del alelo mutante o
casete transgénica de la construccion C con las células JM8A1.N3. A. Resultado de PCR
empleando como cebador inverso LoxP reverse disefiado sobre secuencia Unicamente
presente en el clon mutante (sitio LoxP mas 3'), y no en el DNA original. 1, resultado de PCR
sobre primer clon. 2, resultado de PCR sobre segundo clon. 3, resultado de PCR sobre DNA
nativo sin mutacion. M, marcador de masa molecular. B. Resultado de PCR empleando
cebadores Gls2-5'arm, Gls2-3'arm y LAR3reverse (Tabla 1) que amplifican secuencias de
distintos tamanos en el DNA nativo con respecto al DNA de los clones en los que se ha llevado
a cabo la recombinacion homéloga. M, marcador de masa molecular. 1, resultado de PCR
sobre primer clon. 2, resultado de PCR sobre segundo clon. 3, resultado de PCR sobre DNA

nativo sin mutacion.

Tabla 1. Cebadores para genotipado por PCR sobre los clones de las células
JMB8A1.N3.

Cebador SECUENCIA Sitio de hibridacion
LoxP TGAACTGATGGCGAGCTCAGACC | Sitio LoxP mas cadena abajo (3)
reverse
Gene F TTGTGGTCAGCTCCCTGATCAAGG | Exdn 7 (zona floxed)

Gls2-5'arm TCCACCTGAGTGAGGTAGACATCC | Intron 1, Brazo de homologia 5’

Gls2-3'arm ACCATCTGGCAGGTTCTGTGATCC | Exon 8, Brazo de homologia 3’

LAR3reverse | CAACGGGTTCTTCTGTTAGTCC Vector, region engrailed-2 splice
acceptor (En2/SA)
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Gls2-3'arm

G

s2-5arm Gls2-3'arm

Esquema 1. Sitios de hibridacién de los cebadores indicados en Tabla 1. Se
indican dos opciones: opcién 1, para la verificaciéon de la integridad del gen Gls2 en la
construccion C y la presencia del sitio 3'LoxP (Figura 29, A); opcién 2, para comprobar

los clones en los que se ha llevado a cabo la recombinacion (Figura 29, B).

Se llevd a cabo el cultivo de la linea celular JM8A1.N3, con la
construccién C integrada, junto con otra linea de células madre embrionarias
ES procedentes de embriones resultantes de cruce entre cepas F1DAB2 y
C57BL6, de capa oscura. En esta segunda linea celular se procedera a la
transfeccion por electroporacion de la construccion A. Ambas lineas celulares
de descongelaron y cultivaron en placas con feeder cells (fibroblastos de raton)
inactivados durante tres dias. Las células presentaban una morfologia

apropiada y llegaron a un 50-60% de confluencia (Figura 30).
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Figura 30. Imagen de un cultivo de células ES murinas. Las flechas sefialan
algunas de las células ES (forma de isla). Se observa también la capa de feeder cells

(fibroblastos de ratdn) sobre la que han crecido las células ES.

Posteriormente, se procedié a la microinyecciéon de células JM8A1.N3
modificadas genéticamente en embriones de la cepa CD1, de capa blanca
(Figura 31). La inyeccion se llevd a cabo en las fases de crecimiento de
embrion de 8 blastémeras y se implantaron en el Utero de la madre adoptiva,
también CD1, a un tiempo igual a 12 horas posteriores al coito (Ramirez y col.,
2009). Los resultados de los experimentos llevados a cabo, nacimiento de crias

y quimerismo en ellas se recogen en la Tabla 2:

Tabla 2. Resumen de los distintos experimentos de microinyeccion de

células JM8A1.N3 mutantes.

Experimento | Embriones Namero de Transferencia | Nacimientos | Quiméricos Nivel
inyectados ES
1 11 10 1 3 1 2
2 43 12 2 6 4 ON 2
Muertos
3 42 12 2 2 2 ON
4 47 12 2 0
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5 20 10 1 0
6 44 10 2 0
7 30 9 2 1 0
8 42 9 2 0
9 42 4 2 0
10 48 4 2 0
11 20 2 1 4 0
12 42 4 2 4 1 ON
13 19 2 1
14 12 3 1 2 0
15 56 3 3 7 1 5
16 14 5 1 2 1 1
17 40 5 2 2 0
18 16 10 1 1 1 ON Muerto
19 14 10 1 2 1 1
20 34 5 2 0
21 18 5 1 0
22 32 10 2 1 1 Muerto
23 53 2 2 0
24 90 2 2 2 0
25 37 2 2 5 0
26 28 3 1 1 1 Muerto
27 29 3 1 3 1 ON
Total 829 51 15 5

Se llevaron a cabo 27 experimentos en los que se realizaron un total de
829 inyecciones. Solo progresaron algunos de los embriones inyectados,

dando lugar a la suma de 51 nacimientos. De los animales que nacieron,
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fueron 15 los que dieron pruebas de quimerismo en distintos niveles. Los
grados de quimerismo se asignaron en porcentajes del mismo de la siguiente

forma:

= Nivel 1 > hasta un 25%

= Nivel 2 > entre 25y 50%

= Nivel 3 > entre 50y 75%

= Nivel 4 > entre 75y 100%

= ON - animales con “ojos negros”, que corresponde a un grado de

guimerismo entre 4y 5.

Los animales quiméricos obtenidos (Figura 32) se han de cruzar con
ratones de la estirpe CD1 para obtener animales homocigotos o fundadores.

En este momento el proyecto se encuentra en esta fase de cruce de animales.

Una vez se obtengan animales fundadores, se debe continuar el estudio
mediante el cruce con un segundo animal que exprese la recombinasa Cre en
cerebro mediante un promotor especifico y obtener asi un raton KO de Gls2 en
cerebro, procedente de la modificacion genética introducida por la construccién

C.
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Figura 31. Imagenes muestra de microinyeccion. 1 y 2, microinyeccion de células
ES en embriones en estado de 8 células. Las células fueron inyectadas a través de

una perforacion en la zona pelicida realizada mediante una aguja de inyeccién

convencional.

Figura 32. Iméagenes muestra de ratones quiméricos. Ratones quiméricos

producidos por microinyeccién de células ES en el estadio de 8 blastoméras.

La construccion A se encuentra en una fase previa, futuros trabajos

comprenderan la electroporacion de la misma en células madre embrionarias
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murinas ES (F1DAB2 x C57BL6) y comprobaciéon de la integracion y
recombinacién homéloga en el genoma mediante PCR (utilizando los
cebadores NeoBCext Fw y NeoBCext Rv) y mediante seleccion negativa
(incorporacion/no incorporacion gen DTA). Confirmada la recombinacion
homdéloga, se procedera al cultivo y microinyeccién de las células tal y como se

ha realizado con la linea IM8A1-N3.
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4. Clonacién, secuenciacion y caracterizacion de transcritos del gen Gls2

en mamiferos

Ademas de iniciar y desarrollar las técnicas knockout para el futuro
analisis de la funcion del gen Gls2, mediante el fenotipado de animales que
posean su expresion anulada en tejidos concretos, tanto a nivel conductual
como molecular, también realizamos estudios para profundizar en la regulacién
de la expresion génica del gen Gls2 en mamiferos, incluyendo experimentos de
caracterizacion de sus transcritos. Como se expuso en la Introduccion, se han
caracterizado dos transcritos del gen Gls de mamiferos (KGA y GAC), que
aparecen por un mecanismo de corte y empalme alternativo, mientras que
apenas nada se conoce acerca de la expresion y procesamiento del gen GIs2.
Evidencias experimentales previas sugerian la posible existencia de transcritos
alternativos del gen Gls2. Asi, el cDNA de la GA tipo L aislado de células ZR-75
de cancer de mama (Gémez-Fabre y col., 2000), y posteriormente denominado
GAB (de la Rosa y col.,, 2009), mostr6 una secuencia de nucleétidos y
aminoacidos con un notable grado de identidad con la isoenzima LGA de
higado de rata (89% y 94%, respectivamente) (Smith y col., 1990; Curthoys y
Watford, 1995). Cabe destacar que también se encontraron importantes
diferencias: la LGA de rata es 67 aminoacidos mas corta que la GAB humana
en el extremo N-terminal y la enzima de rata carece de todos los aminoacidos
codificados por el exén 1 y los 6 primeros aminoacidos del exén 2 de la
humana (Pérez-Gémez et al.,, 2003). Los resultados de estos estudios nos
indujeron a pensar que la existencia de transcritos alternativos del gen Gls2 era

muy probable, tal y como ocurre con el gen Gls de mamiferos. En el estudio
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que se detalla a continuacion, hemos usado una combinacién de
aproximaciones y técnicas bioquimicas, de biologia molecular y
bioinforméaticas, que han conducido a la demostracién, por primera vez, de la
existencia de transcritos alternativos del gen ortélogo Gls2 en raton, rata y

humanos.

4.1 Aislamiento de transcritos alternativos del gen Gls2

El primer indicio de la existencia de transcritos alternativos para el gen
Gls2 de mamiferos surgié del andlisis de secuencias de rata y raton
depositadas en las bases de datos Rat Genome Sequencing Consortium,
GenBank y Ensembl. Detectamos que la zona 5-UTR y el inicio de la
secuencia codificante de la LGA de higado de rata (Chung-Bonk y col., 1997)
mostraban una gran similitud con las secuencias presentes en el extremo 3’ del
intrén 1 del gen GIs2 humano y de ratén, lo que sugeria que un transcrito corto
LGA podria también expresarse en estas especies. Por este motivo, disefilamos
experimentos de RT-PCR sobre tejido humano y de raton para aislar los
transcritos cortos LGA ortélogos de la LGA de higado de rata (Smith y Watford,

1990).

Para aislar los transcritos LGA por RT-PCR se disefiaron cebadores
sentido en la zona final del intrén 1 del gen Gls2 humano (Pérez-Gémez y col.,
2003) y de ratébn (NCBI Mus musculus Genome Build 37.2). El cebador
disefiado del intrén 1 humano se us6 para amplificar el transcrito LGA de

higado y cerebro humano, mientras que el cebador derivado del intrén 1 de
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raton sirvié para amplificar la LGA de rata y raton, indistintamente. En todos los
casos se empled un Unico cebador antisentido, GSP-6, que alinea con el exén
2 del gen GLS2 humano y con el exdn 1 del gen Gls2 de las especies rata y
raton. Los productos de PCR obtenidos presentaron el tamafio esperado; el
analisis de su secuencia demostré una alta similitud con la isoenzima LGA de
higado de rata (Figura 33); lo cual demuestra que la expresion de la isoforma
LGA ocurre en otras especies y tejidos y no esta restringida Unicamente a

higado de rata.

Figura 33. Comparacion de las secuencias de los productos de RT-PCR para
transcritos LGA en tejidos de rata, ratbn y humano. La identidad de cada
fragmento amplificado fue comprobada mediante alineamiento con la secuencia
conocida del cDNA de la LGA de higado de rata (GenBank#J05499), empleando el
programa BLAST. Los fragmentos de la zona 5’ de las secuencias de cDNA obtenidas
por RT-PCR y correspondientes a las LGA de cerebro de ratdon (Brain-mLGA) e
higado humano (Liver-hLGA) se alinearon con las secuencias de cDNA de la LGA de
higado de rata (Liver-rLGA). En color rojo se muestran los nucledtidos idénticos,
mientras que los nucleédtidos diferentes se muestran en azul. El alineamiento de la

secuencia se realizd con el programa Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

145



Resultados y Discusion

Posteriormente, intentamos encontrar secuencias genémicas homoélogas
al exon 1 del mRNA de la isoforma GAB humana en los genes GA de rata y
raton. Para ello, se realiz6 mediante BLAST una comparacion de secuencia
entre el exdn 1 del mRNA de la isoforma GAB humana (Aledo y col., 2000;
Pérez-Gémez y col., 2004) y las secuencias gendémicas de rata (Rnor 3.3, Rat
Genome Sequencing Consortium) y raton (Ensembl v35). Mediante este
andlisis identificamos una regiébn homoéloga (identidad >95%) en la zona 5'-
flanqueante de ambos genes Gls2, aproximadamente 5.2 y 4 kb cadena arriba
de sus respectivos sitios de inicio de la transcripcion (TSS) en el cromosoma 7
de rata y en el cromosoma 10 de raton. Con esta evidencia experimental, se
diseid una nueva estrategia de RT-PCR para probar la existencia de
transcritos ortélogos de GAB en higado y cerebro de rata y raton, con los
cebadores y programas de RT-PCR detallados en Materiales y Métodos. Los
productos obtenidos por RT-PCR se secuenciaron y el resultado se muestra en
la Figura 34, donde podemos apreciar la homologia con el cDNA de la
isoenzima GAB aislado de células ZR-75 de cancer de mama humano (Pérez-
GOmez y col., 2000), demostrando que transcritos GAB se expresan también

en rata y raton.
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Figura 34. Comparacién de las secuencias de los productos de RT-PCR para
transcritos GAB en tejidos de rata, ratdbn y humano. La identidad de cada
fragmento amplificado fue comprobada mediante alineamiento con la secuencia
conocida de GAB humana (GeneBank #AF348119), empleando el programa BLAST.
Los fragmentos de la zona 5’ de las secuencias de cDNA obtenidas por RT-PCR y
correspondientes a las GAB de higado de rata (Liver-rGAB) y cerebro de raton (Brain-
MGAB) se alinearon con la secuencia de cDNA de la GAB de células ZR-75 de cancer
de mama humano (ZR75-hGAB). En color rojo se muestran los nucleétidos idénticos,
mientras que los nucleétidos diferentes se muestran en azul. El alineamiento de la

secuencia se realizd con el programa Multalin(http:/multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

Una vez que demostramos la co-expresion de transcritos GLS2 en
distintos tejidos de mamiferos, demostrando, por tanto, que la GAB humana no
es el transcrito ortélogo de la LGA de higado de rata, decidimos llevar a cabo la
clonacién del transcrito LGA humano para realizar una caracterizacion mas
profunda y estudios funcionales adicionales. Elegimos cerebro como el tejido
de referencia para clonar este transcrito por RT-PCR. El transcrito fue

secuenciado en su totalidad y la secuencia depositada en la base de datos
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GenBank (GenBank #775422) (Figura 35). La secuencia de nucleétidos de la
isoforma LGA humana muestra una identidad del 89% con la LGA de higado
de rata (analisis con el programa BLAST); el transcrito presenta un marco
abierto de lectura de 1698 nucleétidos que codifica una proteina tedrica de 565
aminoacidos (Figura 35). Asimismo, se comprobé que la secuencia deducida
de aminoacidos presenta un 91% de identidad con respecto a las proteinas

LGA de rata y GAB humana (andlisis con el programa Clustalw) (Figura 36).
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Figura 35. Secuencia de nucleétidos y secuencia deducida de aminoacidos del
transcrito LGA humano. El transcrito corto LGA fue amplificado mediante RT-PCR a
partir de mRNA de cerebro humano, tal y como se describe en la seccion de
Materiales y Métodos. El cDNA aislado fue secuenciado en su totalidad y se muestran
la secuencia de nucleodtidos y la secuencia deducida de aminoacidos bajo ésta. Los
dos primeros codones ATG de inicio de la traduccion se marcan en rojo; las regiones
5-UTR y 3'-UTR se muestran con fondo amarillo. El primer aminoacido es la metionina
de inicio y el coddén de parada esta indicado con un asterisco. Se usé el programa
Prettyseq para disponer en forma ordenada ambas secuencias
(http://emboss.sourceforge.net/apps/release/6.4/emboss/apps/prettyseq.html).
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Figura 36. Comparaciéon de las secuencias N-terminales de aminoacidos en las
proteinas LGA y GAB de tejidos de rata, ratdbn y humano. Para una mayor claridad,
mantenemos aqui el mismo orden ya empleado en las Fig. 33 y 34 de comparacién de
secuencias de nucleétidos de estas isoformas. Panel superior: las secuencias N-
terminales de aminoacidos de la isoenzima LGA de cerebro de ratdn (Brain-mLGA) y
de higado humano (Liver-hLGA) se alinearon con la secuencia conocida de
aminoéacidos de la LGA de higado de rata (Liver-rLGA, GenBank #J05499). Panel
inferior: las secuencias de aminoacidos de la isoenzima GAB de higado de rata (Liver-
rGAB) y cerebro de ratén (Brain-mGAB) se alinearon con la secuencia conocida de
aminodacidos de la GAB humana aislada de células ZR-75 de cancer mamario (ZR75-
hGAB, GenBank #AF348119). Aminoacidos idénticos se muestran en color rojo,
mientras que los aminoacidos diferentes se muestran en color negro. En color azul se
muestran secuencias coincidentes en dos de los tres casos estudiados. El
alineamiento de la secuencia se realizd6 con el programa Multalin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin).
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Queremos resaltar que, durante los estudios de clonacién del transcrito
LGA humano, aislamos por RT-PCR tres transcritos GLS2 no codificantes que
contienen codones de parada prematuros y que fueron, asimismo, depositados
en la base de datos GenBank.. Dos de ellos resultaron ser transcritos de
cerebro humano con mutaciones terminadoras (non-sense transcripts) en los
que faltaban los exones 4 y 10, respectivamente (GenBank #HM775423 y
#HM775424). La ausencia de estos exones supone una alteraciéon en la pauta
de lectura de los transcritos, dando lugar a codones de parada prematuros vy,
por consiguiente, a proteinas erréneas o truncadas. Se aislé un tercer transcrito
no codificante de cerebro de raton mediante RT-PCR. En este caso, se
encontraba parcialmente retenida la secuencia del intrén 2, dando lugar a un
transcrito non-sense (GenBank# EU770627). Finalmente, en otra serie de
experimentos, fuimos capaces de identificar fragmentos de secuencias
expresadas (expressed sequence tags o ESTs) que apoyaban, asi mismo, la
existencia de transcritos GAB codificados por genes Gls2. La secuencia
genomica de la GAB humana (Pérez-Gémez y col., 2003) se compar6 con la
base de datos EST de Homo sapiens. El mismo analisis se realiz6 con las
secuencias genémicas de GlIs2 de rata y ratdn, depositadas en la versidon
vigente del proyecto genoma de rata del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (version 37) y en la base de datos del proyecto
Ensembl (proyecto de software que produce y mantiene anotaciones
automaticas de genomas eucariotas, particularmente raton.
Wellcome_Trust_Sanger Institute/Instituto Europeo de Bioinformética),
respectivamente. Varias secuencias EST apoyaron la existencia de trancritos

largos GAB en ambas especies, concretamente GenBank #BC104712 vy
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#BC089776 en rata y GenBank #A1195692.1, #BB633707.1 y #BY243446.1 en
raton. Por el contrario, no se encontraron secuencias EST para los transcritos
cortos LGA en las bases de datos de humano, rata y ratéon. Una causa que
podria explicar la ausencia de secuencias EST LGA-especificas radica en el
hecho de que para obtenerlas se necesita remontar hasta la region distintiva 5'-
UTR de la secuencia de LGA, muy rica en bases GC vy, por lo tanto, dificil de

retro-transcribir por la enzima transcriptasa reversa.

4.2 El transcrito LGA aparece por un mecanismo de sitio alternativo de

inicio de la transcripcion y posee un promotor alternativo

El analisis de las secuencias de las variantes GAB y LGA demuestra, de
forma evidente, que el transcrito corto LGA aparece por un mecanismo
denominado sitio alternativo de inicio de la transcripcion, ya que su TSS se
localiz6 en la zona final (extremo 3’-terminal) del primer intrén del gen Gls2.
Debido a la gran longitud de este primer intron (mas de 7 kb en humano y 4 kb
en rata y ratén) el promotor que regule la expresion de LGA debe ser,
necesariamente, distinto del que regula la expresion de GAB, ya que ha de
estar situado en la region que flanquea su primer exon. Para mapear esta
region reguladora, y localizar exactamente el sitio de inicio de la transcripcion
de LGA, se llevaron a cabo experimentos de extensién de un cebador 5’
(primer extension analysis) (Figura 37). Se emplearon tres cebadores distintos,
aunque so6lo con uno de ellos obtuvimos un resultado consistente de
amplificacion mediante transcripcién inversa, dando lugar a dos bandas en la

autorradiografia (Figura 37). La banda mas alta, sefialada con una flecha en la
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Figura 37, corresponde a un tamafio de 140 nucleétidos, por comparacién con
marcadores de masa molecular que se analizaron en paralelo en el mismo gel
(margen izquierdo de la Figura 37). Esto significa que la transcripcion de la
isoforma LGA de cerebro humano comienza en el nucleétido de adenina
localizado 140 nts cadena arriba del codén de inicio de la traduccién (Figura
35). La secuencia del TSS de la LGA humana se asemeja a las secuencias
consenso para inicio de la transcripcidn en eucariotas y es casi idéntica al sitio
de inicio de la transcripcion del mRNA ort6logo de la LGA de higado de rata

(Chung-Bok y col., 1997).
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Figura 37. Analisis por extensién de un cebador 5 de RNA de cerebro humano.
Los cebadores GSP-6, PEXT1 y PEXT2, que flanquean el extremo 5’ terminal del

cDNA de la isoforma LGA humana, fueron marcados con **P con [y-*]

ATP y la enzima
T4 polinucledtido quinasa. Se mezclé mRNA poli(A)* de cerebro humano (aprox. 0.5-1
p1g) con los cebadores radiactivos y con la transcriptasa reversa del virus de la
mieloblastosis aviar. Los productos de estas reacciones se separaron por
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 8% (p/v). Las calles PEXT1,
PEXT2 y GSP-6 indican el nombre del cebador empleado en cada caso. El tamafio de
los productos de cDNA de hebra sencilla obtenidos (en bases) se estimé por
comparacion con el marcador de DNA ®X174 Hinfl (calle M). Calle C+: producto
amplificado con un control positivo de kanamicina. Calles C-: controles negativos
usando PEXT2 sin mRNA molde. La flecha indica el producto especifico GA de
aproximadamente 140 nucle6tidos obtenido por transcripcion reversa con el cebador
PEXT2. En la parte superior de la Figura se muestra un esquema con la posicion
aproximada de los tres cebadores en relacion con el TSS (+1) y los dos primeros

codones ATG del transcrito LGA humano.
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Obviamente, el candidato a promotor alternativo mas probable para el
transcrito LGA humano ha de estar localizado secuencia arriba de su TSS, en
la zona 3'-terminal del intron 1 del gen GLS2. Para ratificarlo, se realiz6 un
andlisis bioinformatico del fragmento de 1.5 kb en la zona 5’ distal del sitio de
inicio de la transcripcion, encontrando numerosos sitios de reconocimiento de
factores de transcripcién (Figura 38), que apoyan, por tanto, la hipétesis de que
se trata de un fuerte promotor funcional para el transcrito LGA humano. Los
principales sitios de reconocimiento de factores de transcripcion encontrados
fueron las cajas AP-1, TATA-like, GATA-1, CAAT, SP1 y p53. Ademas, se
encontrd6 una zona promotora distal al comienzo del intrén 1 del gen GLS2,
separada unas 7 kb del TSS de LGA, que contiene, entre otras, las siguientes

cajas consenso: c-Myb, c-Myc, AP-2 y NF-kappa B (Figura 38).

Evidencia adicional para nuestra hip6tesis de que la regién 3'-terminal
del intron 1 es un promotor alternativo que regula la transcripcion de LGA fue
obtenida de la Enciclopedia de Elementos de DNA (ENCODE), producida por el
consorcio ENCODE (Consorcio para el proyecto ENCODE, 2007, The National
Human Genome Research Institute (NHGRI), http://www.genome.gov/encode/).
El analisis del locus gendmico GLS2 humano para buscar marcas de histonas
(H3K4Mel y H3K27Ac: metilacién del residuo de lisina 4 y acetilacion del
residuo lisina 27, ambos en la histona H3) asociadas a elementos
potenciadores (enhancer) y promotores de la transcripcion en varias lineas
celulares humanas detecté tres regiones principales: el promotor canénico de
GAB, el promotor alternativo de LGA y una region distal localizada en el
extremo 5’ del intron 1 (Figura 39). Sin embargo, la marca de histona

H3K4Me3, que se asocia normalmente a zonas promotoras, solo se detect6 en

155



Resultados y Discusion

el promotor GAB y en la regidon potenciadora (enhancer) del comienzo del
intron 1, tanto en corteza frontal cerebral como en lineas celulares humanas
(Figura 39). La presencia de islas CpG difiere notablemente en ambos
promotores: el promotor GAB tiene un alto contenido, mientras que no se
encontraron islas CpG en el promotor LGA (Figura 39). Por ultimo, los datos de
inmunoprecipitacion del DNA, dependiente de metilacion, y su secuenciacion
(MeDIPseq) para las regiones reguladoras de GAB y LGA en cerebro humano
también mostraron un patrén diferencial: la region potenciadora y el promotor
alternativo de LGA no muestran metilacion del DNA, mientras que la zona

proximal del promotor GAB aparece metilada (Figura 39).
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Figura 38. Principales sitios de reconocimiento de factores de transcripcion
presentes en el promotor alternativo del transcrito LGA humano. El esquema
muestra las 7341 pb del intron 1 del gen GLS2 humano. El sitio de inicio de la
transcripcién se indica con +1. Se representan las secuencias de la region
potenciadora distal (desde el nucledtido -7340 al -6540) y la regién promotora proximal
(desde el nucleétido -1500 hasta el +1). Los principales sitios de unién de proteina
detectados por analisis informatico se indican mediante lineas verticales y por su
nombre en negrita bajo la secuencia. Se emple6 el programa TESS
(http://www.chil.upenn.edu/tess) para buscar los motivos consenso de los factores de
transcripcién. Se encontré un segundo motivo p53 entre las zonas promotoras distal y
proximal (aprox. en la zona del nucle6tido -3875), indicado en la parte superior del

diagrama con caracteres tipograficos normales.
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Figura 39. Marcas de histonas asociadas a regiones promotoras y potenciadoras
de la transcripcién, islas CpG y estado de metilacién del locus génico GLS2
localizado en el cromosoma 12 humano, recogidas en la enciclopedia de
elementos del DNA (ENCODE). Por simplicidad, solo se muestran resultados para los
cuatro primeros exones del gen GLS2 humano y para la zona gendmica flanqueante
del extremo 5 (mostrados en la parte superior de la Figura). Se presentan seis
graficas que, de arriba a abajo, muestran: 1°,marca de histona H3K4Me1l asociada con
zonas promotoras y potenciadoras en 9 lineas celulares humanas; 2°, marca de
histona H3K4Me3 asociada a promotores en 8 lineas celulares humanas; 3°, marca de
histona H3K27Ac asociada con zonas promotoras y potenciadoras en 8 lineas
celulares humanas; 4°, islas CpG que se muestran con una barra horizontal color
verde; 5° marca de histona H3K4Me3 asociada a promotores y procedente de datos
de inmunoprecipitacién de cromatina y secuenciacién (ChiP-seq) y; 6° datos de
inmunoprecipitacion de DNA, dependiente de metilacién, y secuenciacién en cerebro
humano (Methylation-dependent immunoprecipitation of DNA and sequencing,
MeDIP-seq).
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4.3 Cuantificacién de transcritos GAB y LGA mediante PCR cuantitativa a

tiempo real (real-time PCR)

Se llevaron a cabo experimentos de PCR cuantitativa a tiempo real
(gPCR o real-time PCR) para la cuantificacion de los dos transcritos GLS2 de
GA en cerebro e higado de mamiferos, tejidos donde previamente habiamos
demostrado coexpresion de ambas isoformas. La abundancia relativa de
ambos transcritos resultd ser tejido-especifica y, mas sorprendentemente,
también especifica para cada especie. Asi, mientras que en cerebro de raton la
isoforma LGA fue algo mas abundante que GAB, en cerebro de rata se
encontrd hasta cuatro veces mas cantidad de mRNA de GAB que de LGA
(Figura 40). Como control y referencia para el método de qPCR desarrollado,
se cuantificé el numero de copias de mRNA de la isoenzima KGA. En cerebro
de raton, la abundancia del transcrito KGA fue 15 veces superior que la suma
de los dos transcritos GLS2 (GAB+LGA), afianzando el papel de KGA como
isoforma principal en este tejido (Figura 40). EI nimero de copias de KGA fue
46.96 x 10" + 9.48 x 10*, mientras que el nimero de copias de mRNA de
transcritos GLS2 (GAB+LGA) fue 3.02 x 10* + 0.33 x 10*. Se encontraron
resultados similares en cerebro de rata, donde de nuevo se obtuvo un ndmero
de copias 21 veces mayor para el mRNA de KGA que para la suma de los

transcritos GLS2 (GAB+LGA) (Figura 40).

Al contrario que en cerebro, en tejido hepatico la cantidad de transcrito
KGA obtenida fue insignificante y, por ello, resulté un control muy valido para
nuestro método de qPCR. La abundancia de transcritos GLS2 en higado fue

totalmente dependiente de la especie analizada. Asi, la isoforma GAB resultd
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ser la predominante en higado de ratén, mostrando un nimero de copias 11
veces superior al obtenido para el mMRNA de LGA, mientras que la abundancia
del transcrito LGA fue 5 veces mayor que la correspondiente a GAB en higado
de rata (Figura 40). Este patron de expresion de transcritos GLS2 tan
marcadamente diferente era inesperado e implica la existencia de mecanismos
selectivos de regulacién transcripcional en los diferentes tejidos y especies de

mamiferos.

Figura 40. Cuantificacion de los niveles de mRNA de KGA, GAB y LGA en tejidos
de rata y ratén mediante qPCR. Los histogramas muestran el nimero absoluto de
copias de mRNA para las isoformas KGA (azul oscuro), GAB (magenta) y LGA (azul
claro). Los experimentos de RT-PCR cuantitativa a tiempo real se llevaron a cabo tal y
como se indica en el apartado de Materiales y Métodos. Los resultados se presentan
como media de tres experimentos independientes realizados por triplicado + S.E.M.
Los valores se obtuvieron para higado y cerebro de rata y ratén y se expresan como
namero de copias por ng de RNA total. INSERTOS: Los valores de mRNA de GAB y
LGA en cerebro de rata y ratdn son representados en solitario, sin mostrar los valores

de mRNA de KGA, para apreciar mejor las diferencias entre ellos.
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4.4 Expresion de las isoformas proteicas GLS2: transcripcion vy

traduccion in vitro y analisis por inmunotransferencia

El transcrito LGA humano posee dos codones ATG de inicio de la
traduccion en pauta de lectura en el primer exén, caracteristica que no esta
presente en las formas ortélogas de este transcrito en rata y ratén (Figuras 34 y
35). Ambos ATGs se encuentran rodeados por unas secuencias (CCCATGT y
GGCATGC) en las posiciones 83 y 218 de sus respectivos mRNA (Figura 35),
las cuales se asemejan razonablemente bien a la secuencia consenso Kozak
deducida para una 6ptima iniciacién de la traduccion en eucariotas (Kozak,
1989). Es interesante poner de manifiesto que la secuencia consenso Kozak
asociada al segundo ATG de la LGA humana es idéntica a la presente en el
transcrito largo GAB (GOomez-Fabre y col., 2000). Los marcos abiertos de
lectura que comienzan en los dos primeros ATGs del transcrito LGA humano
codifican para dos posibles proteinas de 565 y 535 aminoacidos,

respectivamente, con masas moleculares teoricas de 56 y 51 kDa.

Las proteinas codificadas por el cDNA de LGA, obtenido por clonacion a
partir de RNA de cerebro humano, se demostraron usando el sistema de
transcripcion y traduccion in vitro TnT® T7. Se llevé a cabo la clonacion del
marco abierto de lectura o secuencia codificadora del cDNA de LGA humano
en el vector pGEM-T. Usando un lisado de reticulocitos de conejo, la proteina
[3*S-Met]-LGA, transcrita y traducida in vitro, fue analizada por electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) y autorradiografia,
dando como resultado dos bandas claramente diferenciables y con masas

moleculares aparentes correspondientes a los tamafios de las proteinas
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tedricas codificadas a partir de los dos ATGs alternativos de inicio de la
traduccion (Figura 41). Los transcritos LGA humanos que carecen del exén 4 y
del exdn 10 se incluyeron en las pruebas como controles, asi como el transcrito
LGA completo clonado en la direccion antisentido. En ninguno de estos tres
controles se detectaron bandas proteicas relevantes (Figura 41). Ademas, para
asegurar que las dos bandas obtenidas en la autorradiografia corresponden a
proteinas traducidas desde el primer y el segundo ATG, y no a formas
truncadas traducidas a partir de codones de iniciacion ATG posteriores, se
prepardé un mutante de delecion de LGA que empezaba en el segundo coddén
ATG. La trascripcion y traduccion de este mutante de delecion dio como
resultado una clara banda proteica a la altura de la banda inferior del doblete
obtenido para el transcrito completo LGA (Figura 41). Estos resultados
confirman que las dos proteinas traducidas a partir de los dos primeros
codones de iniciacion del transcrito LGA humano se expresan con rendimientos

similares usando un sistema de transcripcion y traduccion in vitro.

Posteriormente, se intentd averiguar si alguna de las proteinas
producidas in vitro era cataliticamente activa. Para ello se realizé un ensayo de
actividad catalitica GA sobre alicuotas “en frio” (ausencia de [*°>S-Met]) de las
proteinas traducidas in vitro. El lisado de reticulocitos se clarificO por
ultracentrifugacion para eliminar contaminantes potenciales que pudieran
interferir con el ensayo. También se cambi6 la composicion del tampén y el pH
de la mezcla de traduccién, de forma que alcanzaran valores éptimos para
ensayar la actividad de una GA GLS2 (Campos-Sandoval y col., 2007). La
actividad GA se detect6 consistentemente, por encima de los valores control,

cuando los ensayos se realizaron con los productos traducidos del transcrito
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completo LGA humano. La actividad encontrada fue de 318.50 + 13.84 mU/ml
(nmoles de glutamato producido por minuto y por ml de extracto), valor medio
determinado a partir de tres experimentos de transcripcion/traduccion distintos
(Figura 42). En el mutante de delecion de LGA, que comienza en el segundo
codon del marco abierto de lectura, solamente se alcanz6 un valor residual de
actividad, similar al valor control en ausencia de proteina LGA (Figura 42), a

pesar de que su nivel de expresion fue satisfactorio (Figura 41).
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Figura 41. Transcripciéon y traduccién in vitro del cDNA de la LGA humana. Los
marcos abiertos de lectura de la LGA humana (hLGA), del mutante de delecién que
comienza en el segundo ATG (Mut-hLGA) y de los mutantes carentes de los exones 4
y 10 (A4-hLGA y A10-hLGA, respectivamente) se clonaron en el vector pGEM-T y
fueron transcritos y traducidos in vitro en presencia de *°S-Met. Las mezclas de
reaccion se analizaron por SDS-PAGE vy autorradiografia. Calle M: marcadores
pretefiidos de masa molecular estandar; se indican las posiciones de las masas
moleculares en kDa a la izquierda de la Figura. Calle Mut-hLGA: alicuota de la mezcla
de traduccion usando como molde cDNA de LGA que comienza en el segundo ATG.
Calle hLGA: cDNA completo de la LGA humana. Calle Mut-A4: alicuota de la mezcla
de traduccion usando el cDNA mutante A4-hLGA. Calle Mut-A10: alicuota de la mezcla
de traduccion usando el cDNA mutante A10-hLGA. Calle C-: control negativo (hLGA
clonada en orientaciéon antisentido en pGEM-T). Calle C+: control positivo de
luciferasa. Las dos bandas de proteinas LGA radiactivas se indican con flechas a la

izquierda de la Figura.
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Figura 42. Ensayo de actividad GA. La proteina LGA humana (hLGA) y la proteina
LGA mutante, que comienza en el segundo coddén de iniciacion (Mut-hLGA), fueron
transcritas y traducidas in vitro y se sometieron a ensayo de actividad GA, tal y como
se describe en el apartado de Materiales y Métodos. Los valores mostrados
representan la media + S.E.M. de tres experimentos independientes. La proteina
hLGA se representa en el grafico como una barra de color marrén y la proteina
mutante Mut-hLGA en color azul. El valor residual control de actividad GA se evalud
empleando la construccién pGEM-T[hLGA] que se clond en orientacién antisentido.
Este valor se resto a los valores de actividades obtenidos para las proteina hLGA. Los

valores se expresan en miliunidades de actividad enzimética por ml (mU/ml).

Finalmente, ademas de los experimentos descritos de transcripcion y
traduccion in vitro y evaluaciéon de la actividad catalitica, se realizaron analisis
por inmunotransferencia para evaluar, a nivel de proteina, la existencia de
transcritos GAB y LGA en tejidos de mamiferos. La presencia de productos
proteicos codificados por ambos transcritos alternativos se detectd usando
anticuerpos isoenzima-especificos anti-GA GLS2 humana (Olalla y col., 2002),
los cuales son capaces de reconocer ambas isoformas GAB y LGA, y

anticuerpos policlonales especificos para la proteina GAB, que reconocen a un
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péptido sintético del exdn 1 presente Unicamente en la isoforma GAB. Para
validar los anticuerpos en tejidos de mamiferos se usé como control positivo la
linea celular de neuroblastoma humano SHSY-5Y, la cual expresa ambos
transcritos GLS2 (comprobado mediante andlisis por gPCR, resultados no
mostrados). En células SHSY-5Y obtuvimos dos bandas con la masa molecular
esperada para los péptidos GAB y LGA, cuando revelamos con el anticuerpo
gue reconoce los epitopos comunes de ambas isoformas (Figura 43, panel
central). La banda de menor masa molecular desaparecié tras realizar un
ensayo similar pero empleando anticuerpos especificos para GAB (Figura 43,
panel izquierdo). Finalmente, se disefid un experimento de inmunotransferencia
con mitocondrias aisladas de cerebro e higado de rata. Se obtuvo un doblete
de bandas, cuyas alturas corresponden a las masas moleculares de los
polipéptidos GAB y LGA para tejido hepatico de rata, empleando los
anticuerpos que reconocen ambas isoformas (Figura 43, panel derecho). Se
puede observar que la banda correspondiente a menor masa molecular, es
decir, al polipéptido LGA, presenta una intensidad mayor que la
correspondiente a la proteina GAB, lo que concuerda con los resultados de
gPCR para higado de rata (Figura 40). Por el contrario, en mitocondrias de
cerebro de rata la banda correspondiente a LGA se detectd muy débilmente
(practicamente inapreciable) y solo la proteina GAB fue revelada (Figura 43,
panel derecho). Este resultado también es consistente con la abundancia
relativa de ambos transcritos determinada por gPCR en cerebro de rata (Figura

40).
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Figura 43. Anélisis por inmunotransferencia de células de neuroblastoma SHSY-
5Y y de mitocondrias de higado y cerebro de rata. Los extractos de células de
neuroblastoma humano SHSY-5Y (paneles izquierdo y central) y de mitocondrias
aisladas de higado y cerebro de rata (panel derecho) se analizaron mediante SDS-
PAGE e inmunotransferencia Western y se revelaron por quimioluminiscencia usando
anticuerpos policlonales anti-GAB (reconocen la zona del primer exén del gen Gls2,
exclusiva de GAB) y anticuerpos anti-GA GLS2 (reconocen ambas isoformas). Calles
M: marcador de masa molecular, valores indicados en kDa en el margen izquierdo de
la Figura. Calles SHSY-5Y: extractos de proteinas aislados de células de
neuroblastoma humano. Calles LIVER 1 y 2: contienen extractos proteicos totales y
mitocondriales de higado de rata, respectivamente. Calles BRAIN 3 y 4: contienen

extractos proteicos totales y mitocondriales de cerebro de rata, respectivamente.
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5. Discusién sobre la caracterizacion de transcritos del gen Gls2 en

mamiferos

Los experimentos de RT-PCR empleando cebadores isoforma
especificos para las tres especies, humano, rata y ratén, demuestran
coexpresion de dos transcritos GLS2 con sitios alternativos de inicio de la
transcripcion (Figuras 33 y 34): un transcrito corto LGA que carece del primer
exén del gen GlIs2 y que se caracteriz6 por primera vez en higado de rata
(Smith y col, 1990; Chung-Bok y col., 1997); y un transcrito largo GAB que fue
caracterizado inicialmente en células de cancer de mama ZR-75 (Gomez-Fabre
y col., 2000). Cuando comenzamos con los experimentos de RT-PCR, las
secuencias gendémicas de GIs2 de rata y ratdon contenian 17 exones, y ninguna
de ellas contenia el exon 1. Las versiones vigentes por aquél entonces de las
secuencias gendmicas para las especies Rattus novergicus BN/SsNHsdMCW
(RGSC _v3.4) y Mus musculus (base de datos para raton Ensembl, NCBIm37)
incluian la variante GAB basandose en la similitud de estas secuencias con la
GAB humana, el gen GLS2 y los fragmentos de secuencias expresadas ESTs.
Las evidencias experimentales obtenidas en este estudio por RT-PCR
demuestran claramente que los transcritos GAB y LGA se coexpresan en

tejidos de higado y cerebro de rata, ratén y humano.

Las isoformas proteicas LGA muestra un alto grado de homologia en las
especies humana, rata y raton, con un 91% de identidad en sus secuencias de
aminoacidos. Como genes paralogos, se asume que los genes Gls y Gls2
derivan de la duplicacién génica de una misma secuencia, seguida de distintos

cambios graduales en el tiempo en la secuencia de ambas copias. El andlisis
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de la secuencia codificante de los genes GA humanos sugiere que éstos han
evolucionado de un mismo gen ancestral comun (Pérez-Gémez y col., 2003),
como fue previamente indicado para los genes de rata (Chung-Bok y col.,
1997). Es interesante resaltar que las proteinas paralogas pueden adquirir
funciones completamente diferentes durante su evolucién aun manteniendo
una fuerte similitud en secuencia y estructura tridimensional. A diferencia de las
isoformas KGA y GAC del gen Gls, que difieren en sus extremos C-terminal, la
Unica diferencia entre las proteinas GLS2 se encuentra en sus extremos N-
terminal. Es importante destacar que la isoforma LGA de humano es mayor en
longitud que la correspondiente para las especies rata y raton, mostrando 30
aminoacidos adicionales en la region N-terminal, de los cuales los 6 Ultimos
corresponden a los 6 primeros del exén 2 de la GAB humana (Figura 36). La
region N-terminal de la GA esta relacionada con la localizacion subcelular y el
procesamiento post-traduccional (Marquez y col., 2006). Los analisis
bioinforméticos de la proteina LGA humana no sefialan una region consenso
en su zona N-terminal para la localizacibn mitocondrial de la misma; sin
embargo, si predicen la existencia de un péptido sefial de secrecion en los
primeros 16 aminoacidos de la proteina LGA humana traducida desde su

segundo ATG (Peterseny col., 2011).

La clonacién del transcrito LGA humano (Figura 35) ha permitido el
descubrimiento del mecanismo transcripcional que regula la expresion de los
transcritos GLS2. Los experimentos de primer extension analysis revelaron el
sitio de inicio de la transcripcidon, que se localiza en el extremo 3’ del intrén 1
del gen GIs2 (Figura 37). Este sitio mostro una alta identidad de secuencia con

el sitio de inicio de transcripcion de la isoforma LGA de higado de rata. Cabe
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afadir que las cajas CAAT y TATA-like se localizaron a distancias consenso de
este sitio de inicio de la transcripcion de la LGA humana. Los experimentos de
clonacién y de primer extension analysis para la isoforma LGA humana
demostraron que esta isoforma se transcribe a partir de un sitio de inicio de la
transcripcion alternativo del gen GLS2. La diversidad biologica de las proteinas
en eucariotas superiores puede verse aumentada por distintos procesos que
operan a nivel transcripcional, y entre los que podemos citar como mas
destacados: ayuste alternativo, inicio alternativo de la transcripcion,
poliadenilacién alternativa, promotores alternativos y la edicién del RNA. Estos
mecanismos son los responsables de la sorprendente gran diversidad del
proteoma en las eucariotas superiores a pesar de poseer un nimero de genes
relativamente pequefio. Los sitios alternativos de inicio de la transcripcion y el
ayuste alternativo son dos mecanismos bien caracterizados que proporcionan
una gran diversidad de transcritos (Pan y col., 2008; Koscielny y col., 2009). Un
namero creciente de evidencias demuestran que la mayoria de los genes
humanos presentan transcritos variantes que aparecen por algin mecanismo
de regulacion transcripcional (o combinaciones de varios mecanismos). De esta
forma, estudios de caracterizacion del transcriptoma humano a gran escala han
concluido que, aproximadamente, un 69-75% de genes experimentan ayuste
alternativo (Johnson y col., 2003; Tress y col., 2007), un 81% posee sitios
alternativos de inicio de la transcripcion (Denoeud y col., 2007), un 60%
experimentan poliadenilacion alternativa (Lee y col., 2007), y un 52% estan
sometidos a regulaciéon por promotores alternativos (Kimura y col., 2008).
Ademas, investigaciones recientes han demostrado la importancia de la

expresion de variantes transcripcionales para explicar cambios en el
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desarrollo, procesos de diferenciacion celular especificos y reprogramaciones
metabdlicas conducentes a estados patolégicos (Wang y Cooper, 2007
Dredge y col., 2001). Por consiguiente, los dos genes GA humanos pueden
afadirse a esta creciente lista de genes con sofisticada regulacion
transcripcional, y el estudio de la regulacién de su expresion, asi como de los
cambios inducidos en su patron normal, puede tener gran relevancia en cancer

y en la funcién cerebral.

La localizacién del sitio alternativo de inicio de la transcripcion de la
isoforma LGA en el intron 1 sugiere, inmediatamente, la presencia de un
promotor alternativo al de GAB, ya que el promotor de esta isoforma se localiza
a mas de 7kb del sitio de inicio de transcripcién de la isoforma LGA humana.
Como cabria esperar, las tltimas 1.5 kb del intron 1 tienen numerosas cajas de
reconocimiento de factores de transcripcion; entre ellas, varias para p53.
Apoyando este hallazgo, hay que destacar que recientemente se han
identificado y validado experimentalmente tres secuencias consenso de union
de DNA para p53 en el gen GLS2 humano: una en el promotor candnico de la
GAB y otras dos en el intron 1, reforzando asi la teoria de que hay un
verdadero promotor en el intron 1 para el transcrito LGA (Hu y col., 2010). Los
analisis bioinformaticos también apoyan dicha teoria, ya que muestran sitios
potenciales de reconocimiento para AP-1, GATA-1, C/EBP y SP-1 en la zona
proximal de la regiébn promotora, detectando ademas una region activadora
reguladora distal a casi 7 kb de distancia del sitio de inicio de la transcripcion
(Figura 38). El analisis de las secuencias de los promotores candnico y

alternativo del gen GLS2 humano revelé que no hay homologia significativa
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entre ellos. La zona promotora del transcrito ortélogo de LGA de rata fue
previamente clonada y secuenciada (GenBank# L76175) (Chung-Bok y col.,
1997). Ese promotor justo apareaba con el final del intron 1 del gen Gls2 de
rata, aproximadamente 1.1 kb cadena arriba del exén 2 en la versién vigente
entonces del cromosoma 7 de rata (Rat Genome Database, v3.4,
http://rgd.mcw.edu/). Tanto los resultados experimentales como los
bioinforméticos apuntan a la misma conclusion: el transcrito LGA resulta de la
transcripcion directa del gen Gls2 a partir de un promotor alternativo localizado

al final del intrén 1.

Los promotores candnico y alternativo del gen GLS2 difieren en
elementos basicos como las islas CpG (Figura 39). Esta diferencia ha sido una
caracteristica frecuentemente encontrada en los promotores alternativos,
siendo la frecuencia de islas CpG menor de la mitad de la que se ha
caracterizado en promotores canoénicos (Kimura y col., 2008). Ademas, se ha
demostrado que los promotores que contienen islas CpG tienen una expresion
ubicua (Yamasita y col., 2005), mientras que, en promedio, casi el triple de los
promotores alternativos muestran expresion tejido especifica o dependiente de
sefal en lugar de ser expresados de forma ubicua (Kimura y col., 2008). Como
consecuencia, la diferencia en el contenido CpG indica una regulacion
diferencial de los dos transcritos por mecanismos epigenéticos. Asimismo, se
observa una notable diferencia en el patron de metilacion de ambos
promotores (Figura 39). La existencia de promotores separados, metilados y
sin metilar, en el mismo gen humano ha sido recientemente caracterizada
como un mecanismo de regulacién transcripcional alternativa en diferenciacion

normal y cancer, permitiendo la expresion de un gen pese a que su promotor

172



Resultados y Discusion

canonico 5'-flanqueante permanezca metilado (Irizarry y col., 2009; Rauch y
col., 2009). Como consecuencia, puede afirmarse que la metilacion del DNA

puede controlar el uso de promotores alternativos.

El uso de promotores alternativos fue descrito por primera vez en 1981
(Young y col., 1981), aunque su relevancia en la generacion y regulacion de
proteinas no ha sido plenamente apreciada hasta hace poco tiempo. El uso de
promotores alternativos no siempre implica la produccion de proteinas
diferentes; de hecho, parece que del 60 al 80% de los genes con promotores
alternativos producen transcritos con marcos abiertos de lectura idénticos
(Landry y col., 2003). En un estudio reciente de promotores alternativos de
genes humanos utilizando datos de microarrays de exones se identificaron
7708 genes con promotores alternativos, de los cuales el 57% transcribié un
primer exén comun y solo el 42% transcribi6 un primer exén alternativo
diferente. En todos los casos, el promotor alternativo fue localizado por
completo en un intron (Jacox y col., 2010). Para el gen GLS2, el promotor
alternativo fue localizado en el intron 1, conduciendo a un transcrito con un
exon 1 diferente y que se traduce en una isoforma proteica con una zona N-
terminal diferente (LGA). Por lo tanto, el gen GLS2 tiene un nuevo promotor
intrénico carente de islas CpG y que debe ser afiadido a la lista de promotores
alternativos de genes humanos. Cabe notar que los genes humanos con
primeros exones alternativos poseen una incidencia dos veces mayor de
promotores que carecen de islas CpG en uno de sus TSS (Jacox y col., 2010),

exactamente como ocurre con el gen GLS2.
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Interesantemente, estudios previos han demostrado que el cerebro es
uno de los tejidos donde la presencia de promotores alternativos de genes
humanos es mas abundante (Kimura y col.,, 2008). Los mismos autores
reportaron que el 52% del total de genes humanos estan sujetos a regulacion
por promotores alternativos, siendo los genes que codifican a proteinas
relacionadas con procesos de transduccién de sefiales los que presentan una
mayor probabilidad de poseer promotores alternativos. Se podria especular
gue los transcritos del gen GLS2 podrian participar en este tipo de mecanismos
de regulacién en cerebro, debido a que las proteinas GAB y LGA han sido
asociadas con funciones regulatorias y de sefializacion, ademas de su papel
como productores del neurotransmisor Glu (Marquez y col., 2006; Marquez y

col., 2010).

Otro mecanismo postranscripcional recientemente descubierto es el
decaimiento de RNA mediado por RNA sin sentido (nonsense-mediated mRNA
decay o NMD). En analisis a gran escala de isoformas alternativas de genes
humanos conocidos, se encontrd6 que una tercera parte de los transcritos
alternativos examinados contenian codones de terminacién prematuros (Lewis
y col., 2003). Los autores descubrieron que el acoplamiento del ayuste
alternativo junto con el NMD es un mecanismo importante de regulacion de la
expresion proteica. Ademas, en este mismo estudio, se demostré que ambos
genes GA humanos eran diana del mecanismo NMD: dos transcritos NMD
fueron encontrados para GLS2 y uno para GLS (Lewis y col., 2003). En esta
Memoria hemos descrito ademas dos secuencias de RNA no codificantes para
el gen humano GLS2 (que carecen de los exones cuarto y décimo,

respectivamente) y uno para el gen de ratébn GlIs2 (intron parcialmente
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conservado), apoyando la teoria de que los mecanismos NMD pueden jugar un

papel importante en la regulacion de los niveles de expresién de proteinas GA.

El objetivo final de nuestro estudio sobre la regulacién transcripcional del
gen Gls2 es la descripcion completa de la funcion in vivo de ambos productos
alternativos. De hecho, los promotores alternativos pueden jugar un papel
importante en la expresion de proteinas especie-especificas, como se puede
deducir de nuestros resultados sobre abundancia relativa de las isoformas
LGA y GAB en tejidos de rata y raton. Uno de los resultados mas inesperados
fue el notable cambio encontrado en los niveles de transcritos observados en
higado: la proteina GAB es la mas abundante en raton (11 veces mas frente a
LGA), pero no en rata, donde la isoforma LGA predomina sobre la GAB,
aproximadamente en la misma proporcion (10.5 veces mas). En cerebro, el
patron de expresion de mRNA encontrado fue el opuesto al de higado: la
isoforma LGA es la mas abundante en raton, mientras que la proteina GAB
muestra la mayor abundancia en rata. Tanto en cerebro de rata como de ratén
la isoforma KGA es la isoenzima claramente predominante, representando mas
del 90% del total de transcritos GA. Hasta el momento, esta ha sido la primera
vez que se reporta una cuantificacion de los niveles de mRNA de las

principales isoformas de GA (KGA, GAB y LGA) en cerebro de mamiferos.

Las isoformas alternativas de mRNA no siempre se traducen en
diferentes proteinas, sino que pueden estar implicadas en la regulacion del
inicio de la traduccion, en los procesos de edicion de RNA o bien en otros
procesos. Por este motivo, buscamos evidencias experimentales adicionales a

nivel de proteina para evaluar la funcionalidad de las variantes de mRNA del
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gen GLS2. Cuando el cDNA de LGA humana fue transcrito y traducido in vitro,
dos bandas de proteina marcadas con [35S]-Met fueron claramente
identificadas. Haciendo un ensayo paralelo, con una construccién mutante cuyo
marco abierto de lectura comenzaba en el segundo ATG, llegamos a la
conclusion de que ambas bandas encontradas correspondian a los dos
productos procedentes de la traduccién a partir del primer y el segundo ATG de
su secuencia de marco abierto de lectura. Los productos de traduccién in vitro
se usaron para hacer un ensayo de actividad enzimatica: se detecto
consistentemente actividad para la construccién con el cDNA completo de
LGA, pero no para la construccion mutante. Estos resultados concuerdan con
el hecho de que la proteina con el cDNA completo de LGA, cuya traduccion
comienza en el primer ATG, es el Unico producto que muestra actividad
catalitica, aunque la traduccion de la proteina puede comenzar en cualquiera
de los dos ATGs iniciales con igual eficiencia, al menos en el sistema de lisado
de reticulocito de conejo. En su conjunto, los resultados apuntan a la existencia
de una Unica proteina LGA de humana funcional, la proteina que se traduce

desde el primer coddn de inicio de su secuencia de mRNA.

Basandonos en las diferencias en la estructura molecular, el
comportamiento cinético y la localizacion subcelular, concluimos que la
isoforma GAB humana debia ser una nueva isoenzima GA y no la ort6loga
humana de la enzima de higado de rata (de la Rosa V y col., 2009; Campos-
Sandoval JA y col.,, 2007). En esta memoria hemos aportado evidencias
experimentales concluyentes que apoyan esta hip6tesis. Los resultados de las
pruebas de inmunotransferencia (western blot) en tejido de higado de rata

fueron consistentes con la coexpresion de proteinas GAB y LGA. Dos bandas
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principales con masas moleculares aparentes compatibles con las isoformas
GAB y LGA se detectaron con anticuerpos policlonales anti-GAB (Figura 40).
Previamente, se obtuvo un resultado similar en mitocondria de higado de rata
(Campos y col., 2003). Para obtener mas pruebas de su identidad, revelamos
las inmunotransferencias con anticuerpos policlonales isoforma-especificos que
solo reconocen al transcrito largo GAB. En este caso, observamos que la
banda de menor masa molecular desaparecia. Este resultado esta en
concordancia con que la proteina de mayor masa molecular corresponde a la
GAB y la banda de menor masa molecular (del doblete detectado en higado de
rata) corresponde a la isoforma LGA. Los dos péptidos GLS2 procedentes de
tejido de cerebro parecen ser diferentes en tamafio de los péptidos de tejido de
higado, lo que probablemente se deba a un diferente patrén de modificaciones
post-traduccionales. Resulta interesante que se haya encontrado un
comportamiento similar en mitocondria de higado y cerebro de ratén (Campos ,
2003). En conclusién, los resultados de expresion de proteina concuerdan con
los resultados obtenidos de niveles de RNA mensajero, lo que sugiere un
comportamiento paralelo entre la abundancia de los transcritos y la

concentracion de proteina de cada isoforma de GLS2.

Nuestro estudio sobre transcritos alternativos GLS2 generados a partir
de promotores alternativos y el consecuente uso alternativo del primer exén
para el gen GIs2 de mamifero puede explicar la mayoria de los datos
experimentales previos que sugerian la existencia de dos isoformas GLS2. Se
necesitaran estudios posteriores para clarificar la funcién in vivo de los
productos alternativos del gen Gls2 de mamiferos. Actualmente, se progresa

en el trabajo de caracterizar la regulacién transcripcional y post-transcripcional
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de los transcritos GAB y LGA, asi como en su relevancia para el cancer y otras

enfermedades.
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1. Se ha diseflado y generado una construccién transgénica para el
silenciamiento génico condicional del gen Gls2 murino en el vector de
transgénesis pGKNeo, eliminando el exén 1 y clonando el exdn 2 entre
sitios loxP de reconocimiento por Cre recombinasa. La construccion
rendira animales KO nulos para la isoenzima GAB y condicionales para
LGA.

2. Se ha adquirido una construccion transgénica del consorcio EUCOMM
para el silenciamiento génico completo del gen Gls2 murino. El vector de
transgénesis sitla los exones 2 a 7 entre los sitios loxP. Este vector de
transgénesis venia incorporado en células ES murinas por
electroporacion y, mediante microinyeccién en blastocistos, se han
obtenido animales quiméricos, que se cruzaran para seleccionar
aquellos donde la mutacién se haya incorporado a la linea germinal,
permitiendo obtener una colonia de animales fundadores.

3. Mediante una combinacion de técnicas de biologia molecular,
bioquimicas y bioinformaticas, hemos obtenido evidencia experimental
directa que demuestra, por vez primera, la existencia de transcritos
alternativos de los genes ort6logos Gls2 de raton, rata y humano.

4. Existen al menos dos transcritos sentido de mRNA codificados por el
gen GIs2: un transcrito largo denominado GAB y formado por los 18
exones del gen, y un transcrito corto, LGA, que posee un sitio alternativo
de inicio de la transcripcién y esta compuesto por 17 exones, omitiendo

el exdn 1 del gen Gls2
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. La variante LGA posee un promotor alternativo situado al final del intron
1 del gen GIs2 y separado una distancia de 7 kb del promotor candnico
del transcrito GAB humano. El promotor LGA posee secuencias de
reconocimiento de importantes factores de transcripcion como p53,
GATA-1, C/EBP y SP1.

. Ambos promotores del gen Gls2 difieren notablemente en su grado de
metilacion y contenido en islas CpG, lo que permite especular que
poseen una regulacion transcripcional diferencial.

. En los estudios de RT-PCR empleando poli(A")-mRNA hemos aislado
transcritos sin sentido correspondientes a tres pseudogenes: uno en
raton y dos en humano. Estos resultados apuntan a una regulacion
transcripcional de los genes Gls2 de mamiferos por otro mecanismo
adicional: el decaimiento del RNA mediado por transcritos sin sentido.

. Se ha conseguido clonar y expresar el cDNA del transcrito LGA humano.
Aunque dos polipéptidos diferentes fueron trascritos y traducidos con
igual eficiencia en un sistema de expresion in vitro, solo el polipéptido
completo traducido desde el primer codon de iniciacion mostré actividad
enzimética.

Las isoenzimas GAB y LGA se expresan diferencialmente en cerebro,
higado y en células de neuroblastoma humano. Los cambios de
expresion fueron tejido- y especie-especificos, aunque se desconoce su
implicacion ~ funcional en estados normales y patoldgicos,

fundamentalmente cancer y alteraciones neuroldgicas.
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Medio LB (Luria Bertani)
Bactotriptona 10g
Extracto de levadura 5g

NacCl 10g

El pH se ajusté a 7,4 y el volumen a 1 litro. Para hacer medio sdlido, se

afadieron 16 g/l de agar. A continuacion se esterilizo en autoclave.

Cuando se necesitd seleccion por resistencia a antibiotico (ampicilina o
kanamicina), éste se afiadié al medio a una concentracion de 50 pg/ml después de la

esterilizacién y cuando la temperatura habia descendido a 50 °C como maximo.

Medio SOC

Bactotriptona 2%
Extracto de levadura 0.5%
NacCl 0.05%
KCI 2.5 mM
MgCl, 10 mM
Glucosa 20 mM
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Tampén PBS 10X (11)

NaH,PO,-H,0 2.28 g
KCl 469

Na,HPO, 2H,0 16.6 g
NaCl 87.7 g

Tampén TBE 10X (1)
Tris base 108 g
Acido bérico 559

EDTA 0.5M (pH 8) 40 ml

Tampon TAE 50X (pH 7,2)

Tris 2M
Acetato Sédico 1M
EDTA 50 mM

Tampon de Carga de DNA Orange G 10X

Glicerol 30% (p/v)
Orange G 100 mg
H,O hasta 50 ml
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>BL

ACCCACATAGCAGT TCACAATCATATGTAACTCTGGT CACCTCTCTGGT CTCCAGAGEC
CCCAGGT GCGTACACACACAT TCACACACACACACACACACACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACGTAAAACACTATACAGACAAGAGGEGEGAAAGCCAGECTTGGT GG
CACACACCTTTAATACCAGCACT TAGAAGGCACAGGAAGGTGGATCTCTGTGAGT TCCA
GGCCAGCCT GGGT TACAAAAT GAGACCCTAT CTCAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAC
CACCAACAACAAAAACAACTTTAAAAAACATACT GECEGAGT GEEEEECTCGAGAGAT G
GCTCAGCGGT TAAGAGCACTGACTGCTTTTCCTCT TCCGEGGACAGT GATTAGAGGCAC
TCAGGATGGTCCAGCGT TTGACAAACT CTCGTAGGECT TTCCTACAACACAGCCTCTAAC
AAAACT AGGECTGT CTCGAACCCCT GGCAACAGGATTGT TTACCTCTACACCATGAAGEG
TGGGAAAGCACCT AAATCCGCATGI GGT GT GT CCCCAGGCAGACT GCAAGEEGT TCGT G
CTGTGAGACCCAAAGT CCTTCTGAGATTGT CTAACCAAAGAAGCATGTCATGACGCAGG
GCCTATGATGGT TCCATGT GTGCCAAGT GT GTCTGT GACGGGAT CAAGCGEECTTTCCT
TATTGAGGAGCAGAAAAT CGT TGT GGAAGT AT TGAAGGCACAAGCACAGAGT CAGAGAG
CAAAATAGATCTGCAGCTTTTTGCACTGACTGCTCTTCCAGAGGT TCTGAGT TCAAATC
CCACAACCACATGGT GECTCAGAACCATATGTAATGAGATCTGATACCCTCTTCAGGT G
TGTCTGAAGACAACTACAGT GTACTTACATATAATAAATAAATAAATCTTTTTTAAAAA
CCAGACTAGGTAGAGATCCATTGAGAGAGATACCTGEGEGT TCACCCTTTATTCTTCACC
TGTGTACAAGCTTGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCACACACACACACACAC
ACAGATACTAATGT TGAATTGT TGAATTGT TTATACTGAGTATTTGAGAGGCTCTTAAT
TGAATCAGGCACGECGT CACAGACGT GT GTAATCTCAGCCACT CTGGAGACT TCGECAG
GAGGCAGCAAAT TTGAGCCCAGCAATATAACTAGI TCCTGT CTCATAAACCAGAACCAT
GGEECTGEGACGGT GCTTACCT GGCAGGCCAGAATCCTTTGGT TCATTCCCTAGCCT GG
AATGAAGCT GCGAAGGTGATGTAGGT CTACTCTAATCCCTGTACT TGAGGTAAGCAGAA
GAAGCAGAGAAT CAAGGGCTTCCT TGGACCACAGGT TCAAGGGCACTCCTGGAGACACC
CAATCTGAAAAGCAAAAGT TTGCT TTGAGGACAAAGT CAGGAGT GGGGCAGCAGACT GT
AGACTGT GAAT TAGAGGAAGT CCTCTGGATAAGACAGCAGATAAGCCAGAGAGGGAACG
GCTAACAGAAGGGAAAT CAAACAGAAGGT CCACCT GGT TTCAAACCAAACACACCCTCT
AAACT GTAAGGCAAAGAGCTGCTGT TCTAGTAAACACAGAAACATGGECTTCGATGT TGA
TTTTCCCATGGTTGCATTTTGI TTGT GGCAAGGT CTCCTTGCACAGCCTCACCTGACTT
GCACTCCTGI CCTGCCTAAGCTTCTCAGATGT TGGGATCCACAAAGAGTATACTGCCAC
CATTCCTGGT TATTTAAATTCAAAAATTAAAAGT TTTGCAGT GCTGCCTGGEECAGCTCA
AGAGACAGCTCCCAGTACTATCTCATAGCATAGAAAACTCTTTTACAAGT GAGGTAGGT
TTGGTTTTTTGITTGITTGITTGITTTGTTTTTAAAGAATTATTTATTTATTTATTTAT
TTATTTAAAAGATTTATTTATTTTTATTGTATATAAGTACACT GAGACACTCCAGAAGA
GGGAGTCAGATCTCATTACAGATGATTGT GAGT CACCATGTGGT TGCTGGGATTTGAAC
TTCAGACCTTTGGAAGAGT AGT CGGGT GCTCT TACCCACT GAGCCATCTCACCAGCCCC
AAGAATTATTTATTTAATGTATGTAAGTACACTGTCTCTTCTTCAGACACACCAGAAGA
GGGCATCAGATCCCATTACAGATGGT TGT GAGCCACCATGTGGT TGCTGGGAATTGAAC
TCAGGACCT CTGAAAGAGCAGCCAT CTCTCCAGCCCCCAGAGGTAGT TTTCCTCCAGT T
GITAATTCAGI TGT TAATTTTGGAGGAGAAAGCTTGTAATCAGAGATTTCTGICTAATT
TCTGECTCTGEGT TATCTTATGCAAGTAGTCTTAACTTTCTTTTAAATAAAAGCTTAAA
AAAAACCCACACATTTAAAAAAAAAACATGCATACATTTATCCGEGEGECTGGAGATATGG
TTCAGIGGT TAAGAACACAGAT TGCTCTTCCGAAGGT CCTGAGT TCAAATCCCAGCAAC
CACATGGGEEECTCACAACATCTGTAATGAGATCTGACACCCTTTTCTAGAGT GT TTAAA
GACAGCTAGTGTACCTATATATAATAAGTAAATATAATGTATATAATAATAATAAATAA
GIAAGTAAATAAATCTTTAAAAAAACCAGCT GEGCGT GGTGECACATGCCTTTAATCCC
AGCACT TGAGAGGCAGAGGCAGGCAGATTTCTGAGT TGGAGGECCAGCCTGGTCTACAAA
GTI'GAGT TCCAGGACAGCCAGGGECTAT TCAGAGAAACCCT GTCTCGAAAAAAAAAAATCT
TTAAAAAAACATAACAAACAAAAACCCCCACATTTATCTAAGTI GTGTGEEEEEGT TTCA
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Apéndice

TGAGAACCATTGI CTGAGTAATTATCAGGT TTGGGAACAAGAGCCT TTACCCAGI GAAG
TGTCTTGGT TCCAATTTGGI TTCCTCTTTTCAAAACAAACCTAGTAACTCCTTCTTTGG
CCACTGCTAGGGGAAAATAAACT AACT GGT TGGCATAGCATACACATGCAATAATAGI T
GITAATATAATTCCT GCTAAGT CAAAGT GCTGT GAGGECT GAGGT CAGGT GAGT GAAAG
CTTTCGAAGCCCACGCTGECCTTGGACT CTTTCAGATGACGT TGAACTACT GACCCACT
TGTCTCCACAT CCCTGGCGECT GGGACT CCAGGAAT GCTGACCACCACATTTTTAATTCT
CCTAAATTTTGIGCATTTTCTCCACTACAAACCAAGACCACACCTTTAATCCCAACACT
CTGGAGCCTAAAGT AGGT GGATCTGAGAGT TTGAGGT CAGGCTGGTCTAGCTCGTAAGT
TCTAAGAGATACGGAGAGGCCAGGT CTTAAAACT AAAAACAAT TGGEGGEGAGCACGTATA
TGITTTGIGITTCTTTGCTTTTTTGTCGIGTGTGTGTGTGTGI TTGTGTGTGTGTGCAC
GCGCACCGECATGCGT GTGGTGI TGCACACCCCTGCAATTCTAGCACTTGAGAAGT TGA
GGTAGAAGGT TGGCCACGAAT TCAAGGCCAACACGGEECTACAAACT GAGTACTACGGCA
ACAAGGGECTATATCTCAAAGCCCTGT TTCTAAAACAACAATAAAAAAAGATTTCAGCCG
GCCCAGCACT TGGGAAGCAGAGGCAGGCGGATTTCTGAGT TCGAGGCCAGECTGECCTC
TGTCCTGGAACT CACTCTGT AACCCAGGECT GECCTCAAACT CAGAGATCCATCTGCCTC
CACCTCCCCAGT GCTGGEGATTAAAGT CATATGGECACTACTACCTGGATGTGACTGAATA
TTTGTA

ACLARACIONES:

= Secuencia gendmica correspondiente a la regién 5' flanqueante del gen

GIls2 murino.

187



Apéndice

>Fragmento EX2

TCCTCAAACTGACAAATACCCTCCTACCTCTTCTTCCCAGTACTTCCAAGGCTGAGATT
GAAGGTGTGTGCCACCACCATCCTGCTTGGTTTATGAACTTTTTAAAAATGTATATAGG
TGTTTTGCTTTGTATATGTGTCTGTGTACCACATGCAAGCCTGGAACTTGCTGAGATCA
GAGGAGGTGTTGGATCCCCTGAAACTGGAGCCACTACATGGGTATTAGGAATTGAACCC
AGGTCCTCTGTAAGAACAACTGCTCTTAACCACTAAGCTAGCTCTTCAGCCCTGGAGTA
TGTGATACTCCTGAAGAGGGCCCATGCCCAGTTTCCAGCACCCACTTGGTGGTTAGCGC
AACTATCCATAACTCTAGTTCCAGGGTACCTGGTTTGTTCTGACTTCTCAGGGTACCAG
GCTGGGTGTGTTGGCCTTTAGTCCCAGTATTCTGGAGGCAGAGGCAGAAGGATTTCTGT
GAGTTCCAGGACTGCCTGAACTACATAGTAAGTTCTGAGATAGCCAGGCCTACATAGAA
AGACCCTTAGAACAAACAAACAAAATCCTAGATAAGTCAAAGATGAAAATAAAAACCCC
AGTATTAGAGATAACTAGTTAATACTGTGATATAACCATATGTATCTTATATATGTTAT
GTATGTATGTGCTTGTAATTTAACAAAAATAAAATTATGATATTCATAGTAATTGGTAA
GCTATGTTTTCCATTTATGAATTTATTTTTAATTGATCTTTAGTGTAAGCATATGAGTA
CCAGTGTGCCACATGTTCATGTCAGTGGACAACTTTGTGGAATTGGTTCTTTCCTTCTA
CCTTTACGTGGCTTCTGGGGTTTCATGGGTCAAACTCACTGCCAGAGTTGCATAGCAAG
CACTTTTTTCTGCGGAGCCATCTTGCTTACCCTATATTCACTTTTTTAAATGGCTTTCT
AAAAGTTTTATTTTGCCGGGCGTGGTGGCTCACACCTTTAATCCCAGTACTTGGGAGGC
AGAGGCAGGCGGATTTCTGAGTTCGAGGCCAGCCTGGTCTACAAAGTGAGTTCCAGGAC
AGCCAGGGCTATACAGAGAAACCCTGTCTTGAAAAACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAACCCAAAAAACAAAAAAAAAAACTGTCTAAGCTAAGCATGATGGTGCATGCTTTA
GTCTTAGCACCCAAGAGGCAGAGGCAGGTGGATCCCTGAGTTCAAAGCCAGCCTGGTCT
ACAGAGTGAGTTCCAGGACAGCCAGAGCTACACAGAGAAAGCCTATCTTAGGGGAAAAA
AAAAGTCTTCTAAGTCTAATAACATTAAAAGAAGTCTTAAGATCAGCGGTTCTCCACCT
TCCTAATGTATTAAAGGGCTTAACTCTTTAACCCTTTAAAACAGTTCTTCATGTTGTGC
TGACCCCCAATCGTAAAATAATTCTCATTGTTACTTCAAAACTTTAGTTTTGCTCCTGT
TATGAATTGTAATGTAAATATCTGTGTTTTCTGATGGTCTTAGGCCCCTCCTGTGAAAG
GGTTGTTTGACCCCAAAGGGTCAAGACCTACAGGTTGAGAACCATTGCTTTAGATGTTT
TTGGAGTTTTATACCAGTGTGAGAGACCTTTGCGGCTGGCATGGAGACAAAAGCATACA
GTGGCAGAGAACAGACAGGAAGTTGGTGATTGGCTGATTTTATATAGGGCAGTTTATCA
TGGAGTAAGGTCTTAGATAGGCCTCACTCCACCTGAGTGAGGTAGACATCCTATATCTT
TATTCCATAGATAAGTAATATTAAGTGGGCTTCCTATAGCAATTGGGAGCAAAGTAGGA
CTGCACTGTGCAGGAGAGAAGAGGGTGCATTTGAGAGAAAATAGGAAGATCAATTTGTC
CAGTGTTAGTTTCTAACTCACTGCAGACGCAGAATGTGGGAACAGTCAGACGGATGCTG
TGTTTCCATCTCGTCCCCATCCTCACGGGAAACACAAAGACACACACCATTGCTGGATG
CACTCTGTTTCCAGTGTTTGCCGGACATCAGTACGTGCAATGATTTAGGAGGTGGCTCG
AAATAAAGGACTGAAAAGTTCAGAGTTCCTTTTAAAAGAGACTAGAGAGTCAGATTGGC
AACCTCTCGCACTGGGGTGGAAGTTAGGATCACAGAACCTGCCAGATGGTTCAAAGAGG
AGGCCTAGGATGACAGCCCATGACAGGTCCGTGTTCCAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGA
GGAGGGAGCATCCTCAGGCTTCTGCCTTCCCGTCTCTTTCCCCCAAACAGTGACGCCTC
ACACAGCGGCATGCTGCCTCGACTTGGTGACCTGCTTTTCTACACTATTGCAGAGGGAC
AGGAGCGTATCCCTATCCACAAGTTCACCACGGTGAGTGGCTATCTATCTGCCGATTCA
GAGAACTCTGATTCCTTAGAGTCTCTGGAACCTGTGAGGAGGATGGTCGAACAGTATAG
GGTA

ACLARACIONES:

» Letra en rosa: exon 2 del gen GIs2 murino.

= Letra en negro: secuencia intrénica del gen Gls2 murino.
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Apéndice

>BC2

CCAAGTCCAGAGGAGAACACCTTTCGTGAGCTGTGGCAAGAGGCTTGCTAGCCTTCCAA
GTTCCAAAACCAATTTGTTCTACCAGTTGTAATTGGGGTGGAGTGACTTGAGTAGCTAT
TGGGAAACACTGAGGTATGGATTGCTGTCCTTGGCTGACCTAGCCAGACCTCTTCTTCC
CCCCCAAAGGCTCTGAAGGCCACTGGACTGCAGACGTCAGACCCACGGCTCCAGGACTG
CATGAGCAAGATGCAGCGCATGGTCCAAGAGTCCAGCAGCGGTGGCCTCTTGGACCGAG
AGCTCTTCCAAAAGTGAGAGCCCCAGAGATGAGCATTGACCCCCAAAACAGTTCTGTAG
GAGGAAAGATCTTGGGAATTAAACAGTTCAACCCTTCATTTTGTTAGTAGCTTCTAGAA
GATGTTCTCATACATATATGGTGTATATATTAGGACTTCTCAATGCTAAAGCCCATAGC
TGTGGTTATTCTGATTTTAACGTTTTTTTCTCAGAATGTCTTGAGATATCTTTCCATGT
CTTTAGAACATATCATTTTAGAGGTTAGGAAATTTAAACCTAGGGAGATGAAATGATAT
TCCAAAAGTTACACGACTGCTAGTCCAAAACCAAATGAACACTTCAACCTTCTTTACCT
CTGACTTCCGTGCTCCCGAGTGAGTCCCAGCTGTGTCTCTCCAGCTCCTAACACACTCG
TGTCTGGGATCCAGGTGTGTGAGCAGCAACATTGTGCTCCTGACTCAGGCATTCCGAAA
GAAGTTTGTCATTCCTGACTTTGAGGAGTTCACGGGCCATGTGGATCGCATATTTGAGG
ATGCCAAAGAGCCCACTGGAGGCAAAGTGAGGGCCAAGGGGACGAGGGAGGGGAGAGGG
CTCTGGGCCAGATACACAGTGCTTCTCAGAGACGCCTTGGGGCTGTGGACTCAATGATG
GATGAGCAGAGCCTATAAAGTTGAGGGCATGTTTTCATGTGTTTTCACTTGTGATTCTA
GTAGCACGTGACTTAGGACCTTTATGGATGTGGATGGCAGAAGCTAGGGTTTGGTGGCA
CAGGCCTGTAGTCCCAGCTCTTGTTGGGCTAAGACAGGCTCAGAAGTTTGAGTTCAGTA
TTGGTTACATAGGGAGACCCTGTCTCAAAGTAAAGAGATTCAGTCCAGCCTTCAAGGAG
ACTTACAGGGACTGAACCTGAGAACCTAATCCTAGAATTGCCTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTAATATTTCATGGGCTCTACTGTTTGGACTACAGAGATGTATGGTTGAAAGGGACTA
AAGGCCTTGTTGGTTCTGGAAGGAATATACAAAAGGGGACAGATTTTAACTTTTACCTC
AAAGTTTCTGACCCTGAGTACTGCTGTGCTGTTCTCCATAGTCACCTGTCTCCCCTTTC
TCTACCCATTTATGCCCAGGTGGCAGCCTACATCCCGCACCTGGCCAAATCAAACCCAG
ACCTTTGGGGCGTCTCCCTGTGCACTGTGCATGGGCAGCGGTAAGATGCTGGGTGATGC
TGGGCCTTGTAGTGCACCCCTTTAATCTCAGGACTCAGGAGGCAGAGGCAGGAGGATCT
CTGAGTTTGAGACCAGCCTGGTATCATCCTGAGTGCCAGGACAGCCAGAGCTCTGCAGA
TAGACCCTGTCTCAAAACAAAGATGCTGGGTGAGAGGCAGGAGCTGAGAGAGCACAGGT
GAGGAACAAAGTCTAGCCCCTTTTATGGTACCTGTCTCCTCCAGGCACTCTGTGGGCCA
CACGAAGATCCCCTTCTGCCTGCAGTCCTGTGTCAAGCCCCTCACTTACGCCATCTCCG
TGAGCACCTTAGGCACTGACTACGTGCACAAGTTTGTGGGCAAGGAACCCAGTGGTCTG
CGCTATAACAAACTCTCCCTCAATGAGGAAGGTGAGCATCTCCAGGGCTCAGGTTCATA
CCTGCCTTCTGAGCCCCGTGCCTCGCCTCCTCCTCTGTGTCTTAGCCTTTGCTCTCATC
C

ACLARACIONES:

» Letra enrosa: exones 3, 4,5y 6 (por orden) del gen Gls2 murino.

= Letra en negro: secuencia intrénica del gen Gls2 murino.
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Apéndice

>Fragmento EX234

ACTAGTTAATACTGTGATATAACCATATGTATCTTATATATGTTATGTATGTATGTGCT
TGTAATTTAACAAAAATAAAATTATGATATTCATAGTAATTGGTAAGCTATGTTTTCCA
TTTATGAATTTATTTTTAATTGATCTTTAGTGTAAGCATATGAGTACCAGTGTGCCACA
TGTTCATGTCAGTGGACAACTTTGTGGAATTGGTTCTTTCCTTCTACCTTTACGTGGCT
TCTGGGGTTTCATGGGTCAAACTCACTGCCAGAGTTGCATAGCAAGCACTTTTTTCTGC
GGAGCCATCTTGCTTACCCTATATTCACTTTTTTAAATGGCTTTCTAAAAGTTTTATTT
TGCCGGGCGTGGTGGCTCACACCTTTAATCCCAGTACTTGGGAGGCAGAGGCAGGCGGA
TTTCTGAGTTCGAGGCCAGCCTGGTCTACAAAGTGAGTTCCAGGACAGCCAGGGCTATA
CAGAGAAACCCTGTCTTGAAAAACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCCAAAAA
ACAAAAAAAAAAACTGTCTAAGCTAAGCATGATGGTGCATGCTTTAGTCTTAGCACCCA
AGAGGCAGAGGCAGGTGGATCCCTGAGTTCAAAGCCAGCCTGGTCTACAGAGTGAGTTC
CAGGACAGCCAGAGCTACACAGAGAAAGCCTATCTTAGGGGAAAAAAAAAGTCTTCTAA
GTCTAATAACATTAAAAGAAGTCTTAAGATCAGCGGTTCTCCACCTTCCTAATGTATTA
AAGGGCTTAACTCTTTAACCCTTTAAAACAGTTCTTCATGTTGTGCTGACCCCCAATCG
TAAAATAATTCTCATTGTTACTTCAAAACTTTAGTTTTGCTCCTGTTATGAATTGTAAT
GTAAATATCTGTGTTTTCTGATGGTCTTAGGCCCCTCCTGTGAAAGGGTTGTTTGACCC
CAAAGGGTCAAGACCTACAGGTTGAGAACCATTGCTTTAGATGTTTTTGGAGTTTTATA
CCAGTGTGAGAGACCTTTGCGGCTGGCATGGAGACAAAAGCATACAGTGGCAGAGAACA
GACAGGAAGTTGGTGATTGGCTGATTTTATATAGGGCAGTTTATCATGGAGTAAGGTCT
TAGATAGGCCTCACTCCACCTGAGTGAGGTAGACATCCTATATCTTTATTCCATAGATA
AGTAATATTAAGTGGGCTTCCTATAGCAATTGGGAGCAAAGTAGGACTGCACTGTGCAG
GAGAGAAGAGGGTGCATTTGAGAGAAAATAGGAAGATCAATTTGTCCAGTGTTAGTTTC
TAACTCACTGCAGACGCAGAATGTGGGAACAGTCAGACGGATGCTGTGTTTCCATCTCG
TCCCCATCCTCACGGGAAACACAAAGACACACACCATTGCTGGATGCACTCTGTTTCCA
GTGTTTGCCGGACATCAGTACGTGCAATGATTTAGGAGGTGGCTCGAAATAAAGGACTG
AAAAGTTCAGAGTTCCTTTTAAAAGAGACTAGAGAGTCAGATTGGCAACCTCTCGCACT
GGGGTGGAAGTTAGGATCACAGAACCTGCCAGATGGTTCAAAGAGGAGGCCTAGGATGA
CAGCCCATGACAGGTCCGTGTTCCAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGGAGCATCC
TCAGGCTTCTGCCTTCCCGTCTCTTTCCCCCAAACAGTGACGCCTCACACAGCGGCATG
CTGCCTCGACTTGGTGACCTGCTTTTCTACACTATTGCAGAGGGACAGGAGCGTATCCC
TATCCACAAGTTCACCACGGTGAGTGGCTATCTATCTGCCGATTCAGAGAACTCTGATT
CCTTAGAGTCTCTGGAACCTGTGAGGAGGATGGTCGAACAGTATAGGGTAGCTAATGGC
TGCCACTGGGGGATGGGAAATACAGAGGGGTAATGGCTGCCTGGGCTAAAAAGCCAACG
CCATCCTTCCCCCAAGTCCAGAGGAGAACACCTTTCGTGAGCTGTGGCAAGAGGCTTGC
TAGCCTTCCAAGTTCCAAAACCAATTTGTTCTACCAGTTGTAATTGGGGTGGAGTGACT
TGAGTAGCTATTGGGAAACACTGAGGTATGGATTGCTGTCCTTGGCTGACCTAGCCAGA
CCTCTTCTTCCCCCCCAAAGGCTCTGAAGGCCACTGGACTGCAGACGTCAGACCCACGG
CTCCAGGACTGCATGAGCAAGATGCAGCGCATGGTCCAAGAGTCCAGCAGCGGTGGCCT
CTTGGACCGAGAGCTCTTCCAAAAGTGAGAGCCCCAGAGATGAGCATTGACCCCCAAAA
CAGTTCTGTAGGAGGAAAGATCTTGGGAATTAAACAGTTCAACCCTTCATTTTGTTAGT
AGCTTCTAGAAGATGTTCTCATACATATATGGTGTATATATTAGGACTTCTCAATGCTA
AAGCCCATAGCTGTGGTTATTCTGATTTTAACGTTTTTTTCTCAGAATGTCTTGAGATA
TCTTTCCATGTCTTTAGAACATATCATTTTAGAGGTTAGGAAATTTAAACCTAGGGAGA
TGAAATGATATTCCAAAAGTTACACGACTGCTAGTCCAAAACCAAATGAACACTTCAAC
CTTCTTTACCTCTGACTTCCGTGCTCCCGAGTGAGTCCCAGCTGTGTCTCTCCAGCTCC
TAACACACTCGTGTCTGGGATCCAGGTGTGTGAGCAGCAACATTGTGCTCCTGACTCAG
GCATTCCGAAAGAAGTTTGTCATTCCTGACTTTGAGGAGTTCACGGGCCATGTGGATCG
CATATTTGAGGATGCCAAAGAGCCCACTGGAGGCAAAGTGAGGGCCAAGGGGACGAGGG
AGGGGAGAGGGCTCTGGGCCAGATACACAGTGCTTCTCAGAGACGCCTTGGGGCTGTGG
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Apéndice

ACTCAATGATGGATGAGCAGAGCCTATAAAGTTGAGGGCATGTTTTCATGTGTTTTCAC
TTGTGATTCTAGTAGCACGTG

ACLARACIONES:

» Letra enrosa: exones 2, 3y 4 (por orden) del gen GIs2 murino.

= Letra en negro: secuencia intrénica del gen Gls2 murino.
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Apéndice

>BC234

GGGCTAAGACAGGCTCAGAAGTTTGAGTTCAGTATTGGTTACATAGGGAGACCCTGTCT
CAAAGTAAAGAGATTCAGTCCAGCCTTCAAGGAGACTTACAGGGACTGAACCTGAGAAC
CTAATCCTAGAATTGCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAATATTTCATGGGCTCTACTGT
TTGGACTACAGAGATGTATGGTTGAAAGGGACTAAAGGCCTTGTTGGTTCTGGAAGGAA
TATACAAAAGGGGACAGATTTTAACTTTTACCTCAAAGTTTCTGACCCTGAGTACTGCT
GTGCTGTTCTCCATAGTCACCTGTCTCCCCTTTCTCTACCCATTTATGCCCAGGTGGCA
GCCTACATCCCGCACCTGGCCAAATCAAACCCAGACCTTTGGGGCGTCTCCCTGTGCAC
TGTGGATGGGCAGCGGTAAGATGCTGGGTGATGCTGGGCCTTGTAGTGCACCCCTTTAA
TCTCAGGACTCAGGAGGCAGAGGCAGGAGGATCTCTGAGTTTGAGACCAGCCTGGTATC
ATCCTGAGTGCCAGGACAGCCAGAGCTCTGCAGATAGACCCTGTCTCAAAACAAAGATG
CTGGGTGAGAGGCAGGAGCTGAGAGAGCACAGGTGAGGAACAAAGTCTAGCCCCTTTTA
TGGTACCTGTCTCCTCCAGGCACTCTGTGGGCCACACGAAGATCCCCTTCTGCCTGCAG
TCCTGTGTCAAGCCCCTCACTTACGCCATCTCCGTGAGCACCTTAGGCACTGACTACGT
GCACAAGTTTGTGGGCAAGGAACCCAGTGGTCTGCGCTATAACAAACTCTCCCTCAATG
AGGAAGGTGAGCATCTCCAGGGCTCAGGTTCATACCTGCCTTCTGAGCCCCGTGCCTCG
CCTCCTCCTCTGTGTCTTAGCCTTTGCTCTCATCCAGGTAGGAACTGGACCCAACCCCG
ATTAGCTTCAGAGTGGGAACAGTGCAGAGTAGGCTTTCTTGGTGACTGACAAGACTGAG
TGGTTTGTATTTCCCCAGGAATTCCCCATAACCCCATGGTCAATGCTGGTGCCATTGTG
GTCAGCTCCCTGATCAAGGTCAGTGCATTTCTAACCTTCTGAAAGGTAATTTCTCAACT
CCCCTTATCCCTACATCCCCATATCTGTTCAGTTCTCCAGGCAGATAGGGCAGGGGGTG
GGGGGGTTCCTGAGTCATTTGAGAATTAATAAGAGGCATGGAAAAAATGCATCAGGAAG
TCCTGTGCAATAAGCTGTGGATGTTAGTGATAGCTGCCACATCCGTCCCCTCACCCCAT
GTGCTCCCTGCCCCCTCCCAGAGTTCTATGAGCAGGTCATGACCTTTGCCTAGGACCAA
GAGCCAAATGCCAAGGGCAGGGGGAGGACAACACCATCAGGCATTGATTGGCCACTCCT
GGGTGAGAGATATGCTGACAGAAGGGTGAATGGCCAGTCCAGGGCAGTCATTCACGTCA
CCTGGAACTGTGAGTTGGCCTTGAGCAAGTGATGTCCAACAGGCCCATCAGCTGCAGGT
CTCCCAGGGCTTGAGCAAGAACGCAGGAGCAGTGTGGGCAGCGACACTCTGGGGCCAAT
CACGGTCCCTCCTGAAGAAGGTGGTGTTAGGAACCCTTCCCCCTAGGAACTCAGGTTTC
AGAGTCCTGGAGTGTTGACTCCTACCTGAGCCTGCAGTGTTGACGGAAGTGAGCCTGGC
GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
ACTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGACTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGACTGTCTGTGTGTGT
GTGACTGTCTGTGTGTGTGTGTCTGTCTGTCTGTTCTGTGTCTGTGTGTCTCGTGCGTG
CTAAGGTAAGCATATCTCCCTGTTCTGGGGAGTCCTGTCGGCAGCCCTATCTTTGGGAC
CTGCCTCATCTCATCTTCTACTAGAGTTG

ACLARACIONES:

= Letraenrosa: exones 5, 6y 7 (por orden) del gen Gls2 murino

= Letra en negro: secuencia intrénica del gen Gls2 murino.
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Apéndice

>BCext

AGTAGCACGTGACTTAGGACCTTTATGGATGTGGATGGCAGAAGCTAGGGTTTGGTGGC
ACAGGCCTGTAGTCCCAGCTCTTGTTGGGCTAAGACAGGCTCAGAAGTTTGAGTTCAGT
ATTGGTTACATAGGGAGACCCTGTCTCAAAGTAAAGAGATTCAGTCCAGCCTTCAAGGA
GACTTACAGGGACTGAACCTGAGAACCTAATCCTAGAATTGCCTTTTTTTTTTTTTTTI
TTTTAATATTTCATGGGCTCTACTGTTTGGACTACAGAGATGTATGGTTGAAAGGGACT
AAAGGCCTTGTTGGTTCTGGAAGGAATATACAAAAGGGGACAGATTTTAACTTTTACCT
CAAAGTTTCTGACCCTGAGTACTGCTGTGCTGTTCTCCATAGTCACCTGTCTCCCCTTT
CTCTACCCATTTATGCCCAGGTGGCAGCCTACATCCCGCACCTGGCCAAATCAAACCCA
GACCTTTGGGGCGTCTCCCTGTGCACTGTGGATGGGCAGCGGTAAGATGCTGGGTGATG
CTGGGCCTTGTAGTGCACCCCTTTAATCTCAGGACTCAGGAGGCAGAGGCAGGAGGATC
TCTGAGTTTGAGACCAGCCTGGTATCATCCTGAGTGCCAGGACAGCCAGAGCTCTGCAG
ATAGACCCTGTCTCAAAACAAAGATGCTGGGTGAGAGGCAGGAGCTGAGAGAGCACAGG
TGAGGAACAAAGTCTAGCCCCTTTTATGGTACCTGTCTCCTCCAGGCACTCTGTGGGCC
ACACGAAGATCCCCTTCTGCCTGCAGTCCTGTGTCAAGCCCCTCACTTACGCCATCTCC
GTGAGCACCTTAGGCACTGACTACGTGCACAAGTTTGTGGGCAAGGAACCCAGTGGTCT
GCGCTATAACAAACTCTCCCTCAATGAGGAAGGTGAGCATCTCCAGGGCTCAGGTTCAT
ACCTGCCTTCTGAGCCCCGTGCCTCGCCTCCTCCTCTGTGTCTTAGCCTTTGCTCTCAT
CCAGGTAGGAACTGGACCCAACCCCGATTAGCTTCAGAGTGGGAACAGTGCAGAGTAGG
CTTTCTTGGTGACTGACAAGACTGAGTGGTTTGTATTTCCCCAGGAATTCCCCATAACC
CCATGGTCAATGCTGGTGCCATTGTGGTCAGCTCCCTGATCAAGGTCAGTGCATTTCTA
ACCTTCTGAAAGGTAATTTCTCAACTCCCCTTATCCCTACATCCCCATATCTGTTCAGT
TCTCCAGGCAGATAGGGCAGGGGGTGGGGGGGTTCCTGAGTCATTTGAGAATTAATAAG
AGGCATGGAAAAAATGCATCAGGAAGTCCTGTGCAATAAGCTGTGGATGTTAGTGATAG
CTGCCACATCCGTCCCCTCACCCCATGTGCTCCCTGCCCCCTCCCAGAGTTCTATGAGC
AGGTCATGACCTTTGCCTAGGACCAAGAGCCAAATGCCAAGGGCAGGGGGAGGACAACA
CCATCAGGCATTGATTGGCCACTCCTGGGTGAGAGATATGCTGACAGAAGGGTGAATGG
CCAGTCCAGGGCAGTCATTCACGTCACCTGGAACTGTGAGTTGGCCTTGAGCAAGTGAT
GTCCAACAGGCCCATCAGCTGCAGGTCTCCCAGGGCTTGAGCAAGAACGCAGGAGCAGT
GTGGGCAGCGACACTCTGGGGCCAATCACGGTCCCTCCTGAAGAAGGTGGTGTTAGGAA
CCCTTCCCCCTAGGAACTCAGGTTTCAGAGTCCTGGAGTGTTGACTCCTACCTGAGCCT
GCAGTGTTGACGGAAGTGAGCCTGGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGACTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGACTGTCTGTGT
GTGTGTGTGTGACTGTCTGTGTGTGTGTGACTGTCTGTGTGTGTGTGTCTGTCTGTCTG
TTCTGTGTCTGTGTGTCTCGTGCGTGCTAAGGTAAGCATATCTCCCTGTTCTGGGGAGT
CCTGTCGGCAGCCCTATCTTTGGGACCTGCCTCATCTCATCTTCTACTAGAGTTGGGGA
TGAAGAACATTTGGGTAGAACATTTGCTCCACCATGTACAGAGACCCAAGGCACTTCAA
TCTCTGGCACTGCTATAAAGAAATAATTTTTGTTTCTTTATCACTATATCTGGGGATAT
CTCAGTGGCAGAACATTTGACCAGCATACCTGAGTTCTTAGTTTCAATCCTGGTAGTAG
AAAGAAAAATCAGGGCTGGTGAGATGGCTCAGGGGCTCAGGGGGTAAGGGCACCCGAAT
GTTCTTCCAAAGGTCCGAAGTTCAAATCCCAGCAACCATATGGTGGCTCACAACCACCT
GTAACAGAGATCTAACACCCTCTTCTGGTGCGACTGAAGACAGCTACAGTATACTTACA
TATAATAAATAAATAAATCTTTAAAAAAAAAAAAAGAAAAGAAAAATCATTCATCAATA
TAACTGAATATTCAGCAGACACATTCCATTTCTGTCACAGAGGATCTGGGAATCAGGTA
TAAGCTAGAGTGAGGCTATAGAATGGGGCATAAAGGTTGGGGGGGGGGTATAGGCATGG
TAGCATATGCCTATAATGCCAGAACCTAGAAGTTCTGGGGCTGGAGAGATGGATCAGCA
GTTGAGAGCACGGACTGCTCTTCCAGAGGTCTTGAGTTCAATTCCCAGCAACTACATAG
TGGCTCCCAACCATCTGTAATGGGATCTGAAAACAGCTACAGTGTACTCATATACATAA
AAAAAAAAATCACAAGTTCAAGGCTAGTCTGGGATACCTGAGACCTCTATTTAAAAGTA
AATAAATAAATAAAATGGATAGTAGTAATCATGGATAAGGTGGAATTTAGAGACCGAAG
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Apéndice

TGGAGACAGAAGGAGTGAGCCAGGAGAGAGGAGAGGCAAGTAGATGGGGTGAGGTTATC
TGAATCCTCATTCCTTGATAATTTACATTTTGTTTGTTTGTTTCAACAATCCTCCTGCC
TCAACCTCCCAAAAGCTGGGATTATAGGTGTGCATCACCACACAGGCTGGTGGTCTGGA
TTTTTCTCACTAGACTACATAAACCTGCATGCACAAAAAGTCTCAGCTGCTTAAACAAG
AAGTATCTGGTGCCTATAACATCAGTTACTCCAAGGCCAGAGGGGCTCTCAGCCACGGG
ACAACCCAGGCCTGACTCAGAGCAAACAAAGGACATTGTAAAATGTAACATTCCCAGAG
CAAACAAAGGGCATTGTAAAAAATAACAGTCCCAGTAGCAAGGTTTGACTAAGCCCTCC
TGCCCCTGCTGTCTGCCATCCTCCCAGACCTGGAATGCTGATTGCTTTCCCTTTCCTTC
TGTGCAGATGGACTGTAACAAAGCAGAGAAGTTCGATTTTGTAAGTTCCTCACACTCAA
CCCTTTCCTGCCTTTCTCCACCGCATGCTGTCCACACAGCTGCTACAGCTATCTCCAGA
GGAGTGGGGACCACTGGCTTCAGCTTCTTGAAGTCCCTACTCTCCCGGGGAAAGAGAGG
GTCTGAGTGCCTTATCAGCCCGGGTGTGTTAGCTAGCGATCCTTAGTCTAAAGGCGTCT
TTCTTACCTCTCTTCTCTTCCAGGTGTTACAGTATCTGAACAAGATGGCTGGGAACGAA
TTCATGGGGTTCAGCAATGCCACGTAAGACTCTGTTTAGGGGGCTGGCTGAGTAGGTTG
TACCGTTGAGCATGTGTGTGCTTGGTGGGGGAAGTCGAGGAGGGAAGGGAAAGAAGAAT
ATATATTATCGTAGGAAGAAATTTGGGGGGAATCTTGGCCTCTCAGCTTCCTCTGAGCT
TCTGCATCGACATTTACTTACTTGGAGAAATAACATCCCATGTCTGATTACCACATAAT
GAGAAAGGCAGCATGCTGGCTTGTGCCGAGGCCCTCGTCAAGACTCAGAGCCAAACATC
TTGCCAAATTTCCTAGACAGAGCCACTAGACAGCTTCGAAGCTT

ACLARACIONES:

» Letra enrosa: exones 5, 6, 7,8 y 9 (por orden) del gen Gls2 murino

» Letra en negro: secuencia intrénica del gen GIs2 murino.
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Apéndice

> pGKneoBCext (construccién Mock)

CTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGA
CCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCG
CCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGAT
TTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTG
GGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATA
GTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATT
TATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAAT
TTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCG
CAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGG
GGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTG
TAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCA
CCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCGGAACCCTTAATATAACTTCGTATAA
TGTATGCTATACGAAGTTATTAGGTCCCTCGACCTGCAGGAATTCGAGCTCGCCCGGGGA
TCCTCTAGAGTC
BB/ ATTCTACCGGGTAGGGGAGGCGCTTTTCCCAAGGCAGTCTGGAGCATGCGCTT
TAGCAGCCCCGCTGGGCACTTGGCGCTACACAAGTGGCCTCTGGCCTCGCACACATTCCA
CATCCACCGGTAGGCGCCAACCGGCTCCGTTCTTTGGTGGCCCCTTCGCGCCACCTTCTA
CTCCTCCCCTAGTCAGGAAGTTCCCCCCCGCCCCGCAGCTCGCGTCGTGCAGGACGTGAC
AAATGGAAGTAGCACGTCTCACTAGTCTCGTGCAGATGGACAGCACCGCTGAGCAATGGA
AGCGGGTAGGCCTTTGGGGCAGCGGCCAATAGCAGCTTTGCTCCTTCGCTTTCTGGGCTC
AGAGGCTGGGAAGGGGTGGGTCCGGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGGLGE
GCGCCCGAAGGTCCTCCGGAGGCCCGGCATTCTGCACGCTTCAAAAGCGCACGTCTGCCG
CGCTGTTCTCCTCTTCCTCATCTCCGGGCCTTTCGACCTGCAGCCAATATGGGATCGGCC
ATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGC
TATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCG
CAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAG
GACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTC
GACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGCGAAGTGCCGGGGCAGGAT
CTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGG
CGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATC
GAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAG
CATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGC
GATGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGC
CGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATA
GCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTC
GTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGAC
GAGTTCTTCTGAGGGGATCAATTCTCTAGCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCC
TTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGG
TGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAG
GTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGCAGGATTGGGAAGA
CAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAG
CTGGGGCTCGA
BB GACCTAGAGTCGAATCAAGCTGATCCGGAACCCTTAATATAACTTCGTATAATGT
ATGCTATACGAAGTTATTAGGTCCCTCGACCTGCAGCCCAAGCTAGCTTTATCGATACCG
TCGACGGTATCGATAAGCTTAGTAGCACGTGACTTAGGACCTTTATGGATGTGGATGGCA
GAAGCTAGGGTTTGGTGGCACAGGCCTGTAGTCCCAGCTCTTGTTGGGCTAAGACAGGCT
CAGAAGTTTGAGTTCAGTATTGGTTACATAGGGAGACCCTGTCTCAAAGTAAAGAGATTC
AGTCCAGCCTTCAAGGAGACTTACAGGGACTGAACCTGAGAACCTAATCCTAGAATTGCC
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAATATTTCATGGGCTCTACTGTTTGGACTACAGAGATGTA
TGGTTGAAAGGGACTAAAGGCCTTGTTGGTTCTGGAAGGAATATACAAAAGGGGACAGAT
TTTAACTTTTACCTCAAAGTTTCTGACCCTGAGTACTGCTGTGCTGTTCTCCATAGTCAC
CTGTCTCCCCTTTCTCTACCCATTTATGCCCAGGTGGCAGCCTACATCCCGCACCTGGCC
AAATCAAACCCAGACCTTTGGGGCGTCTCCCTGTGCACTGTGGATGGGCAGCGGTAAGAT
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GCTGGGTGATGCTGGGCCTTGTAGTGCACCCCTTTAATCTCAGGACTCAGGAGGCAGAGG
CAGGAGGATCTCTGAGTTTGAGACCAGCCTGGTATCATCCTGAGTGCCAGGACAGCCAGA
GCTCTGCAGATAGACCCTGTCTCAAAACAAAGATGCTGGGTGAGAGGCAGGAGCTGAGAG
AGCACAGGTGAGGAACAAAGTCTAGCCCCTTTTATGGTACCTGTCTCCTCCAGGCACTCT
GTGGGCCACACGAAGATCCCCTTCTGCCTGCAGTCCTGTGTCAAGCCCCTCACTTACGCC
ATCTCCGTGAGCACCTTAGGCACTGACTACGTGCACAAGTTTGTGGGCAAGGAACCCAGT
GGTCTGCGCTATAACAAACTCTCCCTCAATGAGGAAGGTGAGCATCTCCAGGGCTCAGGT
TCATACCTGCCTTCTGAGCCCCGTGCCTCGCCTCCTCCTCTGTGTCTTAGCCTTTGCTCT
CATCCAGGTAGGAACTGGACCCAACCCCGATTAGCTTCAGAGTGGGAACAGTGCAGAGTA
GGCTTTCTTGGTGACTGACAAGACTGAGTGGTTTGTATTTCCCCAGGAATTCCCCATAAC
CCCATGGTCAATGCTGGTGCCATTGTGGTCAGCTCCCTGATCAAGGTCAGTGCATTTCTA
ACCTTCTGAAAGGTAATTTCTCAACTCCCCTTATCCCTACATCCCCATATCTGTTCAGTT
CTCCAGGCAGATAGGGCAGGGGGTGGGGGGGTTCCTGAGTCATTTGAGAATTAATAAGAG
GCATGGAAAAAATGCATCAGGAAGTCCTGTGCAATAAGCTGTGGATGTTAGTGATAGCTG
CCACATCCGTCCCCTCACCCCATGTGCTCCCTGCCCCCTCCCAGAGTTCTATGAGCAGGT
CATGACCTTTGCCTAGGACCAAGAGCCAAATGCCAAGGGCAGGGGGAGGACAACACCATC
AGGCATTGATTGGCCACTCCTGGGTGAGAGATATGCTGACAGAAGGGTGAATGGCCAGTC
CAGGGCAGTCATTCACGTCACCTGGAACTGTGAGTTGGCCTTGAGCAAGTGATGTCCAAC
AGGCCCATCAGCTGCAGGTCTCCCAGGGCTTGAGCAAGAACGCAGGAGCAGTGTGGGCAG
CGACACTCTGGGGCCAATCACGGTCCCTCCTGAAGAAGGTGGTGTTAGGAACCCTTCCCC
CTAGGAACTCAGGTTTCAGAGTCCTGGAGTGTTGACTCCTACCTGAGCCTGCAGTGTTGA
CGGAAGTGAGCCTGGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
GTGTGTGTGTGTGTGACTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGACTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGA
CTGTCTGTGTGTGTGTGACTGTCTGTGTGTGTGTGTCTGTCTGTCTGTTCTGTGTCTGTG
TGTCTCGTGCGTGCTAAGGTAAGCATATCTCCCTGTTCTGGGGAGTCCTGTCGGCAGCCC
TATCTTTGGGACCTGCCTCATCTCATCTTCTACTAGAGTTGGGGATGAAGAACATTTGGG
TAGAACATTTGCTCCACCATGTACAGAGACCCAAGGCACTTCAATCTCTGGCACTGCTAT
AAAGAAATAATTTTTGTTTCTTTATCACTATATCTGGGGATATCTCAGTGGCAGAACATT
TGACCAGCATACCTGAGTTCTTAGTTTCAATCCTGGTAGTAGAAAGAAAAATCAGGGCTG
GTGAGATGGCTCAGGGGCTCAGGGGGTAAGGGCACCCGAATGTTCTTCCAAAGGTCCGAA
GTTCAAATCCCAGCAACCATATGGTGGCTCACAACCACCTGTAACAGAGATCTAACACCC
TCTTCTGGTGCGACTGAAGACAGCTACAGTATACTTACATATAATAAATAAATAAATCTT
TAAAAAAAAAAAAAGAAAAGAAAAATCATTCATCAATATAACTGAATATTCAGCAGACAC
ATTCCATTTCTGTCACAGAGGATCTGGGAATCAGGTATAAGCTAGAGTGAGGCTATAGAA
TGGGGCATAAAGGTTGGGGGGGGGGTATAGGCATGGTAGCATATGCCTATAATGCCAGAA
CCTAGAAGTTCTGGGGCTGGAGAGATGGATCAGCAGTTGAGAGCACGGACTGCTCTTCCA
GAGGTCTTGAGTTCAATTCCCAGCAACTACATAGTGGCTCCCAACCATCTGTAATGGGAT
CTGAAAACAGCTACAGTGTACTCATATACATAAAAAAAAAAATCACAAGTTCAAGGCTAG
TCTGGGATACCTGAGACCTCTATTTAAAAGTAAATAAATAAATAAAATGGATAGTAGTAA
TCATGGATAAGGTGGAATTTAGAGACCGAAGTGGAGACAGAAGGAGTGAGCCAGGAGAGA
GGAGAGGCAAGTAGATGGGGTGAGGTTATCTGAATCCTCATTCCTTGATAATTTACATTT
TGTTTGTTTGTTTCAACAATCCTCCTGCCTCAACCTCCCAAAAGCTGGGATTATAGGTGT
GCATCACCACACAGGCTGGTGGTCTGGATTTTTCTCACTAGACTACATAAACCTGCATGC
ACAAAAAGTCTCAGCTGCTTAAACAAGAAGTATCTGGTGCCTATAACATCAGTTACTCCA
AGGCCAGAGGGGCTCTCAGCCACGGGACAACCCAGGCCTGACTCAGAGCAAACAAAGGAC
ATTGTAAAATGTAACATTCCCAGAGCAAACAAAGGGCATTGTAAAAAATAACAGTCCCAG
TAGCAAGGTTTGACTAAGCCCTCCTGCCCCTGCTGTCTGCCATCCTCCCAGACCTGGAAT
GCTGATTGCTTTCCCTTTCCTTCTGTGCAGATGGACTGTAACAAAGCAGAGAAGTTCGAT
TTTGTAAGTTCCTCACACTCAACCCTTTCCTGCCTTTCTCCACCGCATGCTGTCCACACA
GCTGCTACAGCTATCTCCAGAGGAGTGGGGACCACTGGCTTCAGCTTCTTGAAGTCCCTA
CTCTCCCGGGGAAAGAGAGGGTCTGAGTGCCTTATCAGCCCGGGTGTGTTAGCTAGCGAT
CCTTAGTCTAAAGGCGTCTTTCTTACCTCTCTTCTCTTCCAGGTGTTACAGTATCTGAAC
AAGATGGCTGGGAACGAATTCATGGGGTTCAGCAATGCCACGTAAGACTCTGTTTAGGGG
GCTGGCTGAGTAGGTTGTACCGTTGAGCATGTGTGTGCTTGGTGGGGGAAGTCGAGGAGG
GAAGGGAAAGAAGAATATATATTATCGTAGGAAGAAATTTGGGGGGAATCTTGGCCTCTC
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AGCTTCCTCTGAGCTTCTGCATCGACATTTACTTACTTGGAGAAATAACATCCCATGTCT
GATTACCACATAATGAGAAAGGCAGCATGCTGGCTTGTGCCGAGGCCCTCGTCAAGACTC
AGAGCCAAACATCTTGCCAAATTTCCTAGACAGAGCCACTAGACAGCTTCGAAGCTTGAT
ATCGAATTCTACCGGGTAGGGGAGGCGCTTTTCCCAAGGCAGTCTGGAGCATGCGCTTTA
GCAGCCCCGCTGGGCACTTGGCGCTACACAAGTGGCCTCTGGCCTCGCACACATTCCACA
TCCACCGGTAGGCGCCAACCGGCTCCGTTCTTTGGTGGCCCCTTCGCGCCACCTTCTACT
CCTCCCCTAGTCAGGAAGTTCCCCCCCGCCCCGCAGCTCGCGTCGTGCAGGACGTGACAA
ATGGAAGTAGCACGTCTCACTAGTCTCGTGCAGATGGACAGCACCGCTGAGCAATGGAAG
CGGGTAGGCCTTTGGGGCAGCGGCCAATAGCAGCTTTGCTCCTTCGCTTTCTGGGCTCAG
AGGCTGGGAAGGGGTGGGTCCGGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGGCGGGL
GCCCGAAGGTCCTCCGGAGGCCCGGCATTCTGCACGCTTCAAAAGCGCACGTCTGCCGCG
CTGTTCTCCTCTTCCTCATCTCCGGGCCTTTCGACCTGCAGGTCCTCGCCATGGATCCTG
ATGATGTTGTTGATTCTTCTAAATCTTTTGTGATGGAAAACTTTTCTTCGTACCACGGGA
CTAAACCTGGTTATGTAGATTCCATTCAAAAAGGTATACAAAAGCCAAAATCTGGTACAC
AAGGAAATTATGACGATGATTGGAAAGGGTTTTATAGTACCGACAATAAATACGACGCTG
CGGGATACTCTGTAGATAATGAAAACCCGCTCTCTGGAAAAGCTGGAGGCGTGGTCAAAG
TGACGTATCCAGGACTGACGAAGGTTCTCGCACTAAAAGTGGATAATGCCGAAACTATTA
AGAAAGAGTTAGGTTTAAGTCTCACTGAACCGTTGATGGAGCAAGTCGGAACGGAAGAGT
TTATCAAAAGGTTCGGTGATGGTGCTTCGCGTGTAGTGCTCAGCCTTCCCTTCGCTGAGG
GGAGTTCTAGCGTTGAATATATTAATAACTGGGAACAGGCGAAAGCGTTAAGCGTAGAAC
TTGAGATTAATTTTGAAACCCGTGGAAAACGTGGCCAAGATGCGATGTATGAGTATATGG
CTCAAGCCTGTGCAGGAAATCGTGTCAGGCGATCTCTTTGTGAAGGAACCTTACTTCTGT
GGTGTGACATAATTGGACAAACTACCTACAGAGATTTAAAGCTCTAAGGTAAATATAAAA
TTTTTAAGTGTATAATGTGTTAAACTACTGATTCTAATTGTTTGTGTATTTTAGATTCCA
ACCTATGGAACTGATGAATGGGAGCAGTGGTGGAATGCAGATCCTAGAGCTCGCTGATCA
GCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCC
TTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCG
CATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGCGACAGCAAGGGG
GAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAG
GCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTGTTCCCTTTAG
TGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGT
TATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGT
GCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCG
GGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTG
CGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTG
CGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGAT
AACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCC
GCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGC
TCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGA
AGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTT
CTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTG
TAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGC
GCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTG
GCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTC
TTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTG
CTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACC
GCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCT
CAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGT
TAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAA
AAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAA
TGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCC
TGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCT
GCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCA
GCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATT
AATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTT
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GCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCC
GGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGC
TCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTT
ATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACT
GGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGC
CCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATT
GGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCG
ATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCT
GGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAA
TGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGT
CTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGC
ACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC

* ACLARACIONES:

=  [BUBEEREIEERE sitios de reconocimiento Frt

= Secuencia entre sitios Frt: secuencia correspondiente al gen Neo
= Letra en azul: Brazo corto extendido

» Subrayado en amarillo: secuencia del gen DTA

201



Apéndice

> pGKneo-BC234

CTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGA
CCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCG
CCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGAT
TTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTG
GGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATA
GTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATT
TATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAAT
TTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCG
CAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGG
GGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTG
TAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCA
CCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCGGAACCCTTAAT

TAGGTCCCTCGACCTGCAGGAATTCGAGCTCGCCCGGGGA

TCCTCTAGAGTC
AATTCTACCGGGTAGGGGAGGCGCTTTTCCCAAGGCAGTCTGGAGCATGCGCTT
TAGCAGCCCCGCTGGGCACTTGGCGCTACACAAGTGGCCTCTGGCCTCGCACACATTCCA
CATCCACCGGTAGGCGCCAACCGGCTCCGTTCTTTGGTGGCCCCTTCGCGCCACCTTCTA
CTCCTCCCCTAGTCAGGAAGTTCCCCCCCGCCCCGCAGCTCGCGTCGTGCAGGACGTGAC
AAATGGAAGTAGCACGTCTCACTAGTCTCGTGCAGATGGACAGCACCGCTGAGCAATGGA
AGCGGGTAGGCCTTTGGGGCAGCGGCCAATAGCAGCTTTGCTCCTTCGCTTTCTGGGCTC
AGAGGCTGGGAAGGGGTGGGTCCGGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGGLGE
GCGCCCGAAGGTCCTCCGGAGGCCCGGCATTCTGCACGCTTCAAAAGCGCACGTCTGCCG
CGCTGTTCTCCTCTTCCTCATCTCCGGGCCTTTCGACCTGCAGCCAATATGGGATCGGCC
ATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGC
TATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCG
CAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAG
GACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTC
GACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGCGAAGTGCCGGGGCAGGAT
CTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGG
CGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATC
GAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAG
CATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGC
GATGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGC
CGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATA
GCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTC
GTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGAC
GAGTTCTTCTGAGGGGATCAATTCTCTAGCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCC
TTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGG
TGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAG
GTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGCAGGATTGGGAAGA
CAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAG
CTGGGGCTCGA

GACCTAGAGTCGAATCAAGCTGATCCGGAACCCTTAAT,
TAGGTCCCTCGACCTGCAGCCCAAGCTAGCTTTATCGATACCG

TCGACGGGCTAAGACAGGCTCAGAAGTTTGAGTTCAGTATTGGTTACATAGGGAGACCCT
GTCTCAAAGTAAAGAGATTCAGTCCAGCCTTCAAGGAGACTTACAGGGACTGAACCTGAG
AACCTAATCCTAGAATTGCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAATATTTCATGGGCTCTACT
GTTTGGACTACAGAGATGTATGGTTGAAAGGGACTAAAGGCCTTGTTGGTTCTGGAAGGA
ATATACAAAAGGGGACAGATTTTAACTTTTACCTCAAAGTTTCTGACCCTGAGTACTGCT
GTGCTGTTCTCCATAGTCACCTGTCTCCCCTTTCTCTACCCATTTATGCCCAGGTGGCAG
CCTACATCCCGCACCTGGCCAAATCAAACCCAGACCTTTGGGGCGTCTCCCTGTGCACTG
TGGATGGGCAGCGGTAAGATGCTGGGTGATGCTGGGCCTTGTAGTGCACCCCTTTAATCT
CAGGACTCAGGAGGCAGAGGCAGGAGGATCTCTGAGTTTGAGACCAGCCTGGTATCATCC
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TGAGTGCCAGGACAGCCAGAGCTCTGCAGATAGACCCTGTCTCAAAACAAAGATGCTGGG
TGAGAGGCAGGAGCTGAGAGAGCACAGGTGAGGAACAAAGTCTAGCCCCTTTTATGGTAC
CTGTCTCCTCCAGGCACTCTGTGGGCCACACGAAGATCCCCTTCTGCCTGCAGTCCTGTG
TCAAGCCCCTCACTTACGCCATCTCCGTGAGCACCTTAGGCACTGACTACGTGCACAAGT
TTGTGGGCAAGGAACCCAGTGGTCTGCGCTATAACAAACTCTCCCTCAATGAGGAAGGTG
AGCATCTCCAGGGCTCAGGTTCATACCTGCCTTCTGAGCCCCGTGCCTCGCCTCCTCCTC
TGTGTCTTAGCCTTTGCTCTCATCCAGGTAGGAACTGGACCCAACCCCGATTAGCTTCAG
AGTGGGAACAGTGCAGAGTAGGCTTTCTTGGTGACTGACAAGACTGAGTGGTTTGTATTT
CCCCAGGAATTCCCCATAACCCCATGGTCAATGCTGGTGCCATTGTGGTCAGCTCCCTGA
TCAAGGTCAGTGCATTTCTAACCTTCTGAAAGGTAATTTCTCAACTCCCCTTATCCCTAC
ATCCCCATATCTGTTCAGTTCTCCAGGCAGATAGGGCAGGGGGTGGGGGGGTTCCTGAGT
CATTTGAGAATTAATAAGAGGCATGGAAAAAATGCATCAGGAAGTCCTGTGCAATAAGCT
GTGGATGTTAGTGATAGCTGCCACATCCGTCCCCTCACCCCATGTGCTCCCTGCCCCCTC
CCAGAGTTCTATGAGCAGGTCATGACCTTTGCCTAGGACCAAGAGCCAAATGCCAAGGGC
AGGGGGAGGACAACACCATCAGGCATTGATTGGCCACTCCTGGGTGAGAGATATGCTGAC
AGAAGGGTGAATGGCCAGTCCAGGGCAGTCATTCACGTCACCTGGAACTGTGAGTTGGCC
TTGAGCAAGTGATGTCCAACAGGCCCATCAGCTGCAGGTCTCCCAGGGCTTGAGCAAGAA
CGCAGGAGCAGTGTGGGCAGCGACACTCTGGGGCCAATCACGGTCCCTCCTGAAGAAGGT
GGTGTTAGGAACCCTTCCCCCTAGGAACTCAGGTTTCAGAGTCCTGGAGTGTTGACTCCT
ACCTGAGCCTGCAGTGTTGACGGAAGTGAGCCTGGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGACTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGACT
GTCTGTGTGTGTGTGTGTGACTGTCTGTGTGTGTGTGACTGTCTGTGTGTGTGTGTCTGT
CTGTCTGTTCTGTGTCTGTGTGTCTCGTGCGTGCTAAGGTAAGCATATCTCCCTGTTCTG
GGGAGTCCTGTCGGCAGCCCTATCTTTGGGACCTGCCTCATCTCATCTTCTACTAGAGTT
GGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCTACCGGGTAGGGGAGGCGCTTTTCCC
AAGGCAGTCTGGAGCATGCGCTTTAGCAGCCCCGCTGGGCACTTGGCGCTACACAAGTGG
CCTCTGGCCTCGCACACATTCCACATCCACCGGTAGGCGCCAACCGGCTCCGTTCTTTGG
TGGCCCCTTCGCGCCACCTTCTACTCCTCCCCTAGTCAGGAAGTTCCCCCCCGCCCCGCA
GCTCGCGTCGTGCAGGACGTGACAAATGGAAGTAGCACGTCTCACTAGTCTCGTGCAGAT
GGACAGCACCGCTGAGCAATGGAAGCGGGTAGGCCTTTGGGGCAGCGGCCAATAGCAGCT
TTGCTCCTTCGCTTTCTGGGCTCAGAGGCTGGGAAGGGGTGGGTCCGGGGGCGGGCTCAG
GGGCGGGCTCAGGGGCGGGGCGGGCGCCCCAAGGTCCTCCGGAGGCCCGGCATTCTGCAC
GCTTCAAAAGCGCACGTCTGCCGCGCTGTTCTCCTCTTCCTCATCTCCGGGCCTTTCGAC
CTGCAGGTCCTCGCCATGGATCCTGATGATGTTGTTGATTCTTCTAAATCTTTTGTGATG
GAAAACTTTTCTTCGTACCACGGGACTAAACCTGGTTATGTAGATTCCATTCAAAAAGGT
ATACAAAAGCCAAAATCTGGTACACAAGGAAATTATGACGATGATTGGAAAGGGTTTTAT
AGTACCGACAATAAATACGACGCTGCGGGATACTCTGTAGATAATGAAAACCCGCTCTCT
GGAAAAGCTGGAGGCGTGGTCAAAGTGACGTATCCAGGACTGACGAAGGTTCTCGCACTA
AAAGTGGATAATGCCGAAACTATTAAGAAAGAGTTAGGTTTAAGTCTCACTGAACCGTTG
ATGGAGCAAGTCGGAACGGAAGAGTTTATCAAAAGGTTCGGTGATGGTGCTTCGCGTGTA
GTGCTCAGCCTTCCCTTCGCTGAGGGGAGTTCTAGCGTTGAATATATTAATAACTGGGAA
CAGGCGAAAGCGTTAAGCGTAGAACTTGAGATTAATTTTGAAACCCGTGGAAAACGTGGC
CAAGATGCGATGTATGAGTATATGGCTCAAGCCTGTGCAGGAAATCGTGTCAGGCGATCT
CTTTGTGAAGGAACCTTACTTCTGTGGTGTGACATAATTGGACAAACTACCTACAGAGAT
TTAAAGCTCTAAGGTAAATATAAAATTTTTAAGTGTATAATGTGTTAAACTACTGATTCT
AATTGTTTGTGTATTTTAGATTCCAACCTATGGAACTGATGAATGGGAGCAGTGGTGGAA
TGCAGATCCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGT
TGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTC
CTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGG
TGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGA
TGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCGAGGGGGGGCCC
GGTACCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTC
ATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGG
AAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTT
GCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGG
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CCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGA
CTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAAT
ACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCA
AAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCC
TGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATA
AAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCC
GCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTC
ACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGA
ACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCC
GGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAG
GTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAG
AACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAG
CTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCA
GATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGA
CGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGAT
CTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGA
GTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTG
TCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGA
GGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCC
AGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAAC
TTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCC
AGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTC
GTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCC
CATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTT
GGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCC
ATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTG
TATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAG
CAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGAT
CTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGC
ATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAA
AAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTA
TTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAA
AAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC

ACLARACIONES:

=  [BUBEEEEIEERE sitios de reconocimiento Frt

= Secuencia entre sitios Frt: secuencia correspondiente al gen Neo

= SUbrayatdoNVerde: sitios de reconocimiento LoxP

= | etra en azul: Brazo corto extendido

» Subrayado en amarillo: secuencia del gen DTA

204






Apéndice

>pGKneoBC2EX2BL (construcciéon A)

CTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGA
CCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCG
CCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGAT
TTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTG
GGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATA
GTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATT
TATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAAT
TTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCG
CAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGG
GGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTG
TAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCA
CCGCGGTGGCGGCCGCACCCACATAGCAGTTCACAATCATATGTAACTCTGGTCACCTCT
CTGGTCTCCAGAGGCCCCAGGTGCGTACACACACATTCACACACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACACACACACACGTAAAACACTATACAGACAAGAGGGGAAAG
CCAGGCTTGGTGGCACACACCTTTAATACCAGCACTTAGAAGGCACAGGAAGGTGGATCT
CTGTGAGTTCCAGGCCAGCCTGGGTTACAAAATGAGACCCTATCTCAAAAACAAAAAAAA
AAAAAAAAAACCACCAACAACAAAAACAACTTTAAAAAACATACTGGGGGAGTGGGGGGC
TGGAGAGATGGCTCAGCGGTTAAGAGCACTGACTGCTTTTCCTCTTCCGGGGACAGTGAT
TAGAGGCACTCAGGATGGTCCAGCGTTTGACAAACTCTCGTAGGCTTTCCTACAACACAG
CCTCTAACAAAACTAGGCTGTCTCGAACCCCTGGCAACAGGATTGTTTACCTCTACACCA
TGAAGGGTGGGAAAGCACCTAAATCCGCATGTGGTGTGTCCCCAGGCAGACTGCAAGGGG
TTCGTGCTGTGAGACCCAAAGTCCTTCTGAGATTGTCTAACCAAAGAAGCATGTCATGAC
GCAGGGCCTATGATGGTTCCATGTGTGCCAAGTGTGTCTGTGACGGGATCAAGCGGGCTT
TCCTTATTGAGGAGCAGAAAATCGTTGTGGAAGTATTGAAGGCACAAGCACAGAGTCAGA
GAGCAAAATAGATCTGCAGCTTTTTGCACTGACTGCTCTTCCAGAGGTTCTGAGTTCAAA
TCCCACAACCACATGGTGGCTCAGAACCATATGTAATGAGATCTGATACCCTCTTCAGGT
GTGTCTGAAGACAACTACAGTGTACTTACATATAATAAATAAATAAATCTTTTTTAAAAA
CCAGACTAGGTAGAGATCCATTGAGAGAGATACCTGGGGTTCACCCTTTATTCTTCACCT
GTGTACAAGCTTGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCACACACACACACACACAC
AGATACTAATGTTGAATTGTTGAATTGTTTATACTGAGTATTTGAGAGGCTCTTAATTGA
ATCAGGCACGGCGTCACAGACGTGTGTAATCTCAGCCACTCTGGAGACTTCGGCAGGAGG
CAGCAAATTTGAGCCCAGCAATATAACTAGTTCCTGTCTCATAAACCAGAACCATGGGGC
TGGGACGGTGCTTACCTGGCAGGCCAGAATCCTTTGGTTCATTCCCTAGCCTGGAATGAA
GCTGGGAAGGTGATGTAGGTCTACTCTAATCCCTGTACTTGAGGTAAGCAGAAGAAGCAG
AGAATCAAGGGCTTCCTTGGACCACAGGTTCAAGGGCACTCCTGGAGACACCCAATCTGA
AAAGCAAAAGTTTGCTTTGAGGACAAAGTCAGGAGTGGGGCAGCAGACTGTAGACTGTGA
ATTAGAGGAAGTGCTCTGGATAAGACAGCAGATAAGCCAGAGAGGGAACGGCTAACAGAA
GGGAAATCAAACAGAAGGTCCACCTGGTTTCAAACCAAACACACCCTCTAAACTGTAAGG
CAAAGAGCTGCTGTTCTAGTAAACACAGAAACATGGCTTCGATGTTGATTTTCCCATGGT
TGCATTTTGTTTGTGGCAAGGTCTCCTTGCACAGCCTCACCTGACTTGCACTCCTGTCCT
GCCTAAGCTTCTCAGATGTTGGGATCCACAAAGAGTATACTGCCACCATTCCTGGTTATT
TAAATTCAAAAATTAAAAGTTTTGCAGTGCTGCCTGGGCAGCTCAAGAGACAGCTCCCAG
TACTATCTCATAGCATAGAAAACTCTTTTACAAGTGAGGTAGGTTTGGTTTTTTGTTTGT
TTGTTTGTTTTGTTTTTAAAGAATTATTTATTTATTTATTTATTTATTTAAAAGATTTAT
TTATTTTTATTGTATATAAGTACACTGAGACACTCCAGAAGAGGGAGTCAGATCTCATTA
CAGATGATTGTGAGTCACCATGTGGTTGCTGGGATTTGAACTTCAGACCTTTGGAAGAGT
AGTCGGGTGCTCTTACCCACTGAGCCATCTCACCAGCCCCAAGAATTATTTATTTAATGT
ATGTAAGTACACTGTCTCTTCTTCAGACACACCAGAAGAGGGCATCAGATCCCATTACAG
ATGGTTGTGAGCCACCATGTGGTTGCTGGGAATTGAACTCAGGACCTCTGAAAGAGCAGC
CATCTCTCCAGCCCCCAGAGGTAGTTTTCCTCCAGTTGTTAATTCAGTTGTTAATTTTGG
AGGAGAAAGCTTGTAATCAGAGATTTCTGTCTAATTTCTGGCTCTGGGTTATCTTATGCA
AGTAGTCTTAACTTTCTTTTAAATAAAAGCTTAAAAAAAACCCACACATTTAAAAAAAAA
ACATGCATACATTTATCGGGGGCTGGAGATATGGTTCAGTGGTTAAGAACACAGATTGCT
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Apéndice

CTTCCGAAGGTCCTGAGTTCAAATCCCAGCAACCACATGGGGGCTCACAACATCTGTAAT
GAGATCTGACACCCTTTTCTAGAGTGTTTAAAGACAGCTAGTGTACCTATATATAATAAG
TAAATATAATGTATATAATAATAATAAATAAGTAAGTAAATAAATCTTTAAAAAAACCAG
CTGGGCGTGGTGGCACATGCCTTTAATCCCAGCACTTGAGAGGCAGAGGCAGGCAGATTT
CTGAGTTGGAGGCCAGCCTGGTCTACAAAGTGAGTTCCAGGACAGCCAGGGCTATTCAGA
GAAACCCTGTCTCGAAAAAAAAAAATCTTTAAAAAAACATAACAAACAAAAACCCCCACA
TTTATCTAAGTGTGTGGGGGGGTTTCATGAGAACCATTGTCTGAGTAATTATCAGGTTTG
GGAACAAGAGCCTTTACCCAGTGAAGTGTCTTGGTTCCAATTTGGTTTCCTCTTTTCAAA
ACAAACCTAGTAACTGCTTCTTTGGCCACTGCTAGGGGAAAATAAACTAACTGGTTGGCA
TAGCATACACATGCAATAATAGTTGTTAATATAATTCCTGCTAAGTCAAAGTGCTGTGAG
GGCTGAGGTCAGGTGAGTGAAAGCTTTCGAAGCCCACGCTGGCCTTGGACTCTTTCAGAT
GACGTTGAACTACTGACCCACTTGTCTCCACATCCCTGGCGCTGGGACTCCAGGAATGCT
GACCACCACATTTTTAATTCTCCTAAATTTTGTGCATTTTCTCCACTACAAACCAAGACC
ACACCTTTAATCCCAACACTCTGGAGCCTAAAGTAGGTGGATCTGAGAGTTTGAGGTCAG
GCTGGTCTAGCTCGTAAGTTCTAAGAGATACGGAGAGGCCAGGTCTTAAAACTAAAAACA
ATTGGGGGAGCACGTATATGTTTTGTGTTTCTTTGCTTTTTTGTCGTGTGTGTGTGTGTG
TTTGTGTGTGTGTGCACGCGCACCGGCATGCGTGTGGTGTTGCACACCCCTGCAATTCTA
GCACTTGAGAAGTTGAGGTAGAAGGTTGGCCACGAATTCAAGGCCAACACGGGCTACAAA
CTGAGTACTACGGCAACAAGGGCTATATCTCAAAGCCCTGTTTCTAAAACAACAATAAAA
AAAGATTTCAGCCGGCCCAGCACTTGGGAAGCAGAGGCAGGCGGATTTCTGAGTTCGAGG
CCAGGCTGGCCTCTGTCCTGGAACTCACTCTGTAACCCAGGCTGGCCTCAAACTCAGAGA
TCCATCTGCCTCCACCTCCCCAGTGCTGGGATTAAAGTCATATGGCACTACTACCTGGAT
GTGACTGAATATTTGTAGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCGGAACCCTTAATATAAC

TAGGTCCCTCGACCTGCAGGAATTCGAGCTC
GCCCGGGTCCTCAAACTGACAAATACCCTCCTACCTCTTCTTCCCAGTACTTCCAAGGCT
GAGATTGAAGGTGTGTGCCACCACCATCCTGCTTGGTTTATGAACTTTTTAAAAATGTAT
ATAGGTGTTTTGCTTTGTATATGTGTCTGTGTACCACATGCAAGCCTGGAACTTGCTGAG
ATCAGAGGAGGTGTTGGATCCCCTGAAACTGGAGCCACTACATGGGTATTAGGAATTGAA
CCCAGGTCCTCTGTAAGAACAACTGCTCTTAACCACTAAGCTAGCTCTTCAGCCCTGGAG
TATGTGATACTCCTGAAGAGGGCCCATGCCCAGTTTCCAGCACCCACTTGGTGGTTAGCG
CAACTATCCATAACTCTAGTTCCAGGGTACCTGGTTTGTTCTGACTTCTCAGGGTACCAG
GCTGGGTGTGTTGGCCTTTAGTCCCAGTATTCTGGAGGCAGAGGCAGAAGGATTTCTGTG
AGTTCCAGGACTGCCTGAACTACATAGTAAGTTCTGAGATAGCCAGGCCTACATAGAAAG
ACCCTTAGAACAAACAAACAAAATCCTAGATAAGTCAAAGATGAAAATAAAAACCCCAGT
ATTAGAGATAACTAGTTAATACTGTGATATAACCATATGTATCTTATATATGTTATGTAT
GTATGTGCTTGTAATTTAACAAAAATAAAATTATGATATTCATAGTAATTGGTAAGCTAT
GTTTTCCATTTATGAATTTATTTTTAATTGATCTTTAGTGTAAGCATATGAGTACCAGTG
TGCCACATGTTCATGTCAGTGGACAACTTTGTGGAATTGGTTCTTTCCTTCTACCTTTAC
GTGGCTTCTGGGGTTTCATGGGTCAAACTCACTGCCAGAGTTGCATAGCAAGCACTTTTT
TCTGCGGAGCCATCTTGCTTACCCTATATTCACTTTTTTAAATGGCTTTCTAAAAGTTTT
ATTTTGCCGGGCGTGGTGGCTCACACCTTTAATCCCAGTACTTGGGAGGCAGAGGCAGGC
GGATTTCTGAGTTCGAGGCCAGCCTGGTCTACAAAGTGAGTTCCAGGACAGCCAGGGCTA
TACAGAGAAACCCTGTCTTGAAAAACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCCAAAA
AACAAAAAAAAAAACTGTCTAAGCTAAGCATGATGGTGCATGCTTTAGTCTTAGCACCCA
AGAGGCAGAGGCAGGTGGATCCCTGAGTTCAAAGCCAGCCTGGTCTACAGAGTGAGTTCC
AGGACAGCCAGAGCTACACAGAGAAAGCCTATCTTAGGGGAAAAAAAAAGTCTTCTAAGT
CTAATAACATTAAAAGAAGTCTTAAGATCAGCGGTTCTCCACCTTCCTAATGTATTAAAG
GGCTTAACTCTTTAACCCTTTAAAACAGTTCTTCATGTTGTGCTGACCCCCAATCGTAAA
ATAATTCTCATTGTTACTTCAAAACTTTAGTTTTGCTCCTGTTATGAATTGTAATGTAAA
TATCTGTGTTTTCTGATGGTCTTAGGCCCCTCCTGTGAAAGGGTTGTTTGACCCCAAAGG
GTCAAGACCTACAGGTTGAGAACCATTGCTTTAGATGTTTTTGGAGTTTTATACCAGTGT
GAGAGACCTTTGCGGCTGGCATGGAGACAAAAGCATACAGTGGCAGAGAACAGACAGGAA
GTTGGTGATTGGCTGATTTTATATAGGGCAGTTTATCATGGAGTAAGGTCTTAGATAGGC
CTCACTCCACCTGAGTGAGGTAGACATCCTATATCTTTATTCCATAGATAAGTAATATTA
AGTGGGCTTCCTATAGCAATTGGGAGCAAAGTAGGACTGCACTGTGCAGGAGAGAAGAGG
GTGCATTTGAGAGAAAATAGGAAGATCAATTTGTCCAGTGTTAGTTTCTAACTCACTGCA

207



Apéndice

GACGCAGAATGTGGGAACAGTCAGACGGATGCTGTGTTTCCATCTCGTCCCCATCCTCAC
GGGAAACACAAAGACACACACCATTGCTGGATGCACTCTGTTTCCAGTGTTTGCCGGACA
TCAGTACGTGCAATGATTTAGGAGGTGGCTCGAAATAAAGGACTGAAAAGTTCAGAGTTC
CTTTTAAAAGAGACTAGAGAGTCAGATTGGCAACCTCTCGCACTGGGGTGGAAGTTAGGA
TCACAGAACCTGCCAGATGGTTCAAAGAGGAGGCCTAGGATGACAGCCCATGACAGGTCC
GTGTTCCAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGGAGCATCCTCAGGCTTCTGCCTTCCC
GTCTCTTTCCCCCAAACAGTGACGCCTCACACAGCGGCATGCTGCCTCGACTTGGTGACC
TGCTTTTCTACACTATTGCAGAGGGACAGGAGCGTATCCCTATCCACAAGTTCACCACGG
TGAGTGGCTATCTATCTGCCGATTCAGAGAACTCTGATTCCTTAGAGTCTCTGGAACCTG
TGAGGAGGATGGTCGAACAGTATAGGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTC
ATTCTACCGGGTAGGG
GAGGCGCTTTTCCCAAGGCAGTCTGGAGCATGCGCTTTAGCAGCCCCGCTGGGCACTTGG
CGCTACACAAGTGGCCTCTGGCCTCGCACACATTCCACATCCACCGGTAGGCGCCAACCG
GCTCCGTTCTTTGGTGGCCCCTTCGCGCCACCTTCTACTCCTCCCCTAGTCAGGAAGTTC
CCCCCCGCCCCGCAGCTCGCGTCGTGCAGGACGTGACAAATGGAAGTAGCACGTCTCACT
AGTCTCGTGCAGATGGACAGCACCGCTGAGCAATGGAAGCGGGTAGGCCTTTGGGGCAGC
GGCCAATAGCAGCTTTGCTCCTTCGCTTTCTGGGCTCAGAGGCTGGGAAGGGGTGGGTCC
GGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGGCGGGCGCCCGAAGGTCCTCCGGAGGL
CCGGCATTCTGCACGCTTCAAAAGCGCACGTCTGCCGCGCTGTTCTCCTCTTCCTCATCT
CCGGGCCTTTCGACCTGCAGCCAATATGGGATCGGCCATTGAACAAGATGGATTGCACGC
AGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAAT
CGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGT
CAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTG
GCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAG
GGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCC
TGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGC
TACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGA
AGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGA
ACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGATGATCTCGTCGTGACCCATGG
CGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTG
TGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGC
TGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCC
CGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGGGGATCAATT
CTCTAGCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTG
TTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCT
AATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTG
GGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATG
CGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCG
GACCTAGAGTCGAATCAA
GCTGATCCGGAACCCTTAAT TAGGTC
CCTCGACCTGCAGCCCAAGCTAGCTTTATCGATACCGTCGACGGTATCGATAAGCTTCCA
AGTCCAGAGGAGAACACCTTTCGTGAGCTGTGGCAAGAGGCTTGCTAGCCTTCCAAGTTC
CAAAACCAATTTGTTCTACCAGTTGTAATTGGGGTGGAGTGACTTGAGTAGCTATTGGGA
AACACTGAGGTATGGATTGCTGTCCTTGGCTGACCTAGCCAGACCTCTTCTTCCCCCCCA
AAGGCTCTGAAGGCCACTGGACTGCAGACGTCAGACCCACGGCTCCAGGACTGCATGAGC
AAGATGCAGCGCATGGTCCAAGAGTCCAGCAGCGGTGGCCTCTTGGACCGAGAGCTCTTC
CAAAAGTGAGAGCCCCAGAGATGAGCATTGACCCCCAAAACAGTTCTGTAGGAGGAAAGA
TCTTGGGAATTAAACAGTTCAACCCTTCATTTTGTTAGTAGCTTCTAGAAGATGTTCTCA
TACATATATGGTGTATATATTAGGACTTCTCAATGCTAAAGCCCATAGCTGTGGTTATTC
TGATTTTAACGTTTTTTTCTCAGAATGTCTTGAGATATCTTTCCATGTCTTTAGAACATA
TCATTTTAGAGGTTAGGAAATTTAAACCTAGGGAGATGAAATGATATTCCAAAAGTTACA
CGACTGCTAGTCCAAAACCAAATGAACACTTCAACCTTCTTTACCTCTGACTTCCGTGCT
CCCGAGTGAGTCCCAGCTGTGTCTCTCCAGCTCCTAACACACTCGTGTCTGGGATCCAGG
TGTGTGAGCAGCAACATTGTGCTCCTGACTCAGGCATTCCGAAAGAAGTTTGTCATTCCT
GACTTTGAGGAGTTCACGGGCCATGTGGATCGCATATTTGAGGATGCCAAAGAGCCCACT
GGAGGCAAAGTGAGGGCCAAGGGGACGAGGGAGGGGAGAGGGCTCTGGGCCAGATACACA
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Apéndice

GTGCTTCTCAGAGACGCCTTGGGGCTGTGGACTCAATGATGGATGAGCAGAGCCTATAAA
GTTGAGGGCATGTTTTCATGTGTTTTCACTTGTGATTCTAGTAGCACGTGACTTAGGACC
TTTATGGATGTGGATGGCAGAAGCTAGGGTTTGGTGGCACAGGCCTGTAGTCCCAGCTCT
TGTTGGGCTAAGACAGGCTCAGAAGTTTGAGTTCAGTATTGGTTACATAGGGAGACCCTG
TCTCAAAGTAAAGAGATTCAGTCCAGCCTTCAAGGAGACTTACAGGGACTGAACCTGAGA
ACCTAATCCTAGAATTGCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAATATTTCATGGGCTCTACTG
TTTGGACTACAGAGATGTATGGTTGAAAGGGACTAAAGGCCTTGTTGGTTCTGGAAGGAA
TATACAAAAGGGGACAGATTTTAACTTTTACCTCAAAGTTTCTGACCCTGAGTACTGCTG
TGCTGTTCTCCATAGTCACCTGTCTCCCCTTTCTCTACCCATTTATGCCCAGGTGGCAGC
CTACATCCCGCACCTGGCCAAATCAAACCCAGACCTTTGGGGCGTCTCCCTGTGCACTGT
GGATGGGCAGCGGTAAGATGCTGGGTGATGCTGGGCCTTGTAGTGCACCCCTTTAATCTC
AGGACTCAGGAGGCAGAGGCAGGAGGATCTCTGAGTTTGAGACCAGCCTGGTATCATCCT
GAGTGCCAGGACAGCCAGAGCTCTGCAGATAGACCCTGTCTCAAAACAAAGATGCTGGGT
GAGAGGCAGGAGCTGAGAGAGCACAGGTGAGGAACAAAGTCTAGCCCCTTTTATGGTACC
TGTCTCCTCCAGGCACTCTGTGGGCCACACGAAGATCCCCTTCTGCCTGCAGTCCTGTGT
CAAGCCCCTCACTTACGCCATCTCCGTGAGCACCTTAGGCACTGACTACGTGCACAAGTT
TGTGGGCAAGGAACCCAGTGGTCTGCGCTATAACAAACTCTCCCTCAATGAGGAAGGTGA
GCATCTCCAGGGCTCAGGTTCATACCTGCCTTCTGAGCCCCGTGCCTCGCCTCCTCCTCT
GTGTCTTAGCCTTTGCTCTCATCCAAGCTTGATATCGAATTCTACCGGGTAGGGGAGGCG
CTTTTCCCAAGGCAGTCTGGAGCATGCGCTTTAGCAGCCCCGCTGGGCACTTGGCGCTAC
ACAAGTGGCCTCTGGCCTCGCACACATTCCACATCCACCGGTAGGCGCCAACCGGCTCCG
TTCTTTGGTGGCCCCTTCGCGCCACCTTCTACTCCTCCCCTAGTCAGGAAGTTCCCCCCC
GCCCCGCAGCTCGCGTCGTGCAGGACGTGACAAATGGAAGTAGCACGTCTCACTAGTCTC
GTGCAGATGGACAGCACCGCTGAGCAATGGAAGCGGGTAGGCCTTTGGGGCAGCGGCCAA
TAGCAGCTTTGCTCCTTCGCTTTCTGGGCTCAGAGGCTGGGAAGGGGTGGGTCCGGGGGL
GGGCTCAGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGGCGGGCGCCCGAAGGTCCTCCGGAGGCCCGGCA
TTCTGCACGCTTCAAAAGCGCACGTCTGCCGCGCTGTTCTCCTCTTCCTCATCTCCGGGC
CTTTCGACCTGCAGGTCCTCGCCATGGATCCTGATGATGTTGTTGATTCTTCTAAATCTT
TTGTGATGGAAAACTTTTCTTCGTACCACGGGACTAAACCTGGTTATGTAGATTCCATTC
AAAAAGGTATACAAAAGCCAAAATCTGGTACACAAGGAAATTATGACGATGATTGGAAAG
GGTTTTATAGTACCGACAATAAATACGACGCTGCGGGATACTCTGTAGATAATGAAAACC
CGCTCTCTGGAAAAGCTGGAGGCGTGGTCAAAGTGACGTATCCAGGACTGACGAAGGTTC
TCGCACTAAAAGTGGATAATGCCGAAACTATTAAGAAAGAGTTAGGTTTAAGTCTCACTG
AACCGTTGATGGAGCAAGTCGGAACGGAAGAGTTTATCAAAAGGTTCGGTGATGGTGCTT
CGCGTGTAGTGCTCAGCCTTCCCTTCGCTGAGGGGAGTTCTAGCGTTGAATATATTAATA
ACTGGGAACAGGCGAAAGCGTTAAGCGTAGAACTTGAGATTAATTTTGAAACCCGTGGAA
AACGTGGCCAAGATGCGATGTATGAGTATATGGCTCAAGCCTGTGCAGGAAATCGTGTCA
GGCGATCTCTTTGTGAAGGAACCTTACTTCTGTGGTGTGACATAATTGGACAAACTACCT
ACAGAGATTTAAAGCTCTAAGGTAAATATAAAATTTTTAAGTGTATAATGTGTTAAACTA
CTGATTCTAATTGTTTGTGTATTTTAGATTCCAACCTATGGAACTGATGAATGGGAGCAG
TGGTGGAATGCAGATCCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAG
CCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACT
GTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATT
CTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGCGAAGACAATAGCAGGCAT
GCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCGAGG
GGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAA
TCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATA
CGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTA
ATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAA
TGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCG
CTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAG
GCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAA
GGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTC
CGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACA
GGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCG
ACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCT
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Apéndice

CATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGT
GTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAG
TCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGC
AGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTAC
ACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGA
GTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGC
AAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACG
GGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCA
AAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGT
ATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCA
GCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACG
ATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCA
CCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGT
CCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGT
AGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCA
CGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACA
TGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGA
AGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACT
GTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGA
GAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCG
CCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTC
TCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGA
TCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAAT
GCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTT
CAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGT
ATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC

ACLARACIONES:

= Subrayado Verde: sitios de reconocimiento LoxP.
= SUBFAYAHoNeSa: sitios de reconocimiento Frt.

= Secuencia comprendida entre sitios Frt: secuencia del gen Neo.

= Letra en azul: secuencias del gen GlIs2. Por orden: brazo largo de
homologia, fragmento de exén 2 y brazo corto de homologia.

= Subrayado amarillo: secuencia del gen DTA.
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> Construcciéon EUCOMM

TACGTTGCTTAGTCTGGTTCCCAGCTCAGACTCCTAATTACCCTCCAAGAAAGTAGAATTGTAG
GCAGTACCACTATGTCCAGGCTAAGGGTTGTTTTGAAGAGGGGAGTAGAAATTGTTTGTGATAA
CTTTTTTTCTTTTTTCTTTTTGTTTTGTTTTGTTGTTGTTGTTGTTTTTTGAGATAGGGTTTCT
TCTCTGTGTAGCCCTGGCTGTCCTGGAAATCACTTTGTAGACCAGGCTGGCCTCAAACTCAGAA
ATCCTTCTGCCTCTGCCTCCAGAGAGCTGGGATTAAAGGCATGCACCACTACACCCAGCTCTTG
TGATAACTTTTAAGAAAAGAGAATTTATCCCACCTGATTCAGTATAGCCGAATTTGTAATTTTT
CTAGAACATGCACTGAAAAAAAAAAAAGTATTCTTACTGGGTGTGGAAGCACACACACTCCCAG
CTCTTGGGAGGCAGAGGCAGGCAGATCTATGTTGAATATGAATAAGGCTAGCCTGGTCTACATA
GTGAGTTCCAAGACTTCCAGGGCTAAAAAGAGAGACACTGCCTCAATAAAACAAACAAACAAAA
AACAACCACAAAAGGTGCTTTTTGTTATTTTGTTTTGTTTGTTTGTTTCTTGTGACTATGTGCC
TGCCAAAACTAGAAGAGGGGGTTGAATCTCCCCTGCAGCTGGAGTAACAAGCAGCTGTATGATG
TCAGGTATGGGCGCTGGAAATCATACTCGGGTCCTCTGGAAAAACAGCAAGCACTCTTAGCCTC
TGAGTCATCATCATCTTTCCAGCACATTTTCTTTTTTTAAATACAAAGTCTCACAAATTTGCCC
AAACTGGCCTGGAGGTCATTTTGTGAAGAATGTAACACTGCAGTGGGTGTGGTTGCACATGCCT
GGAATCCCAGCCCTTGGGATACAGAAGCAAAAGGGCTCAGGGCTGGAGAACAGTCTACTAGTCT
ACTAGTCTACTAGTCTACTAGTCTACTAGTCTAAAGTCTCTGAGGCCAGCCTAAGCTACATTAC
AGACACACACACACACAGACACACACAGAGACACAGACACACACACACACAGAGACACACACAC
ACAGAAGCACACACACACAGACACACACACACACAGACACACACACACACAGACACCCACCeGC
CCACACACACACACACACTCCTTACTGTGTGTAACAACACTCATGAATGTTCCCGCTATTTAGG
AAGCTGAAGCATGTGCTCTGCTGGGCCTCACAGCAAGATTCTATTTCAAAACAAAAAATAGGGG
CTGGAGAGATGGCTCAGCAGTTAAGAGCACTGATTGCTCTTCCGAATGGTCCTGAGTTCAAATC
CCAGCAACCACATGGTGGCTCACAACCATCTGTAAAGAGATCTGATGCCTTCTTCTGGTGTGTC
TGAAAACAGCTATACTGTGCTGTTAATAAATAATAAATAAATAAATCTTTTAAAAAAACAATAA
AAATTAAAATACACTTTTAATAATAAATAAATAAATCTTTAAAAAAACAATAAAAATTAAAATA
CACTTTTAAATAAGAATCACGAGTAAAGCTGGGCAGTGGTGGCGCACGCCTTTAATCCCAGCAT
TTGGAAGGCAGAGGTGGGCGGATTTCTGAGTTCGAGGCCAGCCTGATCTACAGAGTGAGTTCCA
GGACTGCCAGGCCTACCCTGTCTTGAAAAAACAAACAAACAAAGAATCACAAGTAAAAGATTTG
GAGCTGGACGGACCGCATCTGTTTGAGAAGATGTCTGTGATTCTATGATGTCACTATTGGCCCC
TCGGGATCAGGGTGGAGAACAGAGATTAATGGATTACCTGCAGATGTGCTGGACTCTAGCCAGA
TACAGGCCATCATGTGTGCTTGAAAGTCAGAAGGCTGACCAGCATGCTAGTGAAGGTCTGGATA
GGCTTCAGAAACCAGGAAATAAACCTCATCAAAGCCAAGGACACTCACCTCCAGTATACTCCCA
TCTACAATTTAAAAAAAGCTCCTCCCTCTGATGAACGTGTCTGCCTCAAGTACTCTGTAATGGA
AATGATCTAAAAAGTTGAATTTATCTCCTTGTAAAGAGTTATGAAAAGGAAGGTTAGGGGGCTG
GAGAGATGACTCAGCGGTTAAGAACACTGACTCTTCAAGAGGTCCTGAGTCCAGTTCCCAGCAA
CCACATGGTGACTCACAACCATTTGTAGTGGGGTCCAATGCACTCTTCTGGTGTGTCTGAAGAC
AGCAACAGTGTACTCATATAAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAATCTTAAAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGACAGGTACTCAGAAGAGCGGATGTGGAATAGTG
ACCTGGGAAAAGGCATGTGTTCTGTGTCAGAGCCCAGACTGACCTCTGACTCATGTTCATCTTG
TGTCTGGAGAAGAGTGCTTGTTGGCACAGGGAATTGGAGTTTAGGTTACCAGCATGTAAATGCA
CCACCACCTGTAATCTGCAGAGTCTAGCACCCTCTACTGGCCCCCATGGGTACTGCATAAAAGT
GGTGCATGTCCATGCAGGCAAACCAAAACTTCCTTAGCTTCCAGACTTAGTTTCCAGACCACTG
GGACCACAGGTGTATGCATGCATCCATGCCAGCTAGGAATCTATATTTTTCTGACTCTCCGTTC
CTTTTTTTTTAAAGATTTATTTATTTATTTTATGTATATGAGTACACTGTAGCTGTACAGGTGG
TTATGAGCCTTCATGTGGGTTTGTTGGGAATTGAATTCAGGACCTCTGCTTGCTCTGGTCAGCC
CCACTCACTCCAGCCAAAAGATTTATTTATTATTATAAATAAGTACACTGTAGCTGTCTTCAGA
CACACCAGAAAAGGGCGTCAGATCTCATTACGGGTGGTTGTGAGCCACCATGTGGTTGCTAGGA
TTTGAATTCAGGACCTTCAGAAGAGCAGTCAGTGCTCTTACCTACCAAGCCTTCTCACCAGCCC
CTAACTCTCGATTCTATCCTATTTTCTTATGACAGGCATGGCCTCAGAATAGCTTTGAAGGATG
GATCTTGAACTCTGACCCTGCCTCTCTGGCCCAAATGCAGGCATTCCAGGAATGAGATACCACA
CACACTCACTGACTTGTTTGTTTGTGTTTGTGTTTATTTTTGTTTTGTTGTTGTTGTTGTTGTT
GTTGTTTGTTTTTTGTTTTTTGAGACAGCGTTTCTCTGTGTAGCCCTGGCTGTCCTAGAACTCA
CTTTGTAGATCAGGCTGGCTTCAAACTCAGAAATTCACCTGCCTCTGCCTCCTGAGTGCTGGGA
TTAAAGGTGTGCACCACCATGCCCCGCACTGACTTTTAAGAGGTTCATACCCACCTCTTTCTTA
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CATTGAATCTTGTTTTGTAACTTTCTGAGAGAATGTCTCACTGTATAGCAAGGCTGGGATAGGA
TTCAGTCTCTCCCCTCACCCTCTTCAGAACTCAGATTATCTGTGACAAACACAGGAACTTGGGA
AAGCAAAGGACTTAGCGGGTTTGCCCTTCCATGTCACAGTCCCTCATTATGGACTGAAGCAGAG
AGTAGATGCGGCTTACTGTACTCTTTGGCTTGTTCCACTAGATTTTCCTACAGCCCAGGCCCAT
CTGCCTAGGGATAGTAACGCCCACAGTGGGGTGTGTCCTCCTTTATCAATTAGCAATCCAATGA
TGCCTCCAAAGACTTGCTAACAGGTCAGCCTCTTCAACAAAAGTTCTCTCCCCTTCTCCAGGTG
CATTTGCATCACAGACCCCTACACCTAGCTTGGAACTAATTGTTTTTCAGTCTGAAGAGCAAAT
CCAGGGCTTCTTGCTTGCTAGAGGAGTACTCCAACGCTGGATACGCCCCAGCCCCACTCTTATC
TCTTGCTCCCAGACTGTGAACACCAGTGAAGTAGGAACTATACTTTTGTCAGTATTTTTTGTTT
TGTTTTGTTTTAATGTTTATTTATTTGTTTTATGTATATGAGTACACTGTAGCTGTCTCCAGAC
ACACCAGAAGAGGGCATCAGATCTCATTACAGATGGTTGTGAGCCATCATGTGGTTGCTGGGAT
TTGAACTCAGGACCTCTGGAAGAAGAATAGTCGATGCTCTTAACCATTGAGCCATCTCTCCAGC
CCCTGTTTTGTTTTGTTTTAAGACAGGGATTCTCTTATAACCCTAGCTTTTTGTTTGTTTGTTT
CGAGACAGGGTTTCTCTGTGTAGCCCTGGCTGTCCGGGAACTCACTTTGTAGACCAGGCTGGCC
TTGAACTCAGAAATCCACCTGCCTCTGCCTCCCAAGTGCTGGGATTAAAGGCATGCGCCACCAC
TGCCTGGTGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAGATTTATTATTTGTCATTTATATGAGTACA
CTATCTCTCTTCAGACACACCAGAAGAGGGCATCAGATTCCTTTACAGATGGTTGTGAGCCACC
ATGTGGTTGCTGGGAATTGAACTCAGGACCTCTGGAAGAGCAGTCAGTGCTCTTAACCCCCGAG
CCATCTCTCCAGCCCTATCTTGGCTTTCTATTGCTGTGATAAAACACCATTACCAAAGCAACAA
TGGTGGGAAAGGATTTATTATAACTTATATGCCCCATCATGAACGGAAGTCAGCTTCTCAAATG
TTGTGAAGCAGGGGCCAGGGAGAAATGCAGCTTACTGGCTTGTACAGTCTGCTTTCTCATACAA
ACCAGGATCTTCTGCAAAGGGGTAGGGCCACCTACTTTGGGATGGGCCCTCCCATGTCAATTAG
GGAAATCCCCCTCCTCCCCCATTGCCCTACAGACTTGCCTGCAGGCTATTCTGACCGAGGCTTT
TTTTTTCAAGTGAGATTCCCTTTCTCCAAATAACTCCAGCTTATGTCAAGCTGGAAAACAACAA
CAACAACAACCAGAACACTATCCAAATATAATTTAGATTCAAGAATGCTTGCTGACAGGATATA
ATTTTCATGCTTTTTAGACTGTCTCCATGGGAAAGGGAACCTCAGAGAATACTAGGAGAAACAC
TGCCATCTGCTGGGCAGAACAGGTCATGCTGCCTTTAGGAACCTGTCTAAGAGCAGAAGTTGGA
[TTATTTTTATTTTTATTTTTATTTTTATTTTTATTTTTATTTTTTGGGGGTGAGTATATGTGT
GAGTGCATGTGTGAGTATATGTGTGAGTGTGTGAGTATATGTGTGAGTGTGTGAGTGTATGTGT
GAGTATATGTGTGAGTGTGTGAGTGTATGTGTGAGTATATGTGTGAGTGTATGTGTGAGTATAT
GTGTTAGTGTGTGAGTGTATGTGTGAGTATATGTGTGAGTGTGTGAGTATATGTGTGAGTATAT
GAGTGTATGTGTGAGTATATGTGTGAGTGTGTGAGTGTATGTGTGAGTATATGTATGAGTGTAT
GTGTAGTATATGTGTGAGTGTATGTGTGAGTATATGTGTTAGTGTGTGAGTGTATGTGTGAGTA
TATGTGTGAGTGTGTGAGTATATGTGTGAGTATATGAGTGTATGTGTGAGTATATGTGTGAGTG
TGTGAGTGTATGTGTGAGTATATGTATGAGTGTATGTGTAGTATATGTGTGAGTGTATGTGTGA
GTATATGTGTGAGTATGTGTGTGAGTGTATGTGTGAGTATATGTGTAAATATATGTGTGAGTTA
GAGGACTATACTGTGGGGCCCCCTTTCTCTTTACATAGGTCCCAGGGATCAAACTCGGGCTGCC
AGATTCAGACATAAATAGCAAACGCTCTACCCATTGAGCCATCTCAGTTTGTTCTGATGCTGAG
GTTTGAAGTGGAGCTCACTGTGTGGTAGAGGCTGGCTTTGAACTGTTCATCCCTCAGTCTCTAC
CTCAAAAGATTAAAATGCACCTGGGGCTACTTCTAGAGGCAAGTCTTTGCCCAGTCAGCTCCCA
TTTAAAGGGGAAATACAAAAAGCAGAAACTCACTACTGGTTATATGAAAAGCTAACTCAGAGAA
ACAGGGATGGAAAGGCAGCTAATAGCTTCTGGGTAACAATTTGAAACCCTCTAACCTGTGGCAG
TTTTCTCTTGAACAGATCTAAAAGCTTCAAAAAAAATAACAGTTTCCCCATGAAGTAAGCATAA
GCCTGTTGTGTATTTAACCCCAATTAAGGGCTGAGACGATGGTCCGGTGCATAAGGTTCTGGCC
ATGCAAACTTAAGGAACTGAGTTCAAATCCCCAGCACCCACACAAAAAACTGGGAATCTGTAAC
TCCAGTATCAAGCTGAGGTGTTGCCGCCTGTCCAGTCTAGCTGAATCTGCTAGGTCCAGGTTCA
GTGAGAGATCCTCACTCAGAAAATAAGATGGGGAGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTGGCTGG
AGAGATGGCTCAGTGGCCAAGAGCACTTGCTGCTCTTGCAGAGGACCCAGGTTCAGTTCCCAGC
ACCCACATAGCAGTTCACAATCATATGTAACTCTGGTCACCTCTCTGGTCTCCAGAGGCCCCAG
GTGCGTACACACACATTCACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC
ACACACGTAAAACACTATACAGACAAGAGGGGAAAGCCAGGCTTGGTGGCACACACCTTTAATA
CCAGCACTTAGAAGGCACAGGAAGGTGGATCTCTGTGAGTTCCAGGCCAGCCTGGGTTACAAAA
TGAGACCCTATCTCAAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAACCACCAACAACAAAAACAACTTTAAA
AAACATACTGGGGGAGTGGGGGGCTGGAGAGATGGCTCAGCGGTTAAGAGCACTGACTGCTTTT
CCTCTTCCGGGGACAGTGATTAGAGGCACTCAGGATGGTCCAGCGTTTGACAAACTCTCGTAGG
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CTTTCCTACAACACAGCCTCTAACAAAACTAGGCTGTCTCGAACCCCTGGCAACAGGATTGTTT
ACCTCTACACCATGAAGGGTGGGAAAGCACCTAAATCCGCATGTGGTGTGTCCCCAGGCAGACT
GCAAGGGGTTCGTGCTGTGAGACCCAAAGTCCTTCTGAGATTGTCTAACCAAAGAAGCATGTCA
TGACGCAGGGCCTATGATGGTTCCATGTGTGCCAAGTGTGTCTGTGACGGGATCAAGCGGGCTT
TCCTTATTGAGGAGCAGAAAATCGTTGTGGAAGTATTGAAGGCACAAGCACAGAGTCAGAGAGC
AAAATAGATCTGCAGCTTTTTGCACTGACTGCTCTTCCAGAGGTTCTGAGTTCAAATCCCACAA
CCACATGGTGGCTCAGAACCATATGTAATGAGATCTGATACCCTCTTCAGGTGTGTCTGAAGAC
AACTACAGTGTACTTACATATAATAAATAAATAAATCTTTTTTAAAAACCAGACTAGGTAGAGA
TCCATTGAGAGAGATACCTGGGGTTCACCCTTTATTCTTCACCTGTGTACAAGCTTGCTCTCTC
TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCACACACACACACACACACAGATACTAATGTTGAATTGTTGAA
TTGTTTATACTGAGTATTTGAGAGGCTCTTAATTGAATCAGGCACGGCGTCACAGACGTGTGTA
ATCTCAGCCACTCTGGAGACTTCGGCAGGAGGCAGCAAATTTGAGCCCAGCAATATAACTAGTT
CCTGTCTCATAAACCAGAACCATGGGGCTGGGACGGTGCTTACCTGGCAGGCCAGAATCCTTTG
GTTCATTCCCTAGCCTGGAATGAAGCTGGGAAGGTGATGTAGGTCTACTCTAATCCCTGTACTT
GAGGTAAGCAGAAGAAGCAGAGAATCAAGGGCTTCCTTGGACCACAGGTTCAAGGGCACTCCTG
GAGACACCCAATCTGAAAAGCAAAAGTTTGCTTTGAGGACAAAGTCAGGAGTGGGGCAGCAGAC
TGTAGACTGTGAATTAGAGGAAGTGCTCTGGATAAGACAGCAGATAAGCCAGAGAGGGAACGGC
TAACAGAAGGGAAATCAAACAGAAGGTCCACCTGGTTTCAAACCAAACACACCCTCTAAACTGT
AAGGCAAAGAGCTGCTGTTCTAGTAAACACAGAAACATGGCTTCGATGTTGATTTTCCCATGGT
TGCATTTTGTTTGTGGCAAGGTCTCCTTGCACAGCCTCACCTGACTTGCACTCCTGTCCTGCCT
AAGCTTCTCAGATGTTGGGATCCACAAAGAGTATACTGCCACCATTCCTGGTTATTTAAATTCA
AAAATTAAAAGTTTTGCAGTGCTGCCTGGGCAGCTCAAGAGACAGCTCCCAGTACTATCTCATA
GCATAGAAAACTCTTTTACAAGTGAGGTAGGTTTGGTTTTTTGTTTGTTTGTTTGTTTTGTTTT

TAAAGAATTATTTATTTATTTATTTATTTATTTAAAAGATTTATTTATTTTTATTGTATATAAG
TACACTGAGACACTCCAGAAGAGGGAGTCAGATCTCATTACAGATGATTGTGAGTCACCATGTG
GTTGCTGGGATTTGAACTTCAGACCTTTGGAAGAGTAGTCGGGTGCTCTTACCCACTGAGCCAT
CTCACCAGCCCCAAGAATTATTTATTTAATGTATGTAAGTACACTGTCTCTTCTTCAGACACAC
CAGAAGAGGGCATCAGATCCCATTACAGATGGTTGTGAGCCACCATGTGGTTGCTGGGAATTGA
ACTCAGGACCTCTGAAAGAGCAGCCATCTCTCCAGCCCCCAGAGGTAGTTTTCCTCCAGTTGTT
AATTCAGTTGTTAATTTTGGAGGAGAAAGCTTGTAATCAGAGATTTCTGTCTAATTTCTGGCTC
TGGGTTATCTTATGCAAGTAGTCTTAACTTTCTTTTAAATAAAAGCTTAAAAAAAACCCACACA
TTTAAAAAAAAAACATGCATACATTTATCGGGGGCTGGAGATATGGTTCAGTGGTTAAGAACAC
AGATTGCTCTTCCGAAGGTCCTGAGTTCAAATCCCAGCAACCACATGGGGGCTCACAACATCTG
TAATGAGATCTGACACCCTTTTCTAGAGTGTTTAAAGACAGCTAGTGTACCTATATATAATAAG
TAAATATAATGTATATAATAATAATAAATAAGTAAGTAAATAAATCTTTAAAAAAACCAGCTGG
GCGTGGTGGCACATGCCTTTAATCCCAGCACTTGAGAGGCAGAGGCAGGCAGATTTCTGAGTTG
GAGGCCAGCCTGGTCTACAAAGTGAGTTCCAGGACAGCCAGGGCTATTCAGAGAAACCCTGTCT
CGAAAAAAAAAAATCTTTAAAAAAACATAACAAACAAAAACCCCCACATTTATCTAAGTGTGTG
GGGGGGTTTCATGAGAACCATTGTCTGAGTAATTATCAGGTTTGGGAACAAGAGCCTTTACCCA
GTGAAGTGTCTTGGTTCCAATTTGGTTTCCTCTTTTCAAAACAAACCTAGTAACTGCTTCTTTG
GCCACTGCTAGGGGAAAATAAACTAACTGGTTGGCATAGCATACACATGCAATAATAGTTGTTA
ATATAATTCCTGCTAAGTCAAAGTGCTGTGAGGGCTGAGGTCAGGTGAGTGAAAGCTTTCGAAG
CCCACGCTGGCCTTGGACTCTTTCAGATGACGTTGAACTACTGACCCACTTGTCTCCACATCCC
TGGCGCTGGGACTCCAGGAATGCTGACCACCACATTTTTAATTCTCCTAAATTTTGTGCATTTT
CTCCACTACAAACCAAGACCACACCTTTAATCCCAACACTCTGGAGCCTAAAGTAGGTGGATCT
GAGAGTTTGAGGTCAGGCTGGTCTAGCTCGTAAGTTCTAAGAGATACGGAGAGGCCAGGTCTTA
AAACTAAAAACAATTGGGGGAGCACGTATATGTTTTGTGTTTCTTTGCTTTTTTGTCGTGTGTG
TGTGTGTGTTTGTGTGTGTGTGCACGCGCACCGGCATGCGTGTGGTGTTGCACACCCCTGCAAT
TCTAGCACTTGAGAAGTTGAGGTAGAAGGTTGGCCACGAATTCAAGGCCAACACGGGCTACAAA
CTGAGTACTACGGCAACAAGGGCTATATCTCAAAGCCCTGTTTCTAAAACAACAATAAAAAAAG
ATTTCAGCCGGCCCAGCACTTGGGAAGCAGAGGCAGGCGGATTTCTGAGTTCGAGGCCAGGCTG
GCCTACAAAGTGAGTTCCAGGACAGCCAGGGCTATACAGAGAAACCCTGTCTGGGGGGGGTGGG
GGGGGGGAAGATTTTGAGTTCACTGGCTTATTTTAATACGTGAACTTTAGAGAAAGAGAACTTT
AGAGAGAGACTATAAGTCCTCCGCAGCCACCAAATGACCTAAGAACCTGGGCTCCATGACGCCT
AGCAATGAAGCGCGGCGGGCTGCTTCTGGACCGTCTTTCTGTCCACTCAGCGCCAGCGCGCATC
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CGTGATTGGGGTGTTTGCAGCCCGCACCGCCTGCCTGTAAGTGTGCACTGGCCACCCCTGGCCT
TCGAACATGGAAGGTCACTACGTGGCTCCCGCATCCCGCTCGCTCTCATCTCTCTTTGAAAGTG
TGGCGTTTTCATCTGCACCAGAGCACTCCGTCGTCCCCAGCCCTGGCGCGTTTCCACGAACTCC
GACTGCGCAGAGGCCGATCCTCTCCCCGCCAAAGCTCTGACGCGCGCCGGTGTCCCGACTGTCC
CAGCCTCCCGCGCCTTTCCCCGCCTCCCAGCGTTCCTCCTCCTCAGTGATTGGACGCGGTTCCT
GTCCCTTTTGACTCCAGACCACGCCCCCTCCCCACCCAGCCGCCTCCAGCTTCTCCTCAATCGA
ACCCGTGGCGCTCCTGGCTGGAGGCTGTGAGGGGACTATGGGTGTACCTGCGGGATCCGAGTCG
TCCCGGACTGGCCCCTCCCCGGACCCCAACCACTCCCACCGGGCCGGTCCTTCCCCCCCCCACC
CCCCCCCCGCAGGCTCCACTGGCCCCAGGACTGCTCCCGGGCTCCTAGTCTCGCCCGCCACTCT
TCCGCCCCTCCCTCCTCGCCGCCGCTCGCACGTCTGGAGCGCCCGGGCCGAGCGGGTGGCGCGL
CGGGGGC

GTA
AGGCTCGCGGGACAGGGGCAGGGGACAGGCTGGCTCCCACTCCCACTGTCGTTCTCGCTAGCTC
CCTGGGAGTCCCCTTCCCCAGAGAGCGAGCGCATCTCATCTCCTCTCCGCGCTCACTAGCCTGC
GATGCCTTTTCCTTTAGATGTGGGGCTTTGGGTCCGCCGCGCTCGGGCGGTCAGGTGCTGTCCG
CCGCGCTCGGGCGGTCAGGTGCTGTCCGCCCGGGAGGGCGTTTGGGCAGGTCGGTCTTCGAGAT
GATGCCTGTCCAAGGTGCGTACTTATTTGGGAACGCAGATGGGCGCGGAGTGTTGCTTGGTGCA
CGTGTCTGAGTGCAGGGCCGAGTGCACACCTGCCCATCCCCAGCCTCTCTTCTCTGGTCCCAGT
ATTTTAGGGAATTTTGTGGATATCGAACAGCTTCCTGCCCCAGGTCCAAGTGCGCTTGGGTCTG
ACTGTGTGGGGTTTCTTGTCTCTGCCTGTCGTCAGTGGGTAATGTGCGGTGTGCGTCATTGCTG
ATGCGCACGTAGGTGCGTATGTGTCCGGAGTGTTTTTGTAGCAGAGCTTAACCGTGGAATATCT
TATATGCTGGCAAAACACTGATAATCAAGTTTCCAACTTGGTTTTGGAATGCGTTGATTATTCA
TAAATGAGAAAATTGTGAGACAGTTCCTAAACCAGTCAGCTATTGCGTTGCTCTGCCTCTCTAA
ATTGAAGTGTTTTTCCCCTTTGGGGCCATCTTCAACCCAGGAAGTCGACCCCCCCCCCCCCAGC
ATACATTGCCCAGGAATGCTTAGTAGCTGGGCTTTCTCTCCAGCCCCAAGAGGAGTGTTTTCAA
AGCATGAAATTTGTTATCCTCAGACATCCAGCTGGACGTTGTCCTGGTAGCTCCTGCCTCATTA
TGGCAGTATAGGAAATGGACCGTTTTTTCCCTATCATATCAGCTTAGTGATATTTAGAAACATA
TGCACACCATAATTAAATGAACCAGACTGACACAGCAAACTACCTCAACACCAATAAATATGGT
TGGGTAAGCAAATACCATTTGCTTATCCGTTCCCTTGTAAGACCTTTGGGGTGAGGAGCCAGAG
GCATCCCTGAGTCCTCCTTACGCATCACAATTCACTGCAGTATGTGACAGAATTGTGTTGTTGT
TTGTTTTTTCAAGACAGGCTTTCTCTGTGTAGCCCTGGCTGTCCTGGAACTCACTCTGTAACCC
AGGCTGGCCTCAAACTCAGAGATCCATCTGCCTCCACCTCCCCAGTGCTGGGATTAAAGTCATA
TGGCACTACTACCTGGATGTGACTGAATATTTGTAGGAGACCTAGTTTTTTGTGGCTGCTTGTG
TTCCAGGGAACTAATTGGTAAAGGTCTTAAACCTTGGCTCCCTTTGGAAGGTAAAGGAGGTTGG
CAAAGAGGAAATACATTCTGATTATTAATTCTAATAATTCTGATTATTTAAAAGTATATAGTTT
AGGGCTTCAGACCCAGACATTCAGAGTACTTGTTACTCTGGCAAAGGACTTGGATCTGATTTCC
AGCACAGCACGTGATGGCTCACAACCATCTGTAAATCCCAGGGACTCACATGGGCATTCATACA
CACACAAATCTTAGGAAACACTTAAAAATAAAATACTTGCCAGGCGTGGTGGCTCATGCCTTTA
ATCCCAGCACTCGGGAGGCAGAGGCGGGCAGATTTCTGAGTTCAAGGGCAGCCTGGTCTACAAA
GTGAGTTCCAGGACAGCCAGGGCTACACAGAGAAACCCTGTCTTAAAACAAACAAACAAACAAA
CAAACACCTAATAAAACCAAAATACTTAGCTTCGTTTTATTCTGTTTTTAAAAAGAATACTGTG
ATAGGTGCTAGAGAGGTGGCTCAGAAGTTTAAAACACTTGATACTTTTTGTTTGTTTCTTTCTT
TTTTCTGAGACAAAGTTTCTCTGTGTAACCCTGGCTGTCCTGGAACTCACTCAGGACTGTCCTC
AAACTGACAAATACCCTCCTACCTCTTCTTCCCAGTACTTCCAAGGCTGAGATTGAAGGTGTGT
GCCACCACCATCCTGCTTGGTTTATGAACTTTTTAAAAATGTATATAGGTGTTTTGCTTTGTAT
ATGTGTCTGTGTACCACATGCAAGCCTGGAACTTGCTGAGATCAGAGGAGGTGTTGGATCCCCT
GAAACTGGAGCCACTACATGGGTATTAGGAATTGAACCCAGGTCCTCTGTAAGAACAACTGCTC
TTAACCACTAAGCTAGCTCTTCAGCCCTGGAGTATGTGATACTCCTGAAGAGGGCCCATGCCCA
GTTTCCAGCACCCACTTGGTGGTTAGCGCAACTATCCATAACTCTAGTTCCAGGGTACCTGGTT
TGTTCTGACTTCTCAGGGTACCAGGCTGGGTGTGTTGGCCTTTAGTCCCAGTATTCTGGAGGCA
GAGGCAGAAGGATTTCTGTGAGTTCCAGGACTGCCTGAACTACATAGTAAGTTCTGAGATAGCC
AGGCCTACATAGAAAGACCCTTAGAACAAACAAACAAAATCCTAGATAAGTCAAAGATGAAAAT
AAAAACCCCAGTATTAGAGATAACTAGTTAATACTGTGATATAACCATATGTATCTTATATATG
TTATGTATGTATGTGCTTGTAATTTAACAAAAATAAAATTATGATATTCATAGTAATTGGTAAG
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CTATGTTTTCCATTTATGAATTTATTTTTAATTGATCTTTAGTGTAAGCATATGAGTACCAGTG
TGCCACATGTTCATGTCAGTGGACAACTTTGTGGAATTGGTTCTTTCCTTCTACCTTTACGTGG
CTTCTGGGGTTTCATGGGTCAAACTCACTGCCAGAGTTGCATAGCAAGCACTTTTTTCTGCGGA
GCCATCTTGCTTACCCTATATTCACTTTTTTAAATGGCTTTCTAAAAGTTTTATTTTGCCGGGC
GTGGTGGCTCACACCTTTAATCCCAGTACTTGGGAGGCAGAGGCAGGCGGATTTCTGAGTTCGA
GGCCAGCCTGGTCTACAAAGTGAGTTCCAGGACAGCCAGGGCTATACAGAGAAACCCTGTCTTG
AAAAACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCCAAAAAACAAAAAAAAAAACTGTCTAAGC
TAAGCATGATGGTGCATGCTTTAGTCTTAGCACCCAAGAGGCAGAGGCAGGTGGATCCCTGAGT
TCAAAGCCAGCCTGGTCTACAGAGTGAGTTCCAGGACAGCCAGAGCTACACAGAGAAAGCCTAT
CTTAGGGGAAAAAAAAAGTCTTCTAAGTCTAATAACATTAAAAGAAGTCTTAAGATCAGCGGTT
CTCCACCTTCCTAATGTATTAAAGGGCTTAACTCTTTAACCCTTTAAAACAGTTCTTCATGTTG
TGCTGACCCCCAATCGTAAAATAATTCTCATTGTTACTTCAAAACTTTAGTTTTGCTCCTGTTA
TGAATTGTAATGTAAATATCTGTGTTTTCTGATGGTCTTAGGCCCCTCCTGTGAAAGGGTTGTT
TGACCCCAAAGGGTCAAGACCTACAGGTTGAGAACCATTGCTTTAGATGTTTTTGGAGTTTTAT
ACCAGTGTGAGAGACCTTTGCGGCTGGCATGGAGACAAAAGCATACAGTGGCAGAGAACAGACA
GGAAGTTGGTGATTGGCTGATTTTATATAGGGCAGTTTATCATGGAGTAAGGTCTTAGATAGGC
CTCACTCCACCTGAGTGAGGTAGACATCCTATATCTTTATTCCATAGATAAGTAATATTAAGTG
GGCTTCCTAAAGGCGCATAACGATACCACGATATCAACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGC
GCCGGAACCGAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTCGAACCCT
TTCCCACACCACCCTCCACACTTGCCCCAAACACTGCCAACTATGTAGGAGGAAGGGGTTGGGA
CTAACAGAAGAACCCGTTGTGGGGAAGCTGTTGGGAGGGTCACTTTATGTTCTTGCCCAAGGTC
AGTTGGGTGGCCTGCTTCTGATGAGGTGGTCCCAAGGTCTGGGGTAGAAGGTGAGAGGGACAGG
CCACCAAGGTCAGCCCCCCCCCCCTATCCCATAGGAGCCAGGTCCCTCTCCTGGACAGGAAGAC
TGAAGGGGAGATGCCAGAGACTCAGTGAAGCCTGGGGTACCCTATTGGAGTCCTTCAAGGAAAC
AAACTTGGCCTCACCAGGCCTCAGCCTTGGCTCCTCCTGGGAACTCTACTGCCCTTGGGATCCC
CTTGTAGTTGTGGGTTACATAGGAAGGGGGACGGGATTCCCCTTGACTGGCTAGCCTACTCTTT
TCTTCAGTCTTCTCCATCTCCTCTCACCTGTCTCTCGACCCTTTCCCTAGGATAGACTTGGAAA
AAGATAAGGGGAGAAAACAAATGCAAACGAGGCCAGAAAGATTTTGGCTGGGCATTCCTTCCGC
TAGCTTTTATTGGGATCCCCTAGTTTGTGATAGGCCTTTTAGCTACATCTGCCAATCCATCTCA
TTTTCACACACACACACACCACTTTCCTTCTGGTCAGTGGGCACATGTCCAGCCTCAAGTTTAT
ATCACCACCCCCAATGCCCAACACTTGTATGGCCTTGGGCGGGTCATCCCCCCCCCCACCCCCA
GTATCTGCAACCTCAAGCTAGCTTGGGTGCGTTGGTTGTGGATAAGTAGCTAGACTCCAGCAAC
CAGTAACCTCTGCCCTTTCTCCTCCATGACAACCAGGTCCCAGGTCCCGAAAACCAAAGAAGAA
GAACCCTAACAAAGAGGACAAGCGGCCTCGCACAGCCTTCACTGCTGAGCAGCTCCAGAGGCTC
AAGGCTGAGTTTCAGACCAACAGGTACCTGACAGAGCAGCGGCGCCAGAGTCTGGCACAGGAGC
TCGGTACCCGGAAGATCTGGACTCTAGAGAATTCCGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCTAACGTT
ACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGGCCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATAT
TGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTGTCTTCTTGACGAGCATTCCTAG
GGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCAGTTCCT
CTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCAC
CTGGCGACAGGTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGCGGCACA
ACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGATAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTA
TTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGTATGGGATCTGATCTGGGGCCTC
GGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAACCACGGG
GACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATGATAAGCTTGCCACAACCATGGAAGATCCCGTCGTT
TTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCC
CTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAG
CCTGAATGGCGAATGGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAGAAGCGGTGCCGGAAAGCTGGCTG
GAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACTGGCAGATGCACGGTTACG
ATGCGCCCATCTACACCAACGTGACCTATCCCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGA
GAATCCGACGGGTTGTTACTCGCTCACATTTAATGTTGATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAG
ACGCGAATTATTTTTGATGGCGTTAACTCGGCGTTTCATCTGTGGTGCAACGGGCGCTGGGTCG
GTTACGGCCAGGACAGTCGTTTGCCGTCTGAATTTGACCTGAGCGCATTTTTACGCGCCGGAGA
AAACCGCCTCGCGGTGATGGTGCTGCGCTGGAGTGACGGCAGTTATCTGGAAGATCAGGATATG
TGGCGGATGAGCGGCATTTTCCGTGACGTCTCGTTGCTGCATAAACCGACTACACAAATCAGCG
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ATTTCCATGTTGCCACTCGCTTTAATGATGATTTCAGCCGCGCTGTACTGGAGGCTGAAGTTCA
GATGTGCGGCGAGTTGCGTGACTACCTACGGGTAACAGTTTCTTTATGGCAGGGTGAAACGCAG
GTCGCCAGCGGCACCGCGCCTTTCGGCGGTGAAATTATCGATGAGCGTGGTGGTTATGCCGATC
GCGTCACACTACGTCTGAACGTCGAAAACCCGAAACTGTGGAGCGCCGAAATCCCGAATCTCTA
TCGTGCGGTGGTTGAACTGCACACCGCCGACGGCACGCTGATTGAAGCAGAAGCCTGCGATGTC
GGTTTCCGCGAGGTGCGGATTGAAAATGGTCTGCTGCTGCTGAACGGCAAGCCGTTGCTGATTC
GAGGCGTTAACCGTCACGAGCATCATCCTCTGCATGGTCAGGTCATGGATGAGCAGACGATGGT
GCAGGATATCCTGCTGATGAAGCAGAACAACTTTAACGCCGTGCGCTGTTCGCATTATCCGAAC
CATCCGCTGTGGTACACGCTGTGCGACCGCTACGGCCTGTATGTGGTGGATGAAGCCAATATTG
AAACCCACGGCATGGTGCCAATGAATCGTCTGACCGATGATCCGCGCTGGCTACCGGCGATGAG
CGAACGCGTAACGCGAATGGTGCAGCGCGATCGTAATCACCCGAGTGTGATCATCTGGTCGCTG
GGGAATGAATCAGGCCACGGCGCTAATCACGACGCGCTGTATCGCTGGATCAAATCTGTCGATC
CTTCCCGCCCGGTGCAGTATGAAGGCGGCGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGCCC
GATGTACGCGCGCGTGGATGAAGACCAGCCCTTCCCGGCTGTGCCGAAATGGTCCATCAAAAAA
TGGCTTTCGCTACCTGGAGAGACGCGCCCGCTGATCCTTTGCGAATACGCCCACGCGATGGGTA
ACAGTCTTGGCGGTTTCGCTAAATACTGGCAGGCGTTTCGTCAGTATCCCCGTTTACAGGGCGG
CTTCGTCTGGGACTGGGTGGATCAGTCGCTGATTAAATATGATGAAAACGGCAACCCGTGGTCG
GCTTACGGCGGTGATTTTGGCGATACGCCGAACGATCGCCAGTTCTGTATGAACGGTCTGGTCT
TTGCCGACCGCACGCCGCATCCAGCGCTGACGGAAGCAAAACACCAGCAGCAGTTTTTCCAGTT
CCGTTTATCCGGGCAAACCATCGAAGTGACCAGCGAATACCTGTTCCGTCATAGCGATAACGAG
CTCCTGCACTGGATGGTGGCGCTGGATGGTAAGCCGCTGGCAAGCGGTGAAGTGCCTCTGGATG
TCGCTCCACAAGGTAAACAGTTGATTGAACTGCCTGAACTACCGCAGCCGGAGAGCGCCGGGCA
ACTCTGGCTCACAGTACGCGTAGTGCAACCGAACGCGACCGCATGGTCAGAAGCCGGGCACATC
AGCGCCTGGCAGCAGTGGCGTCTGGCGGAAAACCTCAGTGTGACGCTCCCCGCCGCGTCCCACG
CCATCCCGCATCTGACCACCAGCGAAATGGATTTTTGCATCGAGCTGGGTAATAAGCGTTGGCA
ATTTAACCGCCAGTCAGGCTTTCTTTCACAGATGTGGATTGGCGATAAAAAACAACTGCTGACG
CCGCTGCGCGATCAGTTCACCCGTGCACCGCTGGATAACGACATTGGCGTAAGTGAAGCGACCC
GCATTGACCCTAACGCCTGGGTCGAACGCTGGAAGGCGGCGGGCCATTACCAGGCCGAAGCAGC
GTTGTTGCAGTGCACGGCAGATACACTTGCTGATGCGGTGCTGATTACGACCGCTCACGCGTGG
CAGCATCAGGGGAAAACCTTATTTATCAGCCGGAAAACCTACCGGATTGATGGTAGTGGTCAAA
TGGCGATTACCGTTGATGTTGAAGTGGCGAGCGATACACCGCATCCGGCGCGGATTGGCCTGAA
CTGCCAGCTGGCGCAGGTAGCAGAGCGGGTAAACTGGCTCGGATTAGGGCCGCAAGAAAACTAT
CCCGACCGCCTTACTGCCGCCTGTTTTGACCGCTGGGATCTGCCATTGTCAGACATGTATACCC
CGTACGTCTTCCCGAGCGAAAACGGTCTGCGCTGCGGGACGCGCGAATTGAATTATGGCCCACA
CCAGTGGCGCGGCGACTTCCAGTTCAACATCAGCCGCTACAGTCAACAGCAACTGATGGAAACC
AGCCATCGCCATCTGCTGCACGCGGAAGAAGGCACATGGCTGAATATCGACGGTTTCCATATGG
GGATTGGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCGTCAGTATCGGCGGAATTCCAGCTGAGCGCCGGTCG
CTACCATTACCAGTTGGTCTGGTGTCAAAAATAATAATAACCGGGCAGGGGGGATCTAAGCTCT
AGATAAGTAATGATCATAATCAGCCATATCACATCTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACC
TCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTAT
TGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTT
TCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCCGGA
ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATGTTTAAACGGCGCGCCCCGGAATTCGCCTT
CTGCAGGAGCGTACAGAACCCAGGGCCCTGGCACCCGTGCAGACCCTGGCCCACCCCACCTGGG
CGCTCAGTGCCCAAGAGATGTCCACACCTAGGATGTCCCGCGGTGGGTGGGGGGCCCGAGAGAC
GGGCAGGCCGGGGGCAGGCCTGGCCATGCGGGGCCGAACCGGGCACTGCCCAGCGTGGGCGCGG
GGGCCACGGCGCGCGCCCCCAGCCCCCGGGCCCAGCACCCCAAGGCGGCCAACGCCAAAACTCT
CCCTCCTCCTCTTCCTCAATCTCGCTCTCGCTCTTTTTTTTTTTCGCAAAAGGAGGGGAGAGGG
GGTAAAAAAATGCTGCACTGTGCGGCGAAGCCGGTGAGTGAGCGGCGCGGGGCCAATCAGCGTG
CGCCGTTCCGAAAGTTGCCTTTTATGGCTCGAGCGGCCGCGGCGGCGCCCTATAAAACCCAGCG
GCGCGACGCGCCACCACCGCCGAGACCGCGTCCGCCCCGCGAGCACAGAGCCTCGCCTTTGCCG
ATCCTCTAGAGTCGAGATCCGCCGCCACCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCC
GGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGAT
GCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCG
GTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCC
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TTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTG
CCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATG
CAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCG
CATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAG
CATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGE
ATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTC
TGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACC
CGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCG
CCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACT
CTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCG
CCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCA
GCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCCCGGATCTAAGCTCTAGATAAGTAATG
ATCATAATCAGCCATATCACATCTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCC
CCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAA
TGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCT
AGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCCGGGGGTACCGCGTCG
AGAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTCGTCGAGATAACTTCG
GTCGAGATATCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGT
TGATATCTCTATAGTCGCAGTAGGCGGTTAGTTTCTAACTCACTGCAGACGCAGAATGTGGGAA
CAGTCAGACGGATGCTGTGTTTCCATCTCGTCCCCATCCTCACGGGAAACACAAAGACACACAC
CATTGCTGGATGCACTCTGTTTCCAGTGTTTGCCGGACATCAGTACGTGCAATGATTTAGGAGG
TGGCTCGAAATAAAGGACTGAAAAGTTCAGAGTTCCTTTTAAAAGAGACTAGAGAGTCAGATTG
GCAACCTCTCGCACTGGGGTGGAAGTTAGGATCACAGAACCTGCCAGATGGTTCAAAGAGGAGG
CCTAGGATGACAGCCCATGACAGGTCCGTGTTCCAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGGAG
CATCCTCAGGCTTCTGCCTTCCCGTCTCTTTCCCCCAAACAG
_GTGAGTGGCTATCTATCTGCCGATTCAGAGAACTCTGATTCCTTAGAGTC
TCTGGAACCTGTGAGGAGGATGGTCGAACAGTATAGGGTAGCTAATGGCTGCCACTGGGGGATG
GGAAATACAGAGGGGTAATGGCTGCCTGGGCTAAAAAGCCAACGCCATCCTTCCCCCAAGTCCA
GAGGAGAACACCTTTCGTGAGCTGTGGCAAGAGGCTTGCTAGCCTTCCAAGTTCCAAAACCAAT
TTGTTCTACCAGTTGTAATTGGGGTGGAGTGACTTGAGTAGCTATTGGGAAACACTGAGGTATG

GATTGCTGTCCTTGGCTGACCTAGCCAGACCTCTTCTTCCCCCCCAAAG
GTGAGAGCCCCAGAGATGAGC

ATTGACCCCCAAAACAGTTCTGTAGGAGGAAAGATCTTGGGAATTAAACAGTTCAACCCTTCAT
TTTGTTAGTAGCTTCTAGAAGATGTTCTCATACATATATGGTGTATATATTAGGACTTCTCAAT
GCTAAAGCCCATAGCTGTGGTTATTCTGATTTTAACGTTTTTTTCTCAGAATGTCTTGAGATAT
CTTTCCATGTCTTTAGAACATATCATTTTAGAGGTTAGGAAATTTAAACCTAGGGAGATGAAAT
GATATTCCAAAAGTTACACGACTGCTAGTCCAAAACCAAATGAACACTTCAACCTTCTTTACCT
CTGACTTCCGTGCTCCCGAGTGAGTCCCAGCTGTGTCTCTCCAGCTCCTAACACACTCGTGTCT

GGGATCCAG
GTGAGGGCCAAGGGGACGAGGGAGGGGAGAGGGCTCTGGGCCAGATACACAGT

GCTTCTCAGAGACGCCTTGGGGCTGTGGACTCAATGATGGATGAGCAGAGCCTATAAAGTTGAG
GGCATGTTTTCATGTGTTTTCACTTGTGATTCTAGTAGCACGTGACTTAGGACCTTTATGGATG
TGGATGGCAGAAGCTAGGGTTTGGTGGCACAGGCCTGTAGTCCCAGCTCTTGTTGGGCTAAGAC
AGGCTCAGAAGTTTGAGTTCAGTATTGGTTACATAGGGAGACCCTGTCTCAAAGTAAAGAGATT
CAGTCCAGCCTTCAAGGAGACTTACAGGGACTGAACCTGAGAACCTAATCCTAGAATTGCCTTT

TTTTTTTTTTTTTTTTTAATATTTCATGGGCTCTACTGTTTGGACTACAGAGATGTATGGTTGA
AAGGGACTAAAGGCCTTGTTGGTTCTGGAAGGAATATACAAAAGGGGACAGATTTTAACTTTTA
CCTCAAAGTTTCTGACCCTGAGTACTGCTGTGCTGTTCTCCATAGTCACCTGTCTCCCCTTTCT

CTACCCATTTATGCCCAG
GTAAGATGCTGGGTGATGCTGGGCCTTGTA

GTGCACCCCTTTAATCTCAGGACTCAGGAGGCAGAGGCAGGAGGATCTCTGAGTTTGAGACCAG
CCTGGTATCATCCTGAGTGCCAGGACAGCCAGAGCTCTGCAGATAGACCCTGTCTCAAAACAAA
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GATGCTGGGTGAGAGGCAGGAGCTGAGAGAGCACAGGTGAGGAACAAAGTCTAGCCCCTTTTAT
GGTACCTGTCTCCTCCAG

GTGAGCATCT
CCAGGGCTCAGGTTCATACCTGCCTTCTGAGCCCCGTGCCTCGCCTCCTCCTCTGTGTCTTAGC
CTTTGCTCTCATCCAGGTAGGAACTGGACCCAACCCCGATTAGCTTCAGAGTGGGAACAGTGCA

GAGTAGGCTTTCTTGGTGACTGACAAGACTGAGTGGTTTGTATTTCCCCAG
GTCAGTGCATTTCTAACC
TTCTGAAAGGTAATTTCTCAACTCCCCTTATCCCTACATCCCCATATCTGTTCAGTTCTCCAGG
CAGATAGGGCAGGGGGTGGGGGGGTTCCTGAGTCATTTGAGAATTAATAAGAGGCATGGAAAAA
ATGCATCAGGAAGTCCTGTGAGATGGCGCAACGCAATTAATG
GGTCTGAGCTCGCCATCAGTTCAAGAGCCAAATGCCAAGGGCAGGGGGAGGA
CAACACCATCAGGCATTGATTGGCCACTCCTGGGTGAGAGATATGCTGACAGAAGGGTGAATGG
CCAGTCCAGGGCAGTCATTCACGTCACCTGGAACTGTGAGTTGGCCTTGAGCAAGTGATGTCCA
ACAGGCCCATCAGCTGCAGGTCTCCCAGGGCTTGAGCAAGAACGCAGGAGCAGTGTGGGCAGCG
ACACTCTGGGGCCAATCACGGTCCCTCCTGAAGAAGGTGGTGTTAGGAACCCTTCCCCCTAGGA
ACTCAGGTTTCAGAGTCCTGGAGTGTTGACTCCTACCTGAGCCTGCAGTGTTGACGGAAGTGAG
CCTGGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
GACTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGACTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGACTGTCTGTGTGTGTGTGA
CTGTCTGTGTGTGTGTGTCTGTCTGTCTGTTCTGTGTCTGTGTGTCTCGTGCGTGCTAAGGTAA
GCATATCTCCCTGTTCTGGGGAGTCCTGTCGGCAGCCCTATCTTTGGGACCTGCCTCATCTCAT
CTTCTACTAGAGTTGGGGATGAAGAACATTTGGGTAGAACATTTGCTCCACCATGTACAGAGAC
CCAAGGCACTTCAATCTCTGGCACTGCTATAAAGAAATAATTTTTGTTTCTTTATCACTATATC
TGGGGATATCTCAGTGGCAGAACATTTGACCAGCATACCTGAGTTCTTAGTTTCAATCCTGGTA
GTAGAAAGAAAAATCAGGGCTGGTGAGATGGCTCAGGGGCTCAGGGGGTAAGGGCACCCGAATG
TTCTTCCAAAGGTCCGAAGTTCAAATCCCAGCAACCATATGGTGGCTCACAACCACCTGTAACA
GAGATCTAACACCCTCTTCTGGTGCGACTGAAGACAGCTACAGTATACTTACATATAATAAATA
AATAAATCTTTAAAAAAAAAAAAAGAAAAGAAAAATCATTCATCAATATAACTGAATATTCAGC
AGACACATTCCATTTCTGTCACAGAGGATCTGGGAATCAGGTATAAGCTAGAGTGAGGCTATAG
AATGGGGCATAAAGGTTGGGGGGGGGGTATAGGCATGGTAGCATATGCCTATAATGCCAGAACC
TAGAAGTTCTGGGGCTGGAGAGATGGATCAGCAGTTGAGAGCACGGACTGCTCTTCCAGAGGTC
TTGAGTTCAATTCCCAGCAACTACATAGTGGCTCCCAACCATCTGTAATGGGATCTGAAAACAG
CTACAGTGTACTCATATACATAAAAAAAAAAATCACAAGTTCAAGGCTAGTCTGGGATACCTGA
GACCTCTATTTAAAAGTAAATAAATAAATAAAATGGATAGTAGTAATCATGGATAAGGTGGAAT
TTAGAGACCGAAGTGGAGACAGAAGGAGTGAGCCAGGAGAGAGGAGAGGCAAGTAGATGGGGTG
AGGTTATCTGAATCCTCATTCCTTGATAATTTACATTTTGTTTGTTTGTTTCAACAATCCTCCT
GCCTCAACCTCCCAAAAGCTGGGATTATAGGTGTGCATCACCACACAGGCTGGTGGTCTGGATT
TTTCTCACTAGACTACATAAACCTGCATGCACAAAAAGTCTCAGCTGCTTAAACAAGAAGTATC
TGGTGCCTATAACATCAGTTACTCCAAGGCCAGAGGGGCTCTCAGCCACGGGACAACCCAGGCC
TGACTCAGAGCAAACAAAGGACATTGTAAAATGTAACATTCCCAGAGCAAACAAAGGGCATTGT
AAAAAATAACAGTCCCAGTAGCAAGGTTTGACTAAGCCCTCCTGCCCCTGCTGTCTGCCATCCT
CCCAGACCTGGAATGCTGATTGCTTTCCCTTTCCTTCTGTGCAG
GTAAGTTCCTCACACTCAACCCTTTCCTGCCTTTCTCCACCGCATGCTGTC
CACACAGCTGCTACAGCTATCTCCAGAGGAGTGGGGACCACTGGCTTCAGCTTCTTGAAGTCCC
TACTCTCCCGGGGAAAGAGAGGGTCTGAGTGCCTTATCAGCCCGGGTGTGTTAGCTAGCGATCC
TTAGTCTAAAGGCGTCTTTCTTACCTCTCTTCTCTTCCAG
GTAAGACTCTGTTTAGGGGGCTGGCTGAG
TAGGTTGTACCGTTGAGCATGTGTGTGCTTGGTGGGGGAAGTCGAGGAGGGAAGGGAAAGAAGA
ATATATATTATCGTAGGAAGAAATTTGGGGGGAATCTTGGCCTCTCAGCTTCCTCTGAGCTTCT
GCATCGACATTTACTTACTTGGAGAAATAACATCCCATGTCTGATTACCACATAATGAGAAAGG
CAGCATGCTGGCTTGTGCCGAGGCCCTCGTCAAGACTCAGAGCCAAACATCTTGCCAAATTTCC
TAGACAGAGCCACTAGACAGCTTCGGGTGGGTTTTGTTTCTGTTTGTTTACATTTAACCACAAA
GCTACACCAGGTATTTGTTCAGGTTCTGAAGTTCCCACTAATGCTCTGTGAGACTGTAAAGGCC
CGGCTTTCAGCCTGACACAGGCAACAGAATTCTGTATCCCAGGAAAGGTACCCTCCCTCTTTCC
CCCCTACACACCCCTTAAGCTTCAAGCATGAAATTTGGTATTTGCTTCAGETTCCACTCACACA
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GTAACTGGGAA
AGGTCGTAGAGAAAGTCCCTGAGAGTTCTACTGCCAGGTCAATGGCAGGGGGTCAGGCTATGTG
AGCCCCTGGCAGTGTGAGCCTATGTCCTGAAGAGACTGCTACACCCTGTTCTTTGCAGHECEREE
GTAAGCAAACACTCCCGGG
GTCAAGGGGACGGGACAGAGTGCCCTCCTGTTAAACGGTAGACGCTCCTCTCTGGTGGTTCTGT
TAGAACGTGTTGAAAGATCTAGATGTAGAGAACGTTATTCTACATTAATGTGTTCGAGTCTACA
CTGCCCTTTGACCTCTCTTGTCTCCGTAG

GTGAGTGTTATCTGCTGTCCAGTGCCAAGAGGAGAGGGTAGCCAGGCAAA
TAGGCTAAGAATCCTTAGGGGATTTTGTCAAATACATCACATTCCTTAAATATATAGACCCTTT
CCATAGCTGGCTCCCATCTTAGATGCCACTTCTAGGGAGAGGCATGGCTGATTTATTCCTCTGT
TCCCCCACGATAGGCTCTCACTGTGCAGCTGAGGGCAGTCTCAGAGTCAATGATCCTCCTGCCT
CATCCTTTAAAGTACTAGAAGGACAGTCATGCACTTAGCCTGGCTTTTTTTTCTTGTTTGATTT

GGCATTGGGGATCAAACCTACACTGGGTAAGCCCTGTACCACACTATAAACTTCATCCCCAGCC
CTGAAGACTTTCCTGGTTGCTCTGTCTCAAACAAAACTACATCCACCTCTGATTGTAGCACCCT
GGTCCTTTTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTGCTTGTCTATTTATAAAGGTTTATTTTT
ATTATTGGAAGGGATTTGTACAGGTGAACGTATGAGGCCACTGAGGGTGGAGGTGTTGGACCAC
CCCACACGCTGGAGTTATGGGTGCTTAAAACTGAACTGGGGTCCTTTGCAAGAACAGCCCAGGC
TCTTAATTACTGAGCCATTTCTCCAGGTCCCACCTCACTTTTAAAAATATATATACATTTTAAA
ATTCCAGTGCTGGGGAGGCAGCGGCAGAACAATATCTGGTTTGAGGAACCCTGTCTCAAAAAAA
CTTTTATTCATTTTTAAGTTATGTGTATGGGTGTTTTGCCTGCGTCTATGTCTGTGTACCATGT
GCATGCAGTGCTCAGACAGGACAGAGGAGGGATCAGATCTTTTGGAACTGACAGACAATTGTGA
TCTGCCATGCAGGTGTTCTGAACCAAACCCTGGTCTTCCACTGAGCCATCCTCCCTTCAGCCCC
CAGGTCCCATTTTTAAAATTTAAAAATGTATTTATCATGAGTATATATGTATGCATGATGGTGC
ATGTATGAAGGTCAGAGGACAACTTTGTAAAGGCTTTTCTCTCCATCCACCTTTACATGGGGTC
TGGGGAGCAAACTTGGGTTGCTAGACTCGCACAGCAAGCACCTTAACTGATAGGCCATCTTGAA
AGCCCCTGTTTATCTTTCTGTCTGTCTTCTACTCCTAGAATAGAAGTTGACCGAGAGGCCACTT
CCTGGGGCTGGAGAGACAGATGGCTCTGTGTTCTGGAGCACCTGCTGCTTTTGTAGAGGACCTG
GGACCAGCTCACCCACATGGTGGCTCATAACCATCTGTAATTCAGCTCCAGAGCATCCATTGAC
CTCCTCTGGCTTCCTTGGGCAGTAGGCACACATGTGGTACACATACATACACTCATATACATAA
AGTTAAAAAGTAATTTGTCTTTTTAAAAGGAAGGTCGGAGAACACTTCCTGGTTTGAATACAAC
ACCCAGGAGAGTGCACAGCAAGCATTCCCTAGCTCTATTGATGCACACGGTAGAAGAGAGTAGT
CGAGGCAGATAGAAAAATCTAAGAGGTTGACGTGGGTGTGGCCTTGCCTGTGCAATCACTTTGA
CTAGTCCACCTTGTTCCTCAG

GTGAGTTGTTCTGCATATAGAAGTTAATACTGTTTAGTC
AAGAATAAGTCAGTGGTGCTGGGCTGTGGTGGCGCACGCCTTTAATCCCAACACTCAGGAGGCA
GAGGCAGGCGGATTTCTGAGTTCGAGGCCAGCCTGATCTACAAAGTGAGTTCCAGGACAGCCAG
GGCTATACAGAGAAACCCTGTTTTGGAAAAGAAAAGAATAAGTCAGTGGTCAGCACTGTAAGAG
CAACTGTGAGCTCCCAGGAAGGACAAGGAATAAGTAAACAATTCTTTTGGCTTCTAATTCTAGI

GTAAGGAAGACCCGGTAGCCTAAAGGGTATTTTAGA
AGGTATCATACATTCCACAAGACTTCAGCAGTGGCCTTGGTGAAGAGGCCCACGGAGGAGGGCC
TCGGGGAGAGCTGAGCATGGCTGGGTTCACAGCCACAGTTCTTCTCAGGTGGGTGCAATGTGTG
TTCCAG
BAABGTAATTCTGTCATGACTAAATAGAGGTAATAAAATACTCGCAGTCCCACATCTTATTAGG
ACACTGTGCAGCAAACTGCTAAATGCTTCGGTTTACCCGTTAGACTAGAGAAGCTGCATTTAAA
TAAGTGTCTGTAGGCTCATTGTGTACACATGCCTGCTTGCCCAGTTGCACATTTGTATGTGTGC
CTGTGGTAGCCAGAGGACAATTTCAGATGTCATAACCTATCAAGCCCCAGGGACTTACCTGTCC
CCACCCCCCACCAATCTAGGATTAAAAACCAGTGCTACTATTTTTATTTTTTTTTCAATGTGGA
GTCTGTGGATCAAACTCAGGTCTTGGCAGGCAAGCACTTCACTGAGCTATCTCTCCAGCCTGAG
GATTTGTTGTTTTAAAATCAAAGCGCCTGCTGTGAGTTAAGAATTCATCAACTCAGCTGGGCTA

GTGGCGCATGTCTTTAATCCCAGCACTCGGGAGGCAGGCGAATTTCTGAGTTCAAGGCCAGCCT
GGTCTACAGAGTGAGTTCCAGGACAGGGCTATAAAAAGAAAACCTGTCTCGAAAAACAAAAAAC
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AAACAAACAAAAAGAATTCATCAACTCAGGGCTGGAGAGATGGCTCAGTGGTTAAGAGCACTGA
CTGCTCTTCCAGAGGTCCTGAGTTTAATTCCCAATAACTACATGGTGGCTCACAACCATCTGTA
ATGGGGATCCGATGCCCTCTTCCGGTGTGTCTGAAGACAGTGACACTGTACTCACATACATGAA
ATAAATAAATAAATGAATCTTAAAAAAAAAAGAATTCATCCACTAATGGCGTGGGTTTGGCGAG
CATAGTCATTGGAAGTGACTCATATACAATCCTCAATGGATTGCCAACAGGAACCCATCCAGTC
TGGCCCCACTTCAGAACGCTATCTAAGTGATTCCAGACTGGCAAGGGTAACCCACGCGACTTCC

CACTCCCCTCAG
GTATCTTTTTGGTTTTGGATTTTTTATTTGTTTTTCATG

GCAGGGTTTCTCTGTGTGGCCCTGGCTGTCCTGGAACCTGCTCTATAGACTAGGCTTGACTCAA
ACCCGGCCTCCCAAATGCTGAGATTAAAGGCATGTGCCAGCACTGCCCAACCTAGCTGTAGGTA
TTCAGAGGGTTAAAGAGAAAGAGCAGAGTGGAGGGCCCTTTCTCTTCTACCAGATGTCCCCCTA
TCATTGTGCCCATAAAGGGCAATGGCTAGTTTTGTCTACAGGCCTTTCACCCGACAGGGAGACT
AGACTGTAACTAGGGGCTAGCAAGAGCAAATATTGAGGACTTTTCTCCTCCCCTCTGGTACAGA
CTCTAGCTACCGAGGGTCTACACCAAACAGTTCAGAACCTACCTGCACGCTCTCATTTTCCTCC

TACCTATATTCCTAG
GTGAGTAATATTTAATTCTAAAGGGAAGGAGGTCAGCCTTCCGGCCATT

GTGCATACACATGCAACAATGGCTCTCTCCGAGTCCTCTTTGCCTAACTGTGATCCCTGCTCCT
CACAG

CTCAAGCTGAGGCGGCAGCTGAGAC
CCTGTCCAAAGAGAATCTAGAGAGCATGGTATGAGCACAGGCCCAGGGGCAGTCCCTGCTTCAG
AAAAAGCATGAGCTGGCCACACATTTAACCCACAGCCACCAAAAATACTACGGCAAGCTGCTTC
CTTGGGGATCGACACAGCCATTTGGTGACACAGGCCAGTGTTTTCTGAGAATCAAAACGCCCCA
TCAGTTCAGTGCACAGCACAGAGAAAAGCCTCAATGGATACCTGAGCAGAGCTAGCTACAGAGA
CCTCCAGATACAGCTCGAGAGTAGCCCGGGTCTTTACCCAGGTCCCCTTTTCCTCTCTGAAGAA
ATCATCATGCCAACAAGCAACTTCCTTGGAGAGCCTCTAGCTACATGCATATGTATCTGCCGCA
GAGTAAGAGAAATGGGTGAGAGCCAAACCACGTGGCTTTAGAAGTCTGCGGAGATCTGTCCATC
TTAGCCAGGACACGCTGCTACTGCTGACAGCAATTTTATAGACAGAGTATTTTGTGTTCAAATA
AACTTTAATTACATGAATTATAATTTTTATTTTATATTTTGCTAAATTTAGTCGTTCTCTTTCT
CCCCTAAGGACATCATCAGTTATCACCATTGTAGCACCCAGGGTCAGACAAGTCCAAACTGAAT
ATTCCGCATACATATTCAACTGTTTCACCAGGTTTTCCTCAAACCAAAATACTGCTTTTATTAA
GTACATTCTGTGGCCAAGGGAGATGGGAGTTGTGGGTCTGAACAGGCTCCAAAATGGATTGTGT
AAAGTTGTCTTTTTTCTGGAGCTTTGAACTGTGGCAGATACACAGAAGGAACTTATCGAGGGTA
ACGTTTCTGGCACCAGAGCCATACATGTCTCCCTAGTGTCTCTTTCCCTTTGTCACATAACTGG
CACAATGGTTATGGCAAACTGCCTAGGTATCAGGTATCCAGAAGACAGATGGACTCAGAGTGGA
GATAGCTGCATCTGGGTTGGACTGACATCTCTAGTGCTGAGGTACAACTGAGGAAGCCAGAACC
CAAGAATCTGAGGTGCATCAGAGAAAAGGCCAAGCCTGTGGCTGCCACTCCTCCAGCCAGAGGT
AGAGAGCATTTACTCTAGAGAATCTGGTGAGCCCCCAAAACAAGTTACATGTGGATAAGGGACG
GGCCGAGAGGCAGGACCGCAGGACTGAACAGTCTAAGGTGTGTGGGCACAAGTAGAAGGACCCA
AAGAACTGGCCTGAGGAGGCGAATCCCCTGATGACCTAGGAAACTGGCGACTTTGGCTGTATAC
CTAGCTCTTACAGAGTAGGGCCCAGGGGAAGATGGCTACAATATTGCACAAAGGATCCCAACAG
AATTGTGAGAGCTACCAGTTGCTTGAAACAAAGTAAAATCGCTTTAGACACTAAGGACAGAAAG
CTGACCATGAGCACGATTCAGGGTCTTGGCCACATTAGAGGCCCTTGGGCACTTCGAGTCCTGA
GTGGGTTAGCAGCTCTCCATCCCAAAGAGCAAAAGCAGGTGCCACTGGGCCCCGGAAATCTGTC
TCGTAGTGTGTGGATCACAGAGATCCGACTCACATCCACCAGGCTCAGCTTCTTTGCCTCATAGT
CCAGCAGCAGCCCCACCTTCTCTGGTTGCCCAATACCCTTAATTGGAGCTTTTTCGTTGGCCAA
CATGCTGTGCCACTTGCGCTGGGCATAGGAGAACACCCAGGAACGATCATCAGCACCAACGCAG
CTGTCCCGGGACATGTCCACGTCTGCCACTCCTATCCGGAACTGCTGGGAGCGCTTCACTGTTA
CCTCCCAGTAGTGTCTGCCACTGGTGACTGTGGTGTCTCCGAGCACCACTGCCCACTCCCGGAA
GCGCTCCAAATTCAGGGCCACCTTGGTGGGTTCCAGTCCCACCAAGCCATATTTGACACCCGTG
TCGCCTCTGAAGAGTGCCAGGCTGCTGTGGGCCGTTTTTTCTTCCAGTTTGAAACTGATGCCTG
AGGGCAGAGCAAAAAAGAACTCGTAAACCTAGGGCTGTGTTTGATCTGAAAGCTGTCCAGGCGA
TGACGGGAAATCGAGAAAAGTCAATGTCAAATGTTAACATGGAAAGAGCAGAGGTGCCGCTTTA
GTAAGACAGCCCTGGGAGCTGCAAATCACTGACTGGGGAAGCCAGAAGCCGGTGCCCCAGGTTT
GGAATCTTGCTAGATCAAGGCAGAGGGGAGAGAGGAGAAATGAGGAGTGGAGTTCTCTGATCGC
GCTCTGGGAATGACACGTTAACTACTTTGGAGTGACAGTAAAAAAGAAATATGCCTACCTCTCC
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GGGATTCCACAGCAGGGACCCCCCATCGCTTGGTGCCCCAGCGGTACAACTTCCAACAGCGTGC
AAAGGGCAGCGCCATCTTGTGCCACAGATGCACGGGGCACGCCCCCAGGGGACACCGACCAATG
ACTGGTCCGCGCCCGGAGCACGTGGTGCGAGACGCGAGTGTCGTGAGAAATCGGTATCTCGGTG
ATTTCTAGTCTGGCGAGCTAGATCAATACGTGAAGAGACGTACTGATTATATCTCAACTAAGTA
GGATACCCCTCTCACACACACACACACCCAGAGAGCCTGTGTAAACAGAGTCTCTGATTTGTTT
GGTTTTGAAACAGGGTCTCCTGTAGCCTGGATTGGCCTGGAATTCATTATGTAGTCATGGCTGG
CCTCAATTTCATAAAAATCTACCTGCCTCTGCCACCCAAGTGCTGAGACTAAATTAATGCATGC
GATACCAAGTCTGGCAAGATAAAAGAAGTATTTTTTTAAAGTAGTTTAATCCGGGGGGGGCGGG
GGGAGTGACACACAGCCCTCAGGAGGCAGAGGCAGGCAGTTTTCTATGAGTTCGAGGCCAGTCT
GGTCTACATACCAAGTTCCAGGACAGGCAGAGCACCACACATTATTTAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAGCGTAAATCCGTTTCCCAGAGCCTCAGCATTCTCTTTGGACAGAATGTGTCTACATTCAA
GCTTACTGTTCTGTCTTCTGAGACAGAGTTACTATGTAACCTTTGCAGGCCTCAAACTCTAGAT
CCTGCTGCCTCAATTTCCCAAGTGCCAGGTTGTGCTCAGTTTTTTTTTGTTGTTTTTTTTTTGT
TGTTTTTGTTTTGTTTTTTTCGAGACAGGGTTTCTCTGTATATCAGTTTTTTATTATTATAGTT
TGAGACAGGGTCTCAAGGATCGGCCTGCCTCAGCCCGCGGAGTGCTGGGATTAACAACATGACT
TGTGCTCATTATTATTATTATTGTTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATT
ATTATTATTATTATTTTCGAGACAGGGTTTCTCTGTGAAGTCCTGGCTGTCCTGGAACTCACTC
TGTAGACCGGGCTGGCCTCGAACTCAGAAATCTGCCTGCCTCTGCCTCCCGAGTGCTGGGATAA
AAGGTGTGCGCCACCAACGCCCGGCTACCTCATTATTTTTTAATGTATAAATGAGCTTGAAAGT
GTGTGTGGGGTGGTGCAGTGACTCATTCTCTCCACTAGGGTTCAGTCAGGCCCAGCCTTTTCAG
CCCCGTAACTGTAGAGATGCAGGTTAACTTTTTTTTTCCCCTTCTAATTACAAAACTACTTTTA
ATACTTTGAGGTATGTCGCATACCTCAAAACTGGGAAGAGTAACCTCACTTTCCAGGAGTGGCC
CAGGGTAAGAGAGGAAGGAAACACGAGAGGGACCTGCTGCAGACTTGCAAATGCCGAAGGGAAG
GAACTGTATAGCACGGTGGGAAGGCTCTGGCGCATAGGCGAAGACCAAGAGGGTTGGTCACGAA
GCCGTTCTCGTTTGCCTTTTTCTGTTTCTGCTGCACGACCTCCGAGTCTCTCCGCCTGCGGGCG
GCAGAGGAAACCAATCGTTATCCCGGCGCTTCCCCTTAACCGAGTCGCTCTCCTTGCTCTGGGA
GAGCTCGCACTCAGGTACCGCGGTCCTGAAGCAGCTCCCACCTGCCTCGTTTGCATCCCATCTT
CCTCTTCTATTGACTTTTAAACGTCGGAGCAAAAATGTTGAGGGAATTTCCTCTAGAGAGGTTG
TGCCTGTTCTGCTAATGCTTCGGGTGTGGATAATGAAGAGGGAATGGTTTCAGAACTGGGTCTC
TGAAGCACCTATAGACTTGCGCCTTCTTATTCCCTGCCCTCATCATGACCACTGAGCTGTATTC
CTGGCCCTTTTTAAGATATGGTTGTTTGCTTGTTTTAATTTGTAGACGAGGTCTCACGAAGTTG
ACATTGGAACTCATACACACTGTAGCGTAGGGCAGCATTTGAACTGTGGACCTTTCTGGCGGAG
CCTCCTGAGTCTGGATTATAGGTATGTATCGCCAGTGGAAATACCTGCATTATTTTATACTCAT
TCAGAGAGTAGCTTCACCTGTCATTTCTTATATTACTTTACTTCTACCATCAAATAAACTTACC
TTCATCATTTAGATGATCTGTGTGCCTTATTTTTTTAAGATTTATTTTATTTTTAGTTATATAT
GTGGGGCGGGGGAGTCATAATATGTACATAAGTACAGGTGTCCTTGGAAACTGAAGAGACCACC
AGTTCCCCTGAGCTGGAGTTATCGTGGTTGTGAGTCCTGGGAACTGGACTTAGGTTCAGTATCA
AGCACAGAGCCATCTGTCCAGCCCACCTGCCTTATTGTTAACAAACAATCAATACTTAATATTT
CCATGCATCCTAGTGATCAAATGATAGAATTCGGCTTGACAAACAAAAGAGACATTTGAGGTAG
GGCTGGAGCTTAAGCACAAGCTCTAGGTTACCAAAAGAACGGAGAACTTCGGGAACCATAAGGG
ACACAGTATTGCAGAGGGAAACTGCGAGAATTTAAACATACTTGAGAAGTCAAGACTGGGCTGG
AGTGATGGCTCAGTGGTTAAGAGCACTGACTGCTCTTCCAGAGGTCCTGAGTTCAATTCCCAGT
AAGAACATGGTGGCTCACAATCACTTGTAATAAGATCTGATGCTCTCTTCTGGTGTGTCTGAAG
ATAGCTACAGTGTACTCACATAAATAAAATTAATAAATCTTTTTAAAATTTTTTTTAAAAAAGT
TGAGAGTTAATCATAAACAATCACATACACTATGAGGACATCTAGAGGGGTCTTTCAGATATCC
AGGAGCTGTTTAGGGCAACACGGGGTTGACAAATTAGATTCTCATGCAAAGGTAAAGTTGGAAG
CATCACAGAGCATGAAGTGGAGGGGGTAGGATGAGAAGCAGGGAAGCAGGGTCTTAGGCCACCA
GAGTCCTGAGGGAAAACATGGTGCGACCCAGCTGTGTAAGAGGCAGAAGGCTGATGAGATGGGG
CAGGAAGAAGGTAACCTGTAATTTTCTTAGTAGAGGACATAGAAGAAGCATGTTGAGTTTGGAG
GAGAGTAATTAAGTTTAGAGAAGCTGGATTTGAGATGTCTATGGGACAACCATGTGAAAATGTT
CTATAGGTGTATGGATATAGTTGTATTTATTCTTTGATAATTTCATCTATGTAGATAATGTATC
TTAGTCCTATGCACTTCAAAATTTCCCCTCCTGTCCCTCCCAACAACTCTCAACATATCTGCCT
TCCCCTCTCATTTCTTCCTCCTCATCTTCCTTTATAACCCACTGAATTTGATTGCTGCTGCCTG
TTGAAATGTTGTGCGGGTTCTGTAGCTGCAATGAGTTCATTGGCAGCAAGACTATGTCTGTCAT
GTCCAGAAGATGGTGTAACACTCCTTCGGGACTCCAGCTCTTACATACTCTATGTGTGTGTGTG
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TGTGTGTGTGTGTGTTCTGTCTTCATGCATACCAGAAGAGGGAATCAAATCCCATTTCTTTTTG
GGGGAGGGGTGTTCGCGACAGGGTTTCTCTGTGTAGCCCTGGCTATCCTGGAACTCACTTTGTA
GACCAGGCTGGCCTCGAACTCAGAAATCTGCCTGCCTCTGCCTCTCCGAGTGCTGGGATTAAAG
GCGTGTGCCACCATACCCAGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAATCCCACTTTGGAATGGTCC
TGCTGGGAATTGAACTCAGGACCTCTGGAAGAGCAGCCAGTGCTCTTAACTGCTGAGCCATCTC
TCCAGCCCCAGCTCTTACCCTCTTTCTGCCTCCTCTTCCATGATGTTCCCTGGTGGTGGCATAC
TGAATCTGGCAAGGTTGAAATATGAATGTAAACAGAAATATTTCAATTGCAGTTTGACAACATG
TCCTTTTTTGCAAGACAACAGTAGTATTTTCCCTCCTGGCGTCTTTTATGTCCCCAGCCATGAG
GATTTTGACCTGGTTTAGAATACCAGCCATGGCTTTTCTCCTGTGAAGCAGACCTCAAATCTAA
TTCAAAAGCAGTTCATAGCCTCATGACATTCATGCCACTATTGTACACCATGCCTGGCAGAGTT
TACCAATAAAGAATATCATTGATGGCTTGTCTCTCTCTTTTATTTTTTTAATTTAATTTATTTT
TTAAAATTTTTTAAAAATTTATTTACATTTCAAGTGTTATCCCCTTACCCAGTTTCCCCCCTGC
CAGAAACCCCCTATCCTATCTCTCCTTCCCCTGCTTCTATGAGGGTGTTCCTCCATCCACCCAC
CCACTCCTGCCTCCCCACCTTCGATTCCCCTACATTGGGACATCTATTGAGCCTTCATAGGACC
AAGGACCTCTCCTCCTATTGATGCCTGGCAAGGCCGTCCTCTCTACATATGCAGCTGAAGCCAT
GTGTACTCCTTGGTTGGTGGCTTAGTCCCTGGGAGCTCTGGGGGGTCTGGTTGGTTGATGTTGT
TGTTCTTCCTATGGGGTTACAAAACCCTTGATGGCTTGTCTCTTGCATAGTATCTCTGACACTA
TGTTATAGAGCCAGTGAGGAGGAAGTTTTCAGGTCAGTTCTAGCTGGATTTCTTTATGTCCTTC
AGTGGAAATATTCAGCAATAGAGTCTTACCAGCTAGCTCTGGTTGGCAACTGAAAGCAATGGCA
ATAGCCTGGGTTGTTTTGGGGACCTCTGGGCACTCGCTAAGCAATAACTTATGGGACTTCCATT
TAATAACTCATGTCTTCTGGGAAAGTATTGTCTATCAAACAACATATCCCTCCTTTTTTCATTT
CATCATCATCATCATCATTAATTATTATGATGATGTTCATTTTGGACAAGTTTCTCTTTTGTAG
GCCTGGCTGTCCTAGAACTCATTCTCAGGCTGTCCTCAAATTCACGGAGATCCTCCTGCCTCTG
CCTCCCAAGTGCTGAAATTAACAACATGACCCACTACCATCTGGCTCATTTTATTTTATTGTAT
TGTATTTTTTACTTTTTCTCTTTCTTTCTTTCTTCCTTTTTTTTTTTTITTTTITTTTTITTITTTTG
GTTTTTCGAGACAGGGTTTCTCTGTGTAGCCCTGGCTGTCCTGGAACTCACTCTGTAGACCAGG
CTGCCCTCGAACTCAGAGGTCCGCCTGCCTCTGCCTCCCAAGTGCT

ACLARACIONES:

=  SUBFAYAHeNESE: cxones del gen Gls2, por orden del 1 al 18
= Letra enrojo: zonas 5UTR y 3'UTR

= Subrayado en verde: sitios de reconocimiento LoxP

= Subrayado en azul claro: sitios de reconocimiento Frt
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