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3.4 Treball 4:

“Expressio de XLalphai Gsa en LCLshumanesi reduccio ala meitat delsnivells
basals de lesformes expressades de GNASLI en individus POH”

Resum

Els estudis en cel-lules preosteoblastiques MC3T3E-1 de ratoli varen demostrar que
Nesp55, Nesp-as i tres isoformes de Gso. es troben presents en aquestes cél-lules. Sota
condicions osteogeniques, Nesp55 i lanova formade Gqou redueixen progressivament els
seus nivells d'expressio fins a valors no detectables en resposta a un fenotip més
osteogenic, mentre que |’ antisentit, la isoforma de Gso. amb I’exé 3 exclos i XLapha

augmenten progressivament |’ expressio en resposta a lainduccié osteogénica.

Aquestes observacions plantegen I'existéncia d’un mecanisme coordinat que
involucra la unitat transcripcional de gnas en el procés de diferenciacié osteogenica de
cél-lules pluripotents, suggerint que la predisposicio de hMCS a dirigir-se a llinatges
osteogenics 0 adipogenics esta governat per multiples interaccions entre els diferents
transcrits de gnas. Per a poder obtenir un coneixement més ampli del funcionament
d aguest mecanisme, varem analitzar els transcrits de GNAS1 en LCLs humanes
d’individus POH portadors de mutacions inactivadores del gen GNASL. Es van dissenyar
“primers’ especifics per totes les formes de GNASL i posteriorment es van anditzar en
LCLs, trobant que Nesp55 i Ghas-as huma no s expressen en aquestes cél -lules. L’ estudi
es va extendre a comparar els nivells dels mRNAs i proteina entre les LCLs d’individus
afectats amb POH respecte les LCLs d'individus no afectats, trobant que en individus
POH tant els nivells dels mMRNASs com els proteics estan reduits ala meitat comparat amb
elsvaors de les LCLs d'individus sans. Aquests resultats son molt importants ja que les
reduccions d' expressio a la meitat de les formes de GNASL, heretades per part de pare o
mare, podrien resultar en una manca (“imprinting” del gen no mutat) o en valors reduits
a la meitat d algunes de les isoformes que sOn essenciads per mantenir cel-lules

pluripotents en el seu estat cel-lular.
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Materialsi métodes

Individus humans

Els pacients amb POH, les cdl-lules dels quals es van utilitzar en aguests estudi, han
estat descrits préeviament (EDDY. M., et al. 2000). Els participants es van avauar
clinicament per a confirmar € seu estat POH abans de comencar els estudis moleculars.
Després d' un consentiment oficial es van obtenir mostres de sang de cada un dels pacient
seguint els protocols estandard de les revisions del protocols institucionals del “Children
Hospital of Philadelphia’, Universitat de Pennsylvania. Es van transformar limfocits
perifericsamb € virus Epstein-Barr (EBV) (Shafritz et al., 1996).

Liniescel-lulars

Les cd-lules (LCLs) transformades amb € virus Epstein-Barr es varen fer créixer amb
medi de cultiu “Roswell Park Memorial Institute 1640” (RPMI-1640; Life Technologies
Inc, Gaithersburg, MD) suplementat amb “fetal bovine serum” (15%), penicilina G (100
u/ml), streptomicina (100 pg/ml) i amphotericina B (250 ng/ml) i mantingudes a 37°C amb
5% de CO, . Les linies cel lulars derivaven de dos nens afectats no emparentats entre ells.
Les cél-lules utilitzades per a I'andlis d’'expressio génica es varen recollir 24h després
d' unadivisié 1:2.

Disseny de “primers’” humans (Homo sapiens sapiens), especifics per Nesp 55,

Xlas, Gsar i Nesp-antisentit:
Els “primers’ s'han dissenyat a partir de les seqliencies dels seus corresponents
cDNAs complementaris que es troben disponibles alaweb del “NCBI” (National Center

for Biotechnology Information), utilitzant € programa informéatic MacVector™ 7.0.

Transcript Forward Reverse
Nesp55 5'- aag cca aag aag ccc accc -3’ 5'-aaa gat tcc aga agt cag gac acg-3’
XLapha 5'-cgc aga gaa gaa acg cag taagc -3' 5'-atc ctc cca cag agce ctt gg-3’
Gsa 5’ - gca gaa gga caa gca ggtc tacc -3’ 5’-agg gaa gtc aaa gtc agg cac g -3’
Nesp-as 5'-gat cag tcg teg aaaagg agg -3 5'-gaagag gtg ctg ctg ggg tg -3'

Taula.l. Sequéncies 5 a3, especifiques de Nesp 55, Xlalpha, G i Nesp-as de Homo sapiens sapiens
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Producte NGmero Gl Tm obtinguda per Mag % G+C
_ de PCR vector 7.0
I-@p_?i:na;m;ens esperat Forward Reverse Forward Reverse Forward | Reverse
Nesp55 611 bp 7706588 | 7706588 66°C 68°C 50 55
XLalpha 418 bp 7362976 | 7362976 68°C 66°C 56.9 55.2
Gsa. 340 bp 8659565 | 8659565 68°C 70°C 56.5 56.5
Neps-as 295 bp 8346832 | 8346832 66°C | 68°C 56.5 56.5

Taula. 2 Producte de PCR esperat, nimero Gi (NCBI), temperatura d' hibridacié i % G+C per Nesp 55, Xlalpha, Gnasi
Nesp-as de Homo sapiens sapiens

Aillament d’ RNA total

L'RNA total es va dillar de les cél-lules utilitzant e reactiu “Trizol reagent” (BRL
Life Technologies) seguint € protocol recomanat. La integritat de I’RNA purificat es va
comprovar mitjancant electroforess amb gel d'agarosa i es va guardar a elevades
concentracions (>1 ug/ul) a —70°C. Abans de ser utilitzat per la RT-PCR, I'RNA es va
tractar amb DNAsa | per aixi eliminar una possible contaminacié de DNA genomic en la

reaccio.

RT-PCR

Usant metodes estandard, es va sintetitzar la primera cadena de DNA complementari
(cDNA) a partir d' 1ug d’'RNA total utilitzant |I’enzim Superscript 11 retrotranscriptasa
(BRL Life Technologies) i “primers’ oligo (dT) (42°C, 1 hora). Es va utilitzar per
amplificacié (PCR), una fraccié de la primera cadena de DNA complementari. Els
productes de la reaccio es van andlitzar per electroforesi amb gel d'agarosaa 1.5% i es
van tenyir amb bromur d’etidi. En el cas de Gso es vatenyir e DNA amb “vista green”
(Amersham, Arlington Heights, IL), detectar amb Phosphorimager (Molecular Dynamics,
Sunnyvale, CA) i quantificar amb imageQuant (Molecular Dynamics).

Optimitzaci6 per RT-PCR en LCLs humanes (Homo sapiens sapiens) dels “ primers’

dissenyats per elstranscrits XLasi Gnas
A continuacié es presenten las condicions d optimitzacié per RT-PCR en LCLs

humanes (Homo sapiens sapiens) dels “primers’ dissenyats pels transcripts XLas i Gso.
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Abans d’ obtenir d’ aquest resultats, les variables temperatura d’ hibridacié i concentracio
de Mg, per cada parell de “primers’ varen ser optimitzades. Els nivells d expressié
basal d'aquestes formes de GNASL es varen obtenir mitjancant corbes de saturacio que
consistien en un mostratge sequencial de reaccions de PCR cada 5 cicles, amb un rang de
10 a 40 cicles depenent del tipus de gen analitzat. D’ aquesta forma s obté el nombre de
cicles optim per romandre en els valors lineals d’ amplificacio necessaris per a una valida
quantificacio. Per al’andlis d’' expressio genica, el nombre de cicles usats pels diferents
gens va ser la segient: GAPDH (gliceradeid-6-fosfat deshidrogenasa, 18 cicles),
XLalpha (40 cicles), Gsa (30cicles).

Ladesnaturalitzacié del motlle es varealitzar a 94°C durant 30s seguit d’ hibridacio a
65°C durant 30si finalment extensié dels “primers’ a 72°C durant 30s.

XLapha *“Primers’ ES 692/693; Producte de PCR: ~ 418bp; Condicions de PCR: 95°C
5+ (94°C 30"+ 65°C 30"+ 72°C 45"") + 72°C 5'; Corba de PCR: 25-30-35-40cycles;
Amplificaci6 optima esperada a ~ 40 cicles.

G “Primers’ ES 694/695; Producte de PCR: ~ <340bp: Condicions de PCR: 95°C 5'+
(94°C 30"+ 65°C 30''+72°C 45'") + 72°C 5'; Corba de PCR: 25-30-35-40-45 cicles;
Amplificacio optimaesperadaa: ~ 30 cicles.

Analis dels nivells dels MRNAS d’ expressio basal dels transcrits humans Xlasi Gsa
en LCLsde2 POH i 3 control
Es van utilitzar dos LCLs d'individus afectats amb POH i tres LCLs d'individus sans

per analitzar els nivells d’ expressié basals del s transcrits humans Xlasi Gso

Analis d’ expressio de la proteina Gsee en LCLs humanes de 2 POH i 3 control usant
un anticos policlonal contra Gsa

Els lisats de les LCLs humanes i dels fibroblasts (MC3T3-E1) de ratoli es van
preparar utilitzant el metode “modified RIPA extraction buffer”.
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“Modified RIPA buffer” esva preparar amb quantitats finals de:

NP-40: 1%

TrissHCI: 50 mM, pH 7.4

Na-deoxycholate: 0.25%

NaCl: 150 mM

EDTA: 1 mM

PMSF: 1 mM

Aprotinin, leupeptin, pepstatin: 1 microgram/ml de cada
NagsVOs: 1 mM

NaF: 1 mM

Preparacio del lisat usant tamp6 RIPA, SDSPAGE i western blot analisi.

Les cdl-lules adherents es van rentar dues vegades en € disc amb PBS fred. Per a
obtenir e sediment cel-lular en cé-lules no adherents, vam rentar amb PBS i es va
centrifugar a 1000 rpm durant cinc minuts. Tot seguit, es va afegir “modified RIPA
buffer” ales cél-lules (0.5 ml per 5 x 10° cells/60 mm disc/75cm? “flasks”). Les cél-lules
adherents es van treure del disc amb un raspall (rubber policeman) remullat amb aigua
destillada freda i la suspensio cel-lular es va transferir a un tub de centrifuga. Suaument
es va equilibrar la suspensio en una habitaci6 freda durant quinze minuts per aixi lisar les
cél-lules. Un altre cop es va centrifugar a 1000rpm durant cinc minuts, tot seguit €l
sobrenedant es va transferir a un nou tub de centrifuga i & sediment restant es va
descartar. El lisat cel-lular es va diluir 1:10 abans de determinar la concentracié de
proteines amb € metode de Bradford. Una quantitat de 20 ng proteina dels lisats de les
LCLs i de les MC3T3-E1 es van sotmetre a sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) i
electroforesi amb gel de polyacrilamida a 10%. Les electroforesis es varen fer correr
amb un sistema Bio-rad connectat a un voltatge de 0.02V (10mA)/ gel. Un cop portat a
terme I’ electrofores, les proteines es van transferir a una membrana de PVDF (polivinyl
difluoride) mitjancant un aparell d’ electrotransferéncia. Préviament, la membrana es va
remullar amb metanol -a ser la membrana molt hidrofobica- i tot seguit amb tampd de
transferencia (Transfer buffer: 12 mM Tris-HCI, pH 8.3, 96 mM glicina, 20% (v/v). Un
cop acabada I’ electroforesi, e gel també es remulla durant cinc minuts amb e tampo de

transferencia. Latransferencia es vadur aterme durant 40 minuts a corrent constant (90
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miliAmpers/gel). Un cop finalitzada la transferencia la membrana s’ incuba durant %
hora a T2 ambient amb una solucié6 d'un 5% de llet en pols amb tampé TN (0.1M
tris,0.5M NaCl, pH 7.4). Després la membrana s'incuba amb TN que contenia I’ anticos
que reconeix Gsar a una dilucié 1:100. Després d'una hora d’incubacio en les mateixes
condicions la membrana fou rentada amb TNT (TN + 0.1% de tween-20). Tot seguit
s'incuba la membrana amb el segon anticos que reconeix I'lgG de conill (en una dilucio
1:1500 en TN) que té conjugat I’ enzim peroxidasa. Després de 40 minuts d’incubacio es
renta amb la mateixa soluci6 rentadora i la membrana es revela per Quimioiluminiscéncia
utilitzant el kit d ECL (Amershan Pharmacia biotech).
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Resultats

Andlisi de I'expressié dels transcrits Nesp55, XLas, Nesp-as i Gsa en LCLs
humanes i analisi dels nivells d’'expressié basal de XLas i Gsa en LCLs humanes de 2
POH i 3 control

Recentment, les mutacions inactivadores del gen GNASL han estat associades a la
POH, una malaltia humana amb formacio ectopica d’os d’origen intramenbrands. En
aquest estudi hem fet servir limfocits humans transformats per a coneixer quines formes
de GNASL es troben expressades en aquest tipus cel -lular, com també poder coneixer les
diferéncies d’express6 (MRNA i proteina) de les formes de GNASL entre les LCLs
d'individus POH respecte les LCLs d’individus control. Tot i que € tipus cd-lular no és
el més adequat per |’ estudi de POH (no es disposa d’ altres tipus cel-lulars), la recerca en
LCLs ens gudara a entendre quines possibles diferencies d’ expressié de les formes de
GNASI existeixen en individus afectats respecte individus no afectats.

Nesp55 no s expressa en LCLs humanes

Els productes de les reaccions, utilitzant “primers’ especifics per Nesp55, es van
analitzar mitjancant electroforesi amb gel d agarosa a 1.5% i es van tenyir amb bromur
d etidi.

M -- gradient de T2-- es4°C

500bp —» <«
40bp —»
300bp —» -«
200bp

---- gradient de T2 50 a 70°C ----

Fig.1l. Nesp55 no sexpressa en LCLs humanes. Els nivells d expressi6 de Nesp55 es van
determinar per RT i PCR amb gradient de T2 Cal notar que les bandes de PCR desapareixen amb
un augment de la temperatura. A 68.4° C només s’ obtenen dos productes (indicats per les fletxes).
Aquestes bandes no corresponen a Nesp55, ja que el producte esperat és de 615bp. M, adreta i
esquerra trobem els marcadors de DNA de 100 parells de bases.
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A lafig.1l podem observar que € transcrit Nesp55 no es troba present en cél-lules
humanes ja que €l producte esperat (615bp), corresponent a Nesp55, no apareix tot i
I"ampli rang de condicions de magnesi i temperatura usat. No es va aplicar cap més PCR

(“nested PCR”) ja que e dos productes de PCR amplificats a 66.4° c no eren del tamany
esperat.

Hi ha dues formes de Xlalpha en LCLs humanes

Els productes de les reaccions, utilitzant “primers’ especifics per XLas, es van
analitzar mitjancant electroforesi amb gel d agarosa a 2.5% i es van tenyir amb bromur
d etidi.

M -- gradient de T2--e6.8°C

500bp »

400bp > Isoformes de
300 bp 5> XLa pha
200bp —»

---- gradient de T2 de 50 a 70°C --

Fig.2. Expressi6 de dues formes de XLalpha en LCLs humanes. Els nivells d’ expressié de
XLalpha es van determinar per RT i PCR amb gradient de T2 De 65 a 70°C només s obtenen
dos productes (Bandes de 418 i 360pb); aquestes bandes corresponen a dues formes de
XLalpha (producte esperat 418). La forma obtinguda per “splicing” alternatiu es troba més
expressada que la forma llarga de XLas. M, al’ esquerra es troba el marcador de DNA de 100
parells de bases.

A lafig.2 s observa que dues formes especifiques de XLalpha s expressen en LCLs
humanes. Els “primers’ per XLalpha son bastant especifics a temperatures de 65 a 70°C.
Es va dur a terme una “nested PCR” a 66.8°C (part superior dreta de la figura) per les
dues formes de XLaphai €s productes reamplificats es van sequienciar per confirmar la
seva identitat. La forma obtinguda per “splicing” aternatiu amb més mobilitat

electroforética (~360) es troba més expressada que laformamajor de XLa pha
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Les sequiencies corresponien a dues formes humanes de XLalpha

Les sequiéncies es van andlitzar en la base de dades. BLAST- PAIRWISE BLAST-
BLAST 2 SEQUENCES, confirmant que les dues sequiencies pertanyien a dues formes
diferents de XLalpha.

En LCLs humanes s’ expressen dues formes de Gso

Els productes de les reaccions, utilitzant “primers’ especifics per Gso, €s van
analitzar mitjancant electroforesi amb gel d' agarosa a 2.5% i es van tenyir amb bromur
d etidi.

M -- gradient de T2-- 68.6°C

Fig.3. Expressié de dues formes de Gso
en LCLs humanes. Els nivells
d’ expressio de Gqoo es van determinar
per RT i PCR amb gradient de T2 De 60
a 70°C només s obtenen dos productes
(bandes de 340 i 290pb). Aquestes
bandes corresponen a dues formes de
G (producte esperat 340). La forma
obtinguda per splicing alternatiu es troba
una mica més expressada que la forma
llarga de Ggq. M, a I'esguerra
marcador de DNA de 100pb

--- gradient de T2 de 50 a 70°C ----

A la fig.3 s observa que s expressen dues formes de G en LCLs humanes. Els
"primers’ per Gsoo SOn bastant especifics a temperatures de 60 a 70°C. Es va dur aterme
“nested PCR” a 66.8°C (a dreta, part superior de lafigura) per cada una de les formes de
Gso | els productes reamplificats es van sequenciar per a confirmar la seva identitat. La
forma obtinguda per “splicing” aternatiu de més mobilitat €l ectroforética (~290) es troba

[leugerament més expressada que laformallargade Gsa.
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Les sequencies corresponien a dues formes humanes de Gsa
Per obtenir les corresponents sequencies, e productes reamplificats es van

sequienciar.

Gsa

ttcatcacactcagaatgtagtccact ctgaactggttctcggggttggcecagctccacggggggcaccaggttgetcatg
gcggccacaatggtttcaatcgectctttcaggttgtttttgatgtcctgeactttggttgecttctcagagggeggegaaga
ggacccgcaggctgcaaggagcaacagcgatggtgagaaggentgnctncatnaaacccattaacatgcaggatcct
cntctgctnaacaatggtgctttnacnanattctccaccncccagcagcagcnggcgnngegnnncccngannacct
nnttntncttntgnannnnnnnn

Forma de Gsa generada per “ splicing” alternatiu

ttcatcacactcagaatgtagtccactctgaactggttctcggggttggecaget ccacggggggeaccaggttgetcatg
gcggecacaatggtttcaatcgectctttcaggttgtttttgatgtectgeactttggttgecttctcantgnetncatnaaa
cccattaacatgcaggatcctentctgetnaacaatggtgetttnacnanattctccaccncccagcagcagenggegn
ngcgnnnccecngannacctnnttntncttntgnannnnnnnn

Les sequéncies es van andlitzar a la base de dades, confirmant que les dues

sequiencies pertanyien a dues formes diferents de Gsa. (ANNEX 5).

El transcrit Nesp-as no s expressa en LCLs humanes

Els productes de les reaccions, utilitzant “primers’ especifics per Nesp-as, es van
analitzar mitjangant electroforesi amb gel d' agarosa a 1.5% i es van tenyir amb bromur
d etidi.

M -- gradient de T2--- es.a°C

Fig4. Nesp-as no sSexpressa en
LCLs humanes. Els nivells
d'expressi6 de Nespb5 es van
determinar per RT i PCR amb
gradient de T2 A 68.4° C només

500bp —» sobté un producte de PCR.
Aquestes bandes no corresponen a

400bp —» Nesp-as, ja que e producte esperat
era de 295bp. M, a I'esquerra

300bp » marcadors de DNA de 100 parells
de bases.

200bp —

--- gradient de T8 50 a 70°C --
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A la fig.4 podem observar que e transcrit Nesp-as no es troba present en cél-lules
humanes ja que el producte esperat (295bp), corresponent a Nesp-as, no apareix tot i
I”ampli rang de condicions de magnesi i temperatura usat. No es va aplicar “nested PCR*

jaque €l dos productes de PCR amplificats a66.4°c no eren del tamany esperat.

Representacio grafica de les condicions cicliques per als transcrits XLalpha i Gsa
en LCLs humanes.

Per a reditzar els experiments d’ expressié genica de les formes XLalpha i Gsa de
GNAS1 en LCL humanes, es van haver de trobar les condicions d’amplificacio optimes
per a cada un dels transcrits expressats en aquestes cél-lules. Les corbes de saturacié

s expressen com a fluorescénciarelativa.

Corbes de saturacié Corbes de saturacio
pera XLas huma pera Gsa huma

Fluorescenciareativa
w

Fluorescenciareativa
w

20 25 30 35 40 45
20 25 30 35 40 45

Ndmero de cicles de PCR Ndmero de cicles de PCR

—e—Xlalpha ~360bp —m— Xlalpha 418bp
—e—Gsalpha 340bp —m—Gsalpha ~290bp

optima de les formes esmentades son: isoformes de Gso,, 30-34 cicles; isoformes de X Lalpha 30-34 cicles.

Figure 5. Representaci6 grafica de les corbes de saturacié (expressades com a fluorescéncia relativa) de Gqo i de XLalpha en LCLs
humanes. Les corbes es van generar mitjangant RT-PCR en un nombre de cicles en série. EI nombre de cicles per a una amplificacié

A la fig.5 es troben representades les condicions optimes per a una amplificacio
lineal Optima dels transcrits de XLalpha i G Totes les formes de Gsaw S amplifiquen
linealment a 34 cicles. Cal notar que (a la dreta de la figura) Gs (385bp), la forma més
ubiqUament expressada, es troba lleugerament menys expressada que la forma Gg

generada per splicing alternatiu.
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Com siil-lustraalafig.5, les formes de Xlalpha (al’ esquerra de la figura) tenen unes
condicions d’ amplificacio diferents, la forma major de Xlas esta de 5 a 10 vegades més

expressada que la forma reduida de Xlas. Ambdues s amplifiquen linealment a 35 cicles.

Analis dels nivells d’ expressio basal dels transcrits humans Xlas i G en dos
POHsi tres controls

Cada mostra es va obtenir com s ha descrit en materials i métodes. Les mostres de
PCR obtingudes amb “primers’ especifics per Gso i XLas es varen anditzar mitjancant

electroforesi amb gel d’agarosaal 2.5% i tenyides amb bromur d’ etidi.

Expressio de Gso Expressio de XLas
M  Control POH M POH Control

|soformes
de XLas

Fig.6 Andlis dels nivells d'expressio basal dels transcrits Xlas i Ggo en les LCLs de dos POH i
de tres controls. Cal notar que les mutacions inactivadores a locus GNASL, redueixen els nivells
d'expressio a la meitat de G i XLas en individus POH comparat amb els valors trobats en
controls. Les formes Gqo. i XLas es van detectar mitjangant RT-PCR amb “primers’ especifics
per Gq i XLas. Dins de lafigura s observa |’ expressio de GAPDH (com a marcador intern) per
totes les mostres analitzades. Les fletxes indiquen I’ expressio de les formes de Gso (esquerra) i
XLaos (dreta). M, adreta i esquerra marcadors de DNA de 100 parells de bases.

L'expressio de XLas (dreta fig.6) i Gso (esquerra fig.6) es troba afectada per
mutacions inactivadores en € locus GNASL. Com es mostra a la figura 6, en individus
afectats amb la POH, I’ expressio de totes les formes presents en LCLs humanes, es troba
reduida a la meitat respecte a as valors trobats en LCLs controls. Aquests resultats son
importants ja que la reducci6 de transcrits de GNASL suggereix que la no expressié de
I"al-lel mutat pot tenir profundes implicacions en e manteniment de cél-lules pluripotents
en el seu estat cel-lular.
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Analisi de I’expressio de la proteina Gs humana en dos individus amb POH i tres
controls usant un anticos policlonal contra Gsa
L’ expressio de Gso. es va andlitzar en LCLs humanes de tres POH i dos controls. Les

bandes de proteines, varen ser analitzades mitjancant 9 % SDS-PAGE i western blot amb
I” s d’ un anticos especific contra Ggo.
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Fig. 7. A) 9% SDS-PAGE sota condicions no reductores i tenyit amb blau de Coomassie. D’ esquerra a dreta,
contingut proteic de MC3T3-E1(control positiu), LCLs de tres POH i LCLs de dos controls respectivament. B)

Detecci6 de les proteines de GNASL amb un anticos policlonal contra Gga.. 9% SDS-PAGE sota condicions no
reductores transferit aunamb PDVF i revelat mitjangant ECL.

Lafig.7 mostral’andlis de |’ expressio de la proteina de Gg., en tres LCLs controlsi
dos LCLs POH. Els nivells d'expressio de la forma més abundant de Gso (fletxa) es
troben reduits a la meitat en individus POH respecte als valors de les LCLs d'individus
control. A nivell proteic només observem la forma llarga (~52kda) de Gso; I'dtra
isoforma de Ggo, Observada mitjancant expressié genica, podria ser que no fos
reconeguda per I’anticos utilitzat. La informacié codificada per I'exdé 3 podria ser
essencial en la conformacié estructural que reconeix I'anticos policlonal contra Ggo.
Aquests resultats juntament amb els resultats obtinguts amb I'andlis d’ expressié génica

dels diferents transcrits de GNAS], suggereixen que les mutacions inactivadores de
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GNASI afecten de forma similar tant els nivells dels mMRNAs com els nivells de proteines
funcionals dels diferents transcrits de Ggqo, les quals poden tenir les mateixes

consequiencies per atotes les formes del gen GNASL.

També cal comentar que I’anticos policlonal contra G té reaccié creuada amb
multiples proteines presents en el contingut proteic de les MC3T3-E1 de ratoli. Com s ha
demostrat amb I'andlisi d’expressié geénica, hi ha multiples formes del gen gnas presents
en aquestes cél-lules. Les bandes no especifiques que s observen podrien ser degudes a
reconeixement de |'anticos d’algunes de les possibles formes de GNASl/gnas o
senzillament qualsevol proteina amb un domini estructural similar a reconegut per
I"anticos anti-Gsa.. A la part superior de la membrana s’ observa una banda que és present

en totes les LCL s analitzades pero que no s observaen les cdl -lules MC3T3-E1 de ratoli.

Aquesta banda, en individus POH, té valors reduits comparats amb els dels LCLs
control. Tot i no saber I’ origen concret d’ aguesta banda, pensem que es podria tractar de
la forma llarga de XLapha (78kDa). En LCLs humanes s expressen dues formes
d XLas, en canvi, en cé-lules MC3T3-E1 no se n'expressa cap. De nou, la isoforma
generada per “splicing” no seria detectada per I'anticos policlonal. Encara que les
isoformes de GNA S/gnas comparteixen molts exons * downstream”, no podem concloure
gue el senyal observat a la part superior del gel, correspongui a alguna de les formes de

XLaphajaquel anticos usat era especific per G .
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Discussio

Durant la passada década, les proteines G van ser I'objectiu d'una intensa
investigacié com a base d'estudi d agunes malalties humanes (Farfel et al.,1996;
Juppner et al., 1999; Liu et al,2000; Sewler et al., 1999, Shore et al., 2002). Quatre
malaties, com a minim, amb caracteristiques de desregulaciO osteogenica estan
associades a mutacions de linia germinal o somatiques del gen GNAS1. Aquestes son: la
sindrome de McCune-Albright (MAS), mutacié somatica activadora; |’ osteodistrofia
hereditaria d’ Albright (AHO), e plate-like osteoma cutis (POC), i I’ heteroplasia 0ssia
progressiva (POH), mutacions inactivadores de la linia germinal (Shore et al., 1999-
2002; Farfel et al., 1996; Juppner et al., 1999).

Cal d'estacar que s han observat diversos “Hot spots’ (arees mutacionals d’ elevada
freqiéncia) en aguestes patologies (Weinstein et al., 1992, Micheala et al., 2000).
Aquestes observacions suggereixen que AHO, POC, MAS i POH sbn part de |’ espectre
fenotipic de les malaties cliniques que estan causades per mutacions en el gen GNASL.
Les proteines G intervenen en moltes rutes de transducci6 del senya (Ringel et al., 1996,
Weinstein et al., 1992, Farfd et al., 1999). Malgrat que les rutes de transduccio
especifiques per alaformacio d’ os, regulades per proteines G, estan per descobrir, s’ han
identificat diversos agonistes de receptors acoblats a proteines G incloent PTH, “PTH-
related protein” (PTHrP), prostaglandines i fluorur de sodi (Ringel et al., 1996; Quarless
et al.,, 1996). Com a exemple d'aixo, I'estimulacié de PTHrP mitjancant “indian
hedgehog (Ihh)” ala placa de creixement d’ ossos llargs en € desenvolupament regula la

maduracié dels condrocitsi I’ ossificacié (Vortkamp et al., 1996).

A la sindrome de McCune-Albright, les mutacions somatiques activadores del gen
GNAS], les quals resulten en una sobreestimulacié de I’ activitat de Gso,, condueixen a
una aturada en la maduracio dels osteobl asts, desencadenant una displasia fibrosa d’ os en
I”esquelet normotopic. (Bianco et al., 1998). Per contra, les mutacions inactivadores del
gen GNASL en pacients amb AHO o POC porten a una reduida estimulacié de les rutes

activades per G, conduint a una ossificacié heterotopica dels teixits conjuntius tous
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(Shore et al 2001). Aquests resultats, en general, suggereixen que € gen GNASL

normalment pot funcionar com a regulador negatiu de I’ especificitat osteoblastica.

Tot i que € tipus cel-lular no és el més adequat per estudiar la POH, |’ oportunitat
d' usar LCLs humanes per a I’andlisi dels nivells basals dels mRNAs i/o proteina dels
diferents transcrits del gen GNASL representa una ocasié Unica per entendre en més
detall la patogenesi de POH i de malalties congenites relacionades. Tenint en compte
aquest fet, es van provar en LCLs humanes “primers’ especifics per a totes les formes de
GNAS], dissenyals usant la mateixa estratégia que la utilitzada en cél-lules
preosteoblastiques MC3T3-E1 de ratoli. Es troba que Nesp55 i Nesp-as huma no

S expressen en aquestes cel lules.

Aquests resultats juntament amb els observats en cél-lules MC3T3-E1 de ratoli
concorda amb alo publicat per Tao li et al., 2000, on s observa que la regio de Nesp55
es manté estrictament imprintada en teixits que no presenten Nesp-as. En canvi, les dues
isoformes de Gso.i de XLapha s expressen en LCLs humanes. L’ expressié de Gq |
XLapha en cél-lules LCLs humanes no és estranya ja que P2 i P3 tenen una expressio
meés ubiqia que les atres formes de GNASL (Tao li et al., 2000). Cal comentar que
I"expressié de XLalpha en aquestes cél -lules va ser totalment inesperada ja que tal forma
no s expressa en cél-lules MC3T3-EL. Les funcions que aquestes formes de GNASI fan
en aquests tipus cel -lular no es coneixen. El que sembla clar és que pel bon funcionament
de les LCLs humanes ni Nesp55 ni Nesp-as sOn necessaries. La regulacié del gen
GNASl/gnas anivell cel-lular pot diferir depenent del grau de potencialitat (Nuttall et al.,
2000).

En LCLs humanes les diferents formes de Gso. i XL a pha possiblement contribueixen
a mantenir els “downstream signals’ de forma distinta ja que algunes de les formes estan
meés expressades que d altres. Aquesta abundancia relativa podria tenir implicacions
fenotipiques cel -lulars tant en LCLs humanes com també en altres tipus cel -lulars (Tao li
et al., 2000; Hayward et al., 2001).
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L’ estudi es va extendre a comparar els nivells dels mRNAs i proteinaentre lesLCLS
d’individus afectats amb POH i les LCLs d'individus no afectats, trobant que en
individus POH tant els nivells dels mMRNASs com €ls proteics es troben reduits a la meitat
respecte als controls. Només es van detectar els mMRNAS de |es isoformes que s expressen
a parttir de I'a-lel norma. Tot i aixi, a nivell proteic, tant sols es va detectar
Gso. expressada a partir de I’a-lel normal. Lalesié genética en els individus andlitzats té

un efecte similar en totes les formes expressades.

En redlitat, els nivells de proteina corresponents a XLapha no varen poder ser
confirmats amb exactitud. L’ anticos policlonal contra Gso va reaccionar creuadament
amb una banda d’ aproximadament 75 kda de pes molecular que podria correspondre a
alguna de les formes de XLapha (Kehlenbach et al., 1994). Aixi doncs, la manca
d especificitat de I’anticos utilitzat podria haver proporcionat resultats ambigus. Una
explicacio possible pels resultats obtinguts seria que s mMRNAs mutants de GNASL
probablement no son sintetitzats o son degradats rapidament (Culbertson et al., 1999); a
mes, cal dir que els passos de processament involucrats en la generacio de les diferents
isoformes del gen GNASL semblen no estar afectats per les mutacions en agquest locus
(Robishaw et al., 1986).

Aquests resultats sdn molt importants pel fet que reduccions ala meitat de les formes
de GNASL en individus POH, podrien afectar, d’ alguna manera, a la predisposicio de les
cél -lules mesenquimatiques mare o adipocits a comencar el programa osteogenic en llocs
heterotopics (Hayward et al., 2000; Lalande, 2001).

En resum, aguests resultats ens permeten postular que lareduccié en I expressio
d’ algunes de les formes de GNASL, en individus efectats amb la POH, podrien estar
afectant directament els senyals “downstream” que activen € programa osteogenic. Les
mutacions inactivadores, com les trobades en AHO, POC i POH s espera que produeixin,
en tipus cel-lulars especifics, valors reduits de les diferents proteines del gen GNASL,
essent aguests insuficients per a mantenir un fre a la induccié osteoblastica en lloc

ectopics.
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3.5 Part |1: Discussié final

Les proteines heterotrimeriques transductores de senyal que s’uneixen als nucleotids
de guanina (proteines ), participen en I’acoplament dels receptors extracel-lulars als
enzims efectors intracel-lulars 1 als canals ionics, servint com a mediadors de les
respostes cel-lulars als estimuls externs. Les proteines G regulen molts sistemes de segons
missatgers, incloent enzims com 1’adenilat ciclasa (AC), la fosfolipasa C (PLC) i la
fosfolipasa A2 i també canals ionics (Farfel et al., 1996; Birnbaumer et al., 1990;
Quarlesset al., 1996; Uingset al., 2000).

El GNAS1 ¢és un dels pocs gens en el quals s’hi ha caracteritzat mutacions
activadores 1 inactivadores (Micheala et al., 2000). Ubicat en el cromosoma 20q13, el
GNASI va ser originalment descrit com un gen compost de 13 exons, el qual codifica
per G, la subunitat-a de les proteines G estimuladores heterotrimeriques Gs (Kozasa et
al., 1988). Recentment s’han identificat exons addicionals i ha quedat palés que GNASI1
¢és un locus complex que codifica multiples transcrits sobreposats (Hayward et al., 1998a,
b; Hayward et al., 2000; Hayward et al., 2001). D’aquests, Gso. és el més ben
caracteritzat i el de més rellevancia clinica (Farfel et al., 1996; Juppner et al., 1999; Liu
et al., 2000; Stewler et al., 1999; Shore et al., 2002). Existeixen quatre transcrits primaris
de Gsa que resulten de I’efecte combinatori de dos processos d’splicing alternatiu (Bray
et al., 1986; Kozasa et al., 1988). El mecanisme d’splicing pot també estar afectant, de la
mateixa manera, els nous exons identificats en el locus de GNASI/gnas, convertint
aquest locus en una area genomica on es generen gran nombre de processos

transcripcionals, sempre sota les necessitats cel-lulars especifiques.

En els ultims anys, les proteines G han estat 1’objectiu d’una intensa investigacié com
a base d’estudi d’algunes malalties humanes (Farfel et al., 1996; Juppner et al., 1999;
Liu et al., 2000; Stewler et al 1999; Shore et al., 2002). Com a minim, quatre condicions
amb caracteristiques de desregulacio osteogénica estan associades a mutacions de la linia
germinal o somatiques de GNAS1. Aquestes son: AHO, POC, MAS i POH (mutacionss
inactivadores de la linia germinal) (Shore et al., 1999-2002; Farfel et al., 1996; Juppner
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et al., 1999). Cal destacar que s’han observat diversos “Hot spots” (arees mutacionals
d’elevada freqiiéncia) en aquestes patologies (Weinstein et al., 1992, Micheala et al.,
2000). Aquestes observacions suggereixen que aquestes condicions patologiques son part
de I’espectre fenotipic de les malalties cliniques que estan causades per mutacions en el
gen GNASI. Les proteines G intervenen en moltes rutes de transduccid del senyal
(Ringel et al., 1996; Weinstein et al., 1992; Farfel et al., 1999). Malgrat que les rutes de
transduccid especifiques per a la formacié d’os, regulades per proteines G, han de ser
encara classificades, s’han identificat diversos agonistes de receptors acoblats a proteines
G incloent PTH, “PTH-related protein” (PTHrP), prostaglandines i fluorur de sodi
(Ringel et al., 1996; Quarless et al., 1996). Com a exemple d’aixo, I’estimulacid de
PTHrP mitjancant indian hedgehog (Ihh) en la placa de creixement d’ossos llargs en el
desenvolupament regula la maduracié dels condrocits i 1’ossificacio (Vortkamp et al.,

1996).

En la sindrome de McCune-Albright, les mutacions somatiques activadores del gen
GNASI, les quals resulten en una sobreestimulacié de 1’activitat de Gso, condueixen a
una aturada en la maduracio6 dels osteoblasts, desencadenant una displasia fibrosa d’os en
I’esquelet normotopic. (Bianco et al., 1998). Per contra, les mutacions inactivadores del
gen GNASI en pacients amb AHO o POC porten a una estimulacié menys intensa de les
rutes activades per Gso, conduint a una ossificacié heterotopica dels teixits conjuntius
tous (Shore et al., 2001). Aquests resultats, en general, suggereixen que el gen GNAS1

normalment pot funcionar com a regulador negatiu de 1’especificitat osteoblastica.

En aquest estudi s’han tractat les conseqiiéncies que les mutacions en els exons 1-13
del gen GNASI1 poden provocar en el procés d’osteogenesi. S’ha plantejat la hipotesi que
les mutacions heterozigotiques inactivadores del gen GNASI1, mitjangant una reduccid
funcional dels mRNAs i/o proteines Gsa, alterin rutes de transduccid cel-lular de senyal
implicades en la diferenciacio osteoblastica i/o adipocitica. El treball experimental s’ha
desenvolupat en dos models cel-lulars ben establerts: una linia cel-lular preosteoblastica

de ratoli (MC3T3-El) i una linia cel-lular limfoblastoid humana (LCL).
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La linia MC3T3-E1 s’ha utilitzat com a possible model cel-lular per estudiar la funcio6
dels diferents transcrits del gen “gnas” en el procés de diferenciacio a osteoblast (Tori et
al., 1991); la linia limfoblastoid humana es va utilitzar per a estudiar 1’expressié dels
transcrits de GNASI1 en aquestes cel-lules i analitzar I’efecte que mutacions inactivadores
de GNASI poden tenir en 1’expressid dels multiples transcrits de GNAS1 en LCLs
d’individus afectats amb POH (Shore et al., 2001). Tot i que el tipus cel-lular no és el
més adequat per a estudiar la POH, ’oportunitat d’usar LCLs humanes per analitzar els
nivells basals dels mRNAs 1 proteina dels diferents transcrits del gen GNASI, representa
una ocasid unica per entendre més bé la patogenesi de la POH i de les malalties
congenites relacionades. Es comprova que les cel-lules preosteoblastiques MC3T3-El,
després d’induir-les amb acid ascorbic, B-glycerol fosfat i BMP-2 exogena (Torii et al.,
1991) durant un periode de 28 dies, es diferencien selectivament cap a osteoblasts. Tots
els transcrits del gen “gnas” coneguts fins al moment es van analitzar en cél-lules
MC3T3-El induides amb suplements osteogeénics, trobant que 1’antisentit, Nesp55,
ambdues isoformes de Gy i una nova isoforma de Gsa s’expressen en les cel-lules

preosteoblastiques, mentre que les isoformes de XLalpha no presenten expressio.

En aquest treball, es demostra per primera vegada 1’expressio especifica de teixit de
Nesp55, Nesp-as i tres isoformes de Gqo en cel-lules MC3T3-E1 preosteoblastiques. En
altres teixits, Tao li et al., 2001 ja han demostrat que els transcrits que provenen de
P1(Nesp55) son més abundants en el CNS, especificament en medul-la. En canvi, els
transcrits de P2 (XLalpha) i P3 (Gsa) es troben ubiquament expressats. Nesp-as es troba
present en la melsa, la glandula suprarrenal i el cortex cerebral (Tao li et al., 2000). El
més sorprenent ha estat la deteccio en cel-lules MC3T3-E1 d’una forma major de Ga.,
mai detectada en un altre tipus cel-lular o teixit amb una expressioé basal semblant a la
isoforma de Gyo generada per splicing alternatiu. Aquesta observacio suggereix que la
unitat transcripcional de gnas/GNAS]1 és més complexa del que es creia (Hayward et al.,
1998a and b; Hayward et al., 2000; Hayward et al., 2001) i que la I’existéncia de més
processos d’splicing alternatiu per poder generar més formes de GNAS1/gnas és molt
probable. Aixi les cel-lules disposarien d’una fina maquinaria de regulacié dels

“downstream signals” que dirigeixen cel-lules pluripotents a Ilinatges cel-lulars
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especifics. L obtencid de resultats positius en alguns dels transcrits de Gnas en cél-lules
preosteoblastiques MC3T3-E1 ens han encoratjat a intentar comprendre amb més detall
la regulacio del seu mecanisme. S han utilitzat técniques d’analisis d’expressio geénica per
a analitzar la contribucid que les diferents isoformes de “gnas” poden tenir quan les

cel-lules MC3T3-E1 s’han orientat cap a un fenotip osteogenic.

- MC3T3-E1l deratoli L CLshumanes
Transcrits Isoforma | EXpressio Estimulacio Eipliecslils() Expressio en
GNASl/gnas basal amb SO LCLs FOP
control
1 + V fins a valors ) )
no detectables
G 2 + + + 1/2
3 + A + 1/2
progressivament
XLalph - — — . V2
pha
2 - A + 1/2
progressivament
Nesp55 1 + V fins a valors ) )
no detectables
Nesp-as 1 + A i i
progressivament

Taula.l. Resum de ’expressi6 de les formes de Gnas/GNASI tant en cél-lules preosteoblastiques de ratoli
com en limfoblastoids humans. Els niimeros indiquen les diferents isoformes existents per cada un dels
promotors de GNASI, 1-3: de formes majors a formes reduides respectivament, SO (suplements

osteogénics).

Els resultats obtinguts en experiments preliminars demostren 1’existéncia de
variacions en 1’expressié d’algunes de les formes de gnas de ratoli generades per splicing
alternatiu. Aquestes observacions indiquen que Nesp55 1 la nova isoforma de Gso
redueixen els nivells d’expressio fins a valors marginals no detectables coincidint amb
una diferenciacid més osteogenica, mentre que 1’antisentit, la isoforma de Gsoo amb 1’ex6
3 exclos i XLalpha (no detectada en cél-lules MC3T3-E1 control) augmenten 1’expressio
progressivament en resposta a un fenotip més osteogeénic. Per contra, la forma de Gya,
més expressada i estudiada (Farfel et al.1996; Birnbaumer et al 1990) no experimenta

cap canvi significatiu respecte de les cel-lules no estimulades (taula.1).

La reduccio de Nesp55, paral-lela a un increment de Nesp-as, coincideix amb
I’observat per Tao li et al., 2000, en el sentit que els teixits on Nesp-as és molt abundant

la transcripci6 de la regié de Nesp55 és negligible. L’activacio i inactivacio d’algunes de
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les formes de gnas en el procés de mineralitzacid observat en cel-lules MC3T3-E1 de

ratoli aporta evidéncia de com el procés d’osteogenesi pot €sser regulat.

Paral-lelament dins el mateix estudi, s’ha analitzat 1’expressido de les isoformes
conegudes de GNASI en cel-lules limfoblastoids, trobant que Nesp55 i Nesp-as huma no
s’expressen en aquestes cél-lules. Aquests resultats juntament amb el que s’ha observat en
cel-lules MC3T3-E1 de ratoli justifica el publicat per Tao li et al., 2000, on s’observa
que la regié de Nesp55 es manté estrictament imprintada en teixits que no presenten
Nesp-as. En canvi, dues isoformes de Gsa i d’XLalpha s’expressen en LCLs humanes.
L’expressio de Gso i XLalpha en cel-lules LCLs humanes no ¢€s estranya ja que P2 i P3
tenen una expressid més ubiqiia que les altres formes del gen GNASI1 (Tao li et al.,
2000). La regulacié del gen GNAS1/gnas a nivell cel-lular pot diferir depenent del grau
de potencialitat. Com més gran sigui la plasticitat de la cél-lula en diferenciar-se cap a
altres tipus cel-lulars més estrictament regulada pot estar la unitat de transcripcional de

GNASI per aixi evitar llinatges no desitjats (Nuttall et al., 2000).

Tal com s’ha demostrat, en cel-lules menys diferenciades hi ha més activitat
transcripcional del locus GNAS1 1 la reducci6 d’aquesta activitat sembla estar
directament correlacionada amb un estat més diferenciat de les cel-lules. En LCLs
humanes les diferents formes de Gso i XLalpha podrien contribuir a mantenir els
“downstream signals” de forma diferent ja que, com s’ha observat, algunes de les
isoformes es troben més expressades que d’altres. Aquesta abundancia relativa podria
tenir implicacions fenotipiques cel-lulars tant en LCLs humanes com en altres tipus
cel-lulars (Tao li et al., 2000; Hayward et al., 2001). L’estudi es va extendre per a
comparar els nivells dels mRNAs i proteina entre LCLs d’individus afectats amb la POH
1 LCLs d’individus sans, trobant que en individus POH tant els nivells dels mRNAs com
els de proteina estan reduits a la meitat comparat amb els valors trobats en les LCLs

controls.

Només s’han pogut detectar els mRNAs de les formes de GNASI i la proteina

funcional de Gsa expressades a partir de I’al-lel normal. La lesi6 genética en els individus
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analitzats t¢ un efecte similar en totes les formes expressades. Una explicacid dels
resultats obtinguts seria que els mRNAs mutants de GNAS1 probablement no sén
sintetitzats o son degradats rapidament (Culbertson et al., 1999). A més, cal dir, que els
passos de processament involucrats en la generacid de les diferents isoformes del gen
GNASI1 semblen no estar afectats per les mutacions en aquest locus (Robishaw et al.,
1986). Aquests resultats son molt importants ja que les reduccions a la meitat de les
formes de GNASI, en individus amb la POH, podrien afectar d’alguna manera a la

predisposicid de les cel-lules a comencar el programa osteogenic.

La no expressié d’algunes de les formes de GNASI heretades per part de pare o
mare mitjangant “imprinting” podria també resultar en manca o reduccié fins a la meitat
d’algunes de les isoformes que son essencials per a mantenir cél-lules pluripotents en el
seu estat cel'lular (Lalande, 2001). En alguns teixits s’ha observat que XLalpha i
I’antisentit es transcriuen de I’al-lel patern (Hayward et al., 2000). En canvi Nesp55 es
transcriu només de 1’al-lel matern (Hayward., 2000; Hayward et al.,1998a; Hayward et
al., 1998b, Peterset al., 1999; Wroe et al., 2000; Yu et al., 1998). Malgrat que se sap que
G;a deriva d’ambdos al-lels (Hayward et al., 1998a), sembla que Go estaria imprintat
(de forma teixit-especific) en algunes cél-lules. Per exemple, s’ha demostrat els tabuls
proximals de la glandula suprarenal I’existéncia de la transcripcid especifica de Gsa

provinent de I’al-lel matern (Yu et al., 1998).

Els efectes combinatoris d’una variabilitat d’expressid dels transcrits de GNASI,
sumats a una reduccid provocada per mutacions inactivadores heretades per part de
pare o mare, podrien estar directament relacionats en [’activacio de les rutes de
transduccid de senyal que desencadenen la formacié ectopica d’os en individus amb POH
(Bartolomei and Tilghman, 1997). La resolucié dels efectes d’imprinting en cél-lules
mare mesenquimatiques o altres cel-lules pluripotents pot ajudar-nos a entendre la génesi
de desordres genetics de formacid ectopica d’os afectats per mutacions inactivadores de

GNASI.
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Com a resum, en aquests estudi s’ha demostrat que existeixen multiples formes del
gen GNASI1/gnas que s’expressen en cél-lules preosteoblastiques MC3T3-E1 de ratoli i
també en LCLs humanes. Quan les cél-lules s’orienten cap a un llinatge osteogenic,
s’observen notables difereéncies en I’expressio dels transcrits de gnas. La inhibicid de les
isoformes Nesp55 i1 de la nova forma de Gsa 1 una activacid progressiva de les isoformes
XLalpha, antisentit i Gso. amb ’exd 3 exclos, en conjunt, pot proporcionar un mecanisme
coordinat que involucri la unitat transcripcional de gnas en el procés de diferenciacid
osteogenica de les cel-lules pluripotents, suggerint que la predisposicio6 de hMCS a
dirigir-se a llinatges osteogenics o adipogenics esta governada per multiples interaccions
entre els diferents transcrits de gnas. A més, els nostres resultats indiquen que els nivells
reduits fins a la meitat en individus POH podrien influir en processos “downstream” que

condueixen a un fenotip osteogenic competent.

Les funcions que exerceixen les isoformes de gnas en aquestes cel-lules esta per
elucidar pero és forga probable que estiguin implicades en els processos moleculars que
regulen la predisposicié de les cél-lules pluripotents a diferenciar-se cap a un fenotip
osteogeénic. Les mutacions inactivadores, com les trobades en AHO, POC i POH, s’espera
que produeixin valors reduits de les diferents proteines de GNASI en tipus cel-lulars
especifics que podrien ser insuficients per a mantenir un fre a la induccié cel-lular cap a

una diferenciacio osteoblastica en lloc ectopics.
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Per spectives futures

Els resultats descrits anteriorment aporten informacié valuosa en la recerca de POH
com també¢ dels processos moleculars implicats en la regulacié de la osteogenesi. Futurs
experiments, en aquesta area de recerca, es centraran en 1’s d’un ratoli transgenic
“knockout” per GNASI, que ja ha estat establert i desenvolupat per el Dr. Michael
Levine (Johns Hopkins University School of Medicine, U.S.A). En els heterozigots
“knockout”, un del dos al-lels de GNAS1 conté una deleccié en I’ex6 2 de GNASI.
Aquesta mutaci6 afecta I’expressio dels transcrits de Gso., XLas i Nesp55. Aquest model
proporciona un sistema experimental adequat per a examinar els mecanismes moleculars
alterats per I’efecte d’una disminuci6 en I’expressio de les formes de GNAS1 que es dona
en condicions patologiques com POH, AHO o altres relacionades. En concret es podrien

estudiar:

1. Els efectes de mutacions heterozigotiques de GNASL en la diferenciacio

osteoblastica o adipogénica.

2. L expressio diferencial dels mRNAs de GNASL durant la diferenciacié osteoblastica

i adipocitica.

3. Els efectes que [I'heréncia materna/paterna de mutacions inactivadores
heterozigotiques de GNASL pot tenir en la diferenciacio osteoblastica i adipocitica: Si
I’imprinting genomic de GNASI no influeix en D’expressiéo dels transcrits en la
diferenciaci6é osteoblastica i adipogenica, no s’esperen tampoc diferéncies en I’expressio
d’aquests transcrits en mutacions inactivadores de GNASI que hagin estat heretades

unicament de forma paterna o materna.

L’exit en futurs treballs dependra del model cel-lular escollit. Si hi ha abséncia de
diferéncies entre les cél-lules control 1 cel-lules “knockout” pot ser degut a que els efectes
de GNASI en la diferenciaci6 cel-lular només s’aprecien en cel-lules molt especifiques.

En els POH, la formacio ectopica d’os sorgeix de greix subcutani, suggerint que les
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cel-lules mare mesenquimatiques o els adipocits son possiblement els tipus cel-lulars
implicats en desencadenar la formaci6é d’os ectopica en llocs heterotopics. La resolucio
d’aquests experiments oferiran una base solida per a 1’analisi dels camins moleculars a

través dels quals GNAS] regula 1’ osteogenesi.

La importancia i implicacions que té entendre la causa de POH i 1’Gs d’aquest
coneixement per a crear tractaments efectius €s evident per als individus afectats de POH.
Addicionalment, la importancia que POH té per la medicina i la ciéncia €s molt més gran
que la raresa de la condicié pot indicar. El desxiframent de la complexa patogenesi de
POH i la elucidacié de les rutes cellulars i bases moleculars d’expressio geénica
implicades en dirigir la transformaciéo de cel-lules precursores en os, permetra que

condicions més comunes d’osteogenesi siguin compreses i tractades.
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4. DISCUSSIO FINAL | CONCLUSIONS

L’esquelet esta format per dos teixits, el cartilag i I’os, presentant tres tipus cel-lulars,
els condrocits al cartilag, els osteoblasts i els osteoclasts a I’os. Durant els ultims 10 anys
la biologia del desenvolupament de ’esquelet s’ha centrat en el control genétic de la
formacié estructural de I’esquelet, que ¢€s el resultat de la preséncia de tots els elements
esquelétics 1 alhora, d’una adequada distribuci6 de cartilag i os en aquests elements.
Mitjangant metodes genetics s’han identificat molts gens que codifiquen per factors de
creixement 1 per factors de transcripcio els quals controlen la formacié de I’esquelet

(Cohn et al., 1996; Hogan et al., 1996, Tabin et al., 1991).

Fa poc temps s’han comencat a comprendre les bases genétiques i moleculars de la
diferenciaci¢ als llinatges dels condrocits, osteoblasts i osteoclasts. La primera etapa en el
procés d’esqueletogenesi és la migracio de les cel-lules mesenquimatiques a arees
destinades a esdevenir os. Aquestes cel-lules formen condensacions que adopten ja la
forma dels elements esquelétics futurs. Les condensacions cel-lulars poden evolucionar
cap a dues vies diferents de formacido en el procés d’esqueletogenesi: a) ossificacid
endocondral, que presenta els segiients passos: condrogenesi, hipertrofia del cartilag,
degradaci6é 1 substitucid final per os; b) ossificaciéo intramembranosa, que té lloc en
alguns ossos cranials i clavicula, i on cel-lules mesenquimatiques es concentren, el teixit
es vascularitza i les cél-lules es diferencien directament a osteoblasts (Thorogood et al.,

1993). (Fig.1 de la introduccio6 general).

Resultats recents d’altres autors semblen indicar la preséncia de com a minim tres
categories de cél-lules mare en animals postnatals, entre ells, els humans (Young et al
2001, Zuk et al., 2001.). Aquestes tres categories son: cél-lules mare progenitores de
reserva, cel-lules mare mesenquimatiques pluripotents de reserva (PPMSCs) i cél-lules
mare “epiblastic-like” pluripotents de reserva (PPELSCs). Totes elles es troben ubicades
a les diferents localitzacions del teixit conjuntiu del cos, com per exemple a la
musculatura esquelética, a la dermis, als tendons, als lligaments, als ossos, als vasos

sanguinis, a la medul-la oOssia, al cervell, a la melsa, al fetge, als ronyons, etc..
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Les cel-lules mare progenitores de reserva estan destinades a un llinatge especific de
teixit. Les cel-lules mare mesenquimatiques pluripotents de reserva (PPMSCs) estan
destinades a diferenciar-se cap a totes les linies cel-lulars de la linia germinal
mesodérmica (Young et al., 2001). Per exemple, s’ha demostrat que una poblacid
monoclonal de PPMSCs de reserva, derivada d’una tnica cé¢l-lula, pot generar
musculatura esquelética, musculatura cardiaca, greix, cartilag hiali, cartilag elastic,
fibrocartilag, cartilag de la placa de creixement, cartilag articulat, os endocondral, os

intramenbranos, etc..

Les PPMSCs de reserva son insensibles als agents de progressio, pero si que
responen als factors que indueixen la diferenciacié cap a un llinatge particular de teixit
mesodérmic, com pugui ser la induccié mitjangant les BMPs. Un cop les PPMSCs de
reserva estan destinades cap a un determinat llinatge, assumeixen les caracteristiques de
les cél-lules mare progenitores de reserva. Les cél-lules mare “epiblastic-like”
pluripotents de reserva (PPELSCs) estan destinades a generar tots els tipus cel-lulars dins
de les linies germinals ectodérmiques, mesodérmiques i endodérmiques (Young et al.,
2001). Per al llinatge mesodermic, aquestes cel-lules poden formar musculatura
esqueletica, musculatura cardiaca, greix, cartilag hiali, cartilag elastic, fibrocartilag,
cartilag de la placa de creixement, cartilag articulat, os endocondral, os intramenbrands,
etc.. Les PPELSCs de reserva son insensibles als agents progressius perod responen als
factors que indueixen la diferenciacio a llinatges cel-lulars o teixits especifics de les capes

germinals ectodérmiques, mesodérmiques i endodérmiques.

Quan les PPELCS de reserva es van diferenciant cap a un teixit o llinatge particular,
assumeixen totes les caracteristiques de les cél-lules mare progenitores de reserva (Young
et al., 2001; Zuk et al., 2001). Com s’ha esmentat anteriorment, els diferents tipus de
cel-lules mare pluripotents donen lloc als osteoblasts, als condrocits i als adipocits. La
diferenciaci6 cap a un d’aquests llinatges es troba determinada, en part, per les propietats

de I’entorn local cel-lular (Nuttall and Gimble, 2000).
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Es molt possible que aquestes tres categories de cel-lules mare de reserva es trobin
afectades en la fibrodisplasia ossificadora progressiva i en [’heteroplasia dssia
progressiva aixi com també en d’altres malalties relacionades amb la formaci6 ectopica

d’os.

Les proteines morfogenctiques d’os (BMPs) i altres membres de la superfamilia
TGF-p sembla que podrien tenir un paper rellevant en la formaciéo de 1’0os i en el
desenvolupament de les extremitats com a molécules senyalitzadores d’accio
paracrina/autocrina (Massague et al., 2000). Les BMPs, quan s’injecten en rates
subcutaniament o intramuscular, poden induir la formacid ectopica d’os (Urist et al,
1965), seguint els passos normals dels processos de formacié normotopica d’os
endocondral i/o intramembrands. Les BMPs indueixen ’expressi6é de marcadors de la
diferenciacié osteoblastica, com son la hormona PTH i el receptor PTHrP (Rosen et al.,
1994; Yamaguchi et al., 1991). Un gran nombre d’hormones, neurotransmissors,
mediadors locals, citoquines i estimuls sensorials afecten a cel-lules i organismes. Aquest
efecte té lloc mitjangant la unid a receptors acoblats a proteines G (Quarless et al., 1996;
Uings et al., 2000). Donat que el receptor de la hormona PTH es troba acoblat a proteines
G, les mutacions en aquestes proteines, poden causar perdua o guany de funcid
mitjancant activacié o inactivacio dels camins de senyalitzacid, donant lloc a fenotips
clinics de defecte o excés hormonal, respectivament. La identificacio del receptor de
PTH i el seu cami de senyalitzacié (Aurbach et al., 1992) ha permeés con¢ixer millor la

fisiopatologia de I’hormona PHP.

En els ultims anys, estudis biologics de caracter molecular, han obtingut resultats
rellevants sobre la funcié patogeénica de les mutacions espontanies en els gens de les
proteines G, amb la conseqiient alteracié del cami de transduccié (Michaela et al., 2000;
Hayward et al., 2001). L’expressio fenotipica d’aquestes mutacions depén de si les
mutacions afecten la linia germinal o somatica. Les mutacions en la linia germinal es
manifesten en totes les cel-lules on el gen s’expressa. En canvi, les mutacions somatiques

condueixen a una manifestacio més focalitzada de la malaltia (Michaela et al., 2000).
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Moltes malalties de formacié ectopica d’os, com séon POH i POC, presenten
mutacions en el locus GNASI1, gen que codifica per la subunitat alfa de la proteines G

estimuladores (Michaela et al., 2000; Hayward et al., 2001).

La senyalitzaci6 dels camins de transduccié mitjangant factors TGF-f o altres factors
com son hormones, neurotransmissors, citokines i mediadors locals associats a proteines
G es troba sota rigorosos controls finament regulats per processos de retroalimentacid
negativa/positiva, els quals, alhora, son modulats en ’espai i el temps, actuant aquests
mitjangant multiples mecanismes a nivell extracel-lular, citoplasmatic i nuclear (de
Caestecker et al., 1998; Adachi-Yamada et al., 1999). La regulacio positiva és essencial
per a ’amplificacié del senyal emés per aquests factors. La regulacio negativa té un paper
essencial en la restriccido 1 I’acabament del senyal 1 sovint actua mitjangant loops de
retroalimentacié negativa. La regulacid negativa també és critica durant ’inici del
desenvolupament embrionari i dels processos morfogeneétics, limitant el grau de

senyalitzaci6 dels factors "TGF-B-like”, els quals actuen amb gradients d’activitat.

La senyalitzaci6 a través de factors TGF-B-like també es troba regulada a través de
“cross-talking” amb altres camins de senyalitzaci6 com sén el camins de les MAP
quinases, JAK/STAT 1 les proteines G, com ja s’ha comentat per PTH/PTHrp. Les
pertorbacions en la regulacio negativa de les vies de transducciéo de TGF-f/ proteines G
poden estar associades a la patogénesi de molts desordres clinics. (Hartsough and
Mulder, 1995; Atfi et al., 1997; Adachi-Yamada et al., 1999; Hocevar et al., 1999; Zhou
et al., 1999).

Mitjangant un procés meticulosament regulat, I’esqueletogénesi embrionaria humana
transforma les cé¢l-lules mesenquimatiques en sistemes organics articulats ben definits
espacialment com son el cartilag, 1’0s i els teixits hematopoictics (Karsenty et al., 1999,
Ducy et al., 1998). Un dels enigmes a resoldre encara en 1’estudi de la biologia de
I’esquelet esta en la recerca dels senyals moleculars que son necessaris i suficients per a

induir una adequada formacio de I’esquelet (Karsenty et al., 1999).
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L’estudi dels processos moleculars implicats en la regulacié de 1’osteogénesi s’ha
realitzat en base a dues malalties humanes diferents, caracteritzades per la formacio
ectopica d’os d’origen divers: la FOP (la fibrodisplasia ossificadora progressiva), on
cel-lules mare mesenquimatiques presents als teixits conjuntius evolucionen fins a os
laminar madur amb elements de medul-la ossia a través del procés endocondral (Kaplan
et al., 1993b; Gannon et al., 1998), i la POH (I’heteroplasia Ossia progressiva) un altre
desordre de diferenciacid6 mesenquimatica caracteritzada per una ossificacié heterotopica
cutania, subcutania, de la dermis i de teixits conjuntius profunds. En individus afectats
per POH, la formacié d’os mitjangant el procés intramenbrands predomina respecte al

procés endocondral (Frederick Kaplan and Eileen Shore, 2000).

Aquest treball de recerca ha permeés situar en un mateix pla d’estudi processos
d’osteogénesi de naturalesa diversa, els quals es desencadenen per camins de transduccio
alternatius. Com abans s’ha comentat, les rutes de transduccid del senyal de factors TGF-
B 1 proteines G s’entrecreuen les unes amb les altres (Cross-talking). Les mutacions en els
gens codificadors de proteines mediadores o reguladores del cami de senyalitzacio de
BMP-4 i els defectes en els camins de senyalitzacié de receptors acoblats a les proteines
G poden contribuir directament o indirecta a la patogeénesi de moltes malalties amb

formacié heterotopica d’os.

Els resultats presentats en aquest estudi realitzat en dues malalties rares de formacio
heterotopica d’os com sén la FOP i la POH ens proporcionen informacid original sobre
com es regulen els processos d’osteogenesi i esqueletogenesi. Aixo ens permet plantejar
projectes de recerca més temptadors i fructifers en la lluita contra els elements que
desencadenen aquestes catastrofiques respostes. El treball intens en ambdues arees de
recerca potenciara en gran mesura I’esfor¢ combinat de molts cientifics, realitzat durant
les dues ultimes décades, en la lluita contra aquestes devastadores malalties humanes. Les
troballes cientifiques en les dues arees son igualment de gran importancia per a entendre
els processos que controlen 1’osteogeénesi ja que el que s’aprén a FOP pot ser aplicat, en

certa mesura, a POH 1 viceversa.
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La comprensié detallada de la biologia de les cél-lules mare pluripotents i1 de les
funcions biologiques exercides pels mecanismes de retroalimentacié negativa sera un
requeriment “Sinequanon” per a aclarir la patogénesi de la FOP i la POH, i també per a

moltes altres malalties relacionades amb la formacid ectopica d’os.

Les implicacions que té entendre la causa de POH i FOP, i I’is que es faci d’aquests
coneixement per a cercar tractaments efectius €s vital per als individus afectats per
aquestes malalties. No obstant, la importancia que la POH 1 la FOP tenen per la medicina
i la ciéncia és molt més gran que la raresa d’aquestes condicions pot indicar. El
desxiframent de la complexa patogenesi de la POH i de la FOP i I’elucidacio de les rutes
cel'lulars i bases moleculars implicades en dirigir la transformaci6o de cél-lules
precursores en os, permetra que condicions més comunes d’osteogenesi heterotopica
siguin compreses 1 tractades. Aquests estudis ajudaran a dissenyar un diagnostic
molecular adequat i estratégies de tractament per un ampli ventall de desordres de

desenvolupament de I’esquelet.
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Les conclusions obtingudes en ambdos treballs, son les segiients:

Lafidrodisplasia ossificadora progressiva

1. S’ha identificat una possible alteracié en 1’equilibri entre un morfogen de I’esquelet 1
els seus antagonistes en una malaltia humana d’esqueletogeénesi heterotopica. Els
resultats revelen una possible pérdua del mecanisme de retroalimentacié negativa pel
qual I’activitat de BMP-4 es troba alterada i, conseqiientment, prolongada en individus
FOP. El desequilibri entre el morfogen BMP-4 i els seus antagonistes pot ser 1’efecte

directe o indirecte de mutacions en el gen responsable de FOP.

2. La proteina BMP-4 no es troba sobreexpressada en linies FOP sin6 desregulada, a
través d’una alteraci6 del mecanisme de retroalimentacio negativa entre BMP-4 i els seus
antagonistes. Aixi, s’ha detectat, en linies cel-lulars FOP, un patr6 d’expressi6 de BMP-4
caracteristic i diferent al de les linies control. També s’ha detectat pels antagonistes
gremlin i noggin un perfil d’expressio similar al que s’observa per BMP-4 pero amb

menys intensitat.

3. La forta resposta de gremlin i noggin a la inducci6 amb hrBMP-4 en LCLs control,
independentment del creixement i de la densitat cel-lular, comparada amb resposta feble
en linies FOP, consolida la hipotesi que la mutacié causant de la malaltia podria afectar
algun factor que interacciona amb la senyalitzacio de les BMPs. Aquest factor podria ser
un gen codificador d’una molécula essencial en ’activacié de gremlin i noggin, limitant

la seva interaccid sobre BMP-4.

4. Els diferents tipus de mutacions en el gen FOP poden tenir efectes diferents en
I’expressido de la malaltia en termes de formacié de gradients de BMP-4, segons cada
localitzaci6 als diferents teixits. Aquests gradients de BMP-4 vindrien regulats, al seu
torn, per una accio inhibitoria dels gradients de noggin i gremlin, els quals també estan

alterats.
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5. La variabilitat d’expressi6é de gremlin i noggin observada en linies FOP, en resposta a
rthBMP-4, explicaria les diferéncies d’expressio6 de BMP-4 i per tant 1’existéncia de

variants de la malaltia, des de les més severes a les més suaus.

L’ heteroplasia 0ssia progressiva

1. En cél'lules preosteoblastiques MC3T3-E1 de ratoli s’expressen els transcrits Nesp-
as, Nesp55 i totes les isoformes de Gso, mentre que les isoformes de XLalpha no s’hi
expressen. Aquests resultats suggereixen que la unitat transcripcional GNASI1/gnas ¢és
més complexa del que es creia i podria ser que existissin més processos d’splicing

alternatiu per a cobrir totes les necessitats cel-lulars de formes de GNAS1/gnas .

2. L’activaci6 o inactivacio, segons el cas, d’algunes de les formes de gnas en el procés
de mineralitzacio observat en cel-lules MC3T3-El de ratoli, suggereix que la unitat

transcripcional de GNASI pot tenir una funcié cardinal en el procés d’osteogeénesi.

3. Laregi6 de Nesp55 es manté estrictament ‘imprintada” (bloquejada per metilacio) en
les LCLs humanes ja que Nesp55 i Nesp-as no s’expressen en aquestes cel-lules. Aquest

mecanisme s ha observat també en altres teixits que manquen de GNAS1/gnas.

4. En les LCLs humanes s’expressen dues isoformes de Gsa i de Xlalpha. L’expressio
de Gsa 1 XLalpha en cel-lules LCLs humanes és, en certa manera, esperable ja que P2 i
P3 tenen una expressi6 més ubiqua que les altres formes de GNAS1. Com més
diferenciades siguin les cel-lules, més estrictament regulada sembla estar la unitat de

transcripcional de GNASI.

5. En individus POH tant els nivells dels mRNAs com els proteics del gen GNASI1
estan reduits a la meitat comparat amb els valors de LCLs controls. L.’abundancia relativa
de les formes de GNASI pot tenir implicacions fenotipiques cel-lulars i, per tant, petits
canvis en els nivells de les isoformes de GNAS1 podrien afectar a la predisposici6 de les

cel-lules pluripotents a comencar tot el programa d’osteogenesi.
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6. L’efecte de les mutacions inactivadores sobre la variabilitat d’expressio 1 al mateix
temps reduccid dels transcrits de GNAS1 podria estar directament relacionat amb
I’activaci6 de les rutes de transduccid de senyal que desencadenen la formaci6 ectopica

d’os en individus POH.

7. Les funcions que exerceixen les isoformes de gnas en cél-lules mare esta per elucidar
pero és forga probable que estiguin implicades en els processos moleculars que regulen
I’osteogeénesi. Les mutacions inactivadores provocarien reduccions de les diferents
proteines de GNASI 1 per tant aquestes proteines serien insuficients per a mantenir un fre

a la induccid cel-lular cap a una diferenciacid osteoblastica en llocs ectopics.
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ANNEX 1

Sequiencia corresponent al gen Nesp55

T cagcactgctagtgnagatggnegecactactgntaccctcantttacctncgeegtggacactnagaacatccnee
gtgtcttcaacgactgcegtgacatcat ccagencatgeatctccecncaatanganctgct ctaagaagggaacaccca
aatttaattcagccntaagcacaattanntaagagtganacgtaatngtacaancagttggtcaccnaccatagggea
tgatcaacacngcaanctttcenttntcnnecagtgattntgaana

Gnas de Mus musculus (la proteina d’ uni6 a nucledtids de guanina, alpha estimuladora,

locus complex (Gnas), mRNA.

Score = 437 bits (227), Expect = e-120
Identities = 254/280 (90%)
Strand = Plus /7 Plus

I
[

1 atcagcactgctagtgnagatggncgccactactgntaccctcantttacctncgccgtg 60
PEEEEEeerneneer e reeeeeee e veeeeeer peeeeet eeeeeetl
1965 atcagcactgctagtggagatgggcgccactactgctaccctcactttacctgcgccgtg 2024
guanine nucleotide binding prot> 316 I S T A S G D G R H

Y C Y PHFTTCAYV

61 gacactnagaacatccnccgtgtcttcaacgactgccgtgacatcatccagencatgcat 120
PEEEEE teeeeeeer teeee e e e e e e e e e e e e e el
2025 gacactgagaacatccgccgtgtcttcaacgactgccgtgacatcatccagcgcatgcat 2084
guanine nucleotide binding prot> 336 D T ENTRIRV FN

D CRDI I Q R MH

121 ctcccencaatanganctgctctaagaagggaacacccaaatttaattcagccntaagcac 180
P e e e e e e e e e e e e e e e e e ey reerel
2085 ctccgccaatacgagctgctctaagaagggaacacccaaatttaattcagccttaagcac 2144

guanine nucleotide binding prot> 356 L R QY E L LM

181 aattanntaagagtganacgtaatngtacaancagttggtcaccnaccatagggcatgat 240

P Feeeeeeer veeeeer et teeneeeeeenr veeeeennneerenl
2145 aattaattaagagtgaaacgtaattgtacaagcagttggtcacccaccatagggcatgat 2204

241 caacacngcaanctttccnttntcnnccagtgattntgaa 280

PEEeer teer eeeeet e e reeeereer hd
2205 caacaccgcaacctttcctttttcccccagtgattctgaa 2244

LOCUS Gnas 2463bp mMRNA linear ROD 07-JAN-2002

DEFINITION Mus musculus GNAS (guanine nucleotide binding protein,
alphastimulating) complex locus (Gnas), mRNA.

ACCESSION  NM_010310

VERSION NM_010310.1 GI1:6754015

KEYWORDS -

SOURCE Mus musculus.
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ORGANISM Mus musculus
Eukaryota; Metazoa; Chordata;
Euteleostomi ;
Mammalia; Eutheria; Rodentia;
Murinae;Mus.

Craniata; Vertebrata;

Sciurognathi; Muridae;

REFERENCE 9 (bases 1 to 2463)
AUTHORS Wroe,S.F., Kelsey,G., Skinner,J.A., Bodle,D., Ball,S.T.,
Beechey,C.V., Peters,J. and Williamson,C.M.
TITLE An imprinted transcript, antisense to Nesp, adds complexity
to the cluster of imprinted genes at the mouse Gnas locus

JOURNAL Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 97 (7), 3342-3346 (2000)
MEDLINE 20202637
PUBMED 10716699
COMMENT PROVISIONAL REFSEQ: This record has not yet been subject to
final
NCBI review. The reference sequence was derived from
AF107848.1.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2463
/organism="Mus musculus"
/strain="C57BL/6J""
/db_xref=""taxon:10090"
/chromosome=""2"
/map=""2 104.0 cM"
gene 1..2463

/gene=""Gnas""
/note=""P3; Gnasl; NESP55; Gs-alpha; Nesp; Pl; P2; Gnasxl"
/db_xref="Locus1D:14683"
/db_xref="MGD:95777"
1..2463
/gene=""Gnas"
/note=""this alternatively spliced mRNA, XL2alphas,
contains exons XL2 and 2-13"

misc_feature

CDS 1020..2108
/gene=""Gnas"’
/note=""translated from exons XL2 and 2-13; guanine
nucleotide binding protein, alpha stimulating; Gsalpha;
G alpha s; XL alpha s; neuroendocrine secretory protein"
/codon_start=1
/product=""guanine nucleotide binding protein, alpha
stimulating, extra large"
/protein_id="NP_034440.1"
/db_xref="G1:6754016"
/db_xref="LocuslID:14683"
/db_xref="MGD:95777"
BASE COUNT 626 a 720 c 644 g 473 t
ORIGIN
1 cgaccccgeg tccgctccca gacgagagga tcagtggagg cacctctcgg agtcttagac
61 ttcagagtct gagacttagc gagaggagcc tcgaggagac tccttctctc ttctttaccc
121 atccctttct tttacttaca gccacaagct gaggcgcgga gctttagaaa gttcgcagtg
181 gtttgaagtc cttgcgcagt ggggccactc tctgcagagc cagagggtga gtcggcttct
241 cggtgagcac ctaagagaat ggatcgcagg tcccgggctc agcagtggcg ccgagctcgce
301 cataattaca acgacctgtg cccgcccata ggccgccggg ctgccaccgce tctcctctgg
361 ctctcctgct ccattgctct cctccgegec ctagcctctt ccaacgcccg cgcccagcag
421 cgtgctgccc agcgccggag cttccttaac gcccaccacc ggtccgctgc cgctgcagcect



481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
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gccgcacagg
gagcctgagc
accgattctg
ccagagaccg
ggtgccacct
gacgcctccc
gaggagcccc
gagcgcaagg
cgcgaccagt
tgggtgactc
aaagcaccat
gcgaagagga
aggacatcaa
tggtgccccc
gcgtgatgaa
tgtgggagga
actgtgccca
gtgaccagga
aggtggacaa
agtggatcca
acaacatggt
tcaagagcat
agcaagacct
cagagttcgc
gcgtgacccg
gagatgggcg
gccgtgtctt
tgctctaaga
aacgtaattg
cctttttccc
atttagtaag
ctcactttca
aatgaaataa
aaa

ANNEX 2

tactccctga
tggcccgecc
agaccgagcc
agccagaaac
tcaaccagtc
cgagacgtgc
agcgagggcc
aggaaaacag
ccccggagtc
cgtccagatt
tgtgaagcag
cccgcaggcet
aaacaacctg
tgtggagctg
cctgccgaac
tgagggagtg
gtacttcctg
cctgcttcgce
agtcaacttc
gtgcttcaat
cattcgggag
ctggaacaac
gcttgctgag
tcgctacacc
ggccaagtac
ccactactgc
caacgactgc
agggaacacc
tacaagcagt
ccagtgattc
cttaagggcc
gtaaataaaa
atattgtgtt

gtcctctgaa
cgagtgccta
tgagtccgat
cgagccagag
actcactcag
gcagcccacc
cttagatcag
gcagccccgce
ccctcccaga
ctccttgttt
atgaggatcc
gcaaggagca
aaggaggcca
gccaaccctg
tttgacttcc
cgtgcctgcet
gacaagattg
tgccgtgtcc
cacatgttcg
gatgtgactg
gacaaccaga
agatggctgc
aaagtcctcg
actcctgagg
ttcattcggg
taccctcact
cgtgacatca
caaatttaat
tggtcaccca
tgaaaaaccc
ctgcagaaga
taaaagcagc
gtgcagcatt

tctgagtctg
gagtacgatc
atcgaatccg
accgagccag
cgtctgcacg
actcaggagc
gatcctcggg
cgctgcaaga
aaggggccca
tcatggataa
tgcatgttaa
acagcgatgg
ttgaaaccat
agaaccagtt
cacctgaatt
acgagcgctc
atgtgatcaa
tgacctctgg
atgtgggcgg
ccatcatctt
ctaaccgcct
gcaccatctc
ctggcaaatc
atgcgactcc
atgagtttct
ttacctgcgce
tccagcgceat
tcagccttaa
ccatagggca
ctcttccctt
aaaagaaaaa
aacagaaata
aaaaaatcaa

atcacgagca
aggacgacta
agaccgaaat
aggacgagcg
ctctgaagtt
ctgagagcgc
accccgagga
ccaggaggcc
tccccatecg
aggtgctgga
tgggtttaac
tgagaaggcc
tgtggccgcec
cagagtggac
ctatgagcat
caatgagtac
gcaggccgac
aatctttgag
ccagcgcgat
cgtggtggcc
gcaggaggct
tgtgattctc
gaagattgag
cgagcccgga
gagaatcagc
cgtggacact
gcatctccgc
gcacaattaa
tgatcaacac
cagcttgctt
aaaggccaca
aagaaataaa
taaaaattaa

cgaggaggtt
cgagaccgag
cgagaccgag
cggccceccgg
gcagagcgcc
aagcgagggy
ggagccagag
agcccgecgt
gcgtcactaa
gagtctggca
ggagagggcy
actaaagtgc
atgagcaacc
tacattctga
gccaaggctc
cagctgattg
tacgtgccaa
accaagttcc
gaacgccgca
agcagcagct
ctgaacctct
ttcctcaaca
gactactttc
gaggacccac
actgctagtg
gagaacatcc
caatacgagc
ttaagagtga
cgcaaccttt
agatttccaa
aaagttccct
tgaaattcaa
aaatgagcaa
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Sequencia corresponent al transcrit XLas

Cagctccacagggggcaccaggttgetcatggeggecacaat ggtttcaaggect ccttcaggttgtttttgatgt cetgeactttagtggecttcte
accatcgctgttgctccttgecagect gcgggtcctcttegecgecctctcegttaaacceatt aacatgcaggat cetcatctgettcacaatggtgctt
ttgcttttgccagactct ccagcacctagaagcagcaggeggtgtgtacacatgtagtcecatcttctectcct ccagttgettgtegatgagettget

gcegtttcttatctgegegcttetgetctegeatctaatggcttctttgegeat ctgtttgegect ctectccataggat cettggect tcecggggcetgag

ggatcgtgatcgggtacact cggat agaccgaagcagcttccgaaggct cgggtgaagaagttgeggactgggttgetcecgaccegtgtggetce
ggggcaggecagggeggeggtttcgeegcanaaccact ggaagecagecggnggecccttcttnegactcatnactgannnnnnnnnnnge

Sequencia Complerta codificadora de la forma reduida de la Proteina G Xlalpha mRNA

de Mus musculus, obtinguda per “ splicing” alternatiu.

Score = 715 bits (372), Expect = 0.0
Identities = 414/427 (96%), Gaps = 97427 (2%)
Strand = Plus /7 Minus

Large sequence

145 tctccgttaaacccattaacatgcaggatcctcatctgcttcacaatggtgcttttgett

PEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
1361 tctccgttaaacccattaacatgcaggatcctcatctgcttcacaatggtgcttttge—-

G-protein XLalphas 428 D G N F G N vV H L I R M Q K
V.1 T S K G

205 ttgccagactctccagcacctagaagcagcaggcggtgtgtacacatgtagtcccatctt
Peeererenee e e e e e e e e e e e e e e eyt
cagactctccagcacctagaagcagcaggcggtgtgtacacatgtagtcc-atctt----

G-protein XLalphas 412 S E G A G L L L L R HT

C MY D M K

265 ctcctcctccagttgecttgtcgatgagcttgctgegtttcttatctgcgegettctgetce
Frereererneeeeneeerneee e e e e e e e e el
ctcctcctccagttgcttgtcgatgagcttgctgegtttcttatctgcgegettctgete

G-protein XLalphas 390 E E E L Q K D I L K S R K K

D AR K Q E

325 tcgcatctaatggcttctttgcgcatctgtttgcgectctccteccataggatccttgge
PEEEErerrnee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
1188 tcgcatctcaatggcttctttgcgcatctgtttgcgectctccteccataggatccttgge
G-protein XLalphas 387 R M E 1 A E KR M Q K R R E
E M P D K A

384 cttcccggggctgagggatcgtgatcgggtacactcggatagaccgaagcagcttccgaa

PR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
1128 cttcccggggctgagggatcgtgatcgggtacactcggatagaccgaagcagcttccgaa
G-protein XLalphas 350 K 6 P S L SR SRTZ CE S L
G F C S G F
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444 ggctcgggtgaagaagttgcggactgggttgctcccgaccgtgtggctccggggcaggcec

NN RN RN RN RN NN NN NN NN NN

1068 ggctcgggtgaagaagttgcggactgggttgctcccgaccgtgtggctccggggcaggcec

G-protein XLalphas 330 AR TFFNIRVPNSGV T
H S R P L G

504 agggcggcggtttcgccgcanaa-ccactggaagcagccggnggcecccttcttncgactc

PEEEEEereneeeeeenenr oe teeeeeeeeennne e veeee e teeetl
1008 agggcggcggtttcgccgcagaagccactggaagcagccggtggecccttcttccgactc
G-protein XLalphas 322 P R R NRRULULWOQIFT CGT
A G E E S E

Query: 563 atnactg 569

oL
Sbjct: 948 atcactg 942

Small sequence

G-protein XLalphas 308 D S

Score = 181 bits (94), Expect = 9e-43
Identities = 1037105 (98%), Gaps = 1/105 (0%)
Strand = Plus /7 Minus

1 cagctccacagggggcaccaggttgctcatggcggccacaatggtttcaa-ggcctectt

PEEEEEEEnn e e e e e e e e e e e e e e e veeeeeetl
1464 cagctccacagggggcaccaggttgctcatggcggccacaatggtttcaatggcctcctt
G-protein XLalphas 465 L EV PPV LN SMAAWVI
T E I A E K

60 caggttgtttttgatgtcctgcactttagtggccttctcaccatc 104

Peeeerrrneeereeeeee e e e e e ee et
1404 caggttgtttttgatgtcctgcactttagtggccttctcactatc 1360

G-protein XLalphas 447 L NNK 1 D Q V K T
AKESD
LOCUS AF116268 2655 bp mRNA linear ROD 24-0CT-2000

DEFINITION Mus musculus G-protein XLalphas mRNA, alternatively,
spliced,

complete cds.
ACCESSION  AF116268

VERSION AF116268.1 GI1:4262550
KEYWORDS .
SOURCE Mus musculus.

ORGANISM Mus musculus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae;
Murinae; Mus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2655)
AUTHORS Klemke,M., Pasolli,H.A., Kehlenbach,R.H., Offermanns,S.,
Schultz,G.
and Huttner,W.B.



TITLE

JOURNAL
MEDL INE
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL
Heidelberg,
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XLalphas.

Im

Neuenheimer Feld 364, Heidelberg 69120, Germany

FEATURES

source

CDS

ORIGIN

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

gttgagcgeg
aaagtcccct
aagccagccc
tccgegatgce
ccttcagatc
cctgacggag
agcagagatc
gcctcecgggy
ctggcggage
gtcccctetg
gcctctgeta
aggtcactct
gcccgggeag
agcagggccc
cggcctectc
aggtacgagg
ggggccaccg
agccacacgg
ttcggtctat
atggaggaga
gcagataaga
atgtgtacac
aagcagatga
gtgcaggaca
aacctggtgc
ctgagcgtga
gctctgtggy
attgactgtg
ccaagtgacc
ttccaggtgg

Location/Qualifiers
1..2655
/organism="Mus musculus"
/strain="C57BL"
/db_xref=""taxon:10090"
/clone=""IMAGE: 1499201"
22..2292
/note=""alternatively spliced; exon 2 spliced to exon 4
using an alternative TG splice site; Kozasa, T. et al.
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 2081-2085"
/codon_start=1
/product="G-protein XLalphas"
/protein_id="AAD14686.1"
/db_xref="GI1:4262551"

aagcagccga
ctccggagag
ctgctgccca
tcacagatag
tccagtcgga
gggcagcccc
cagccgccga
cagcccctgt
ctgccgeccg
ctagagccca
gggcagetge
cagctactcc
cctctgctgc
atcttagacc
cgcggcecgac
catcgtctgg
gctgcttcca
tcgggagcaa
ccgagtgtac
ggcgcaaaca
aacgcagcaa
accgcctgct
ggatcctgca
tcaaaaacaa
cccctgtgga
tgaacgtgcc
aggatgaggg
cccagtactt
aggacctgct
acaaagtcaa

gatggaagga
aggggacgga
agccgtctct
ccagagcgat
tcctgaagaa
agtcgcccca
gccagcctcc
cacccaggtg
ggcagcccct
tccggecget
cgctagggca
cgccgctcgg
ccgcgcagtc
ccccagceccc
tgcctggect
catctgcgag
gtggcttctg
cccagtccgce
ccgatcacga
gatgcgcaaa
gctcatcgac
gcttctaggt
tgttaatggg
cctgaaggag
gctggccaac
gaactttgac
agtgcgtgcc
cctggacaag
tcgectgecegt
cttccacatg

agccctacca
tcttccaccc
accggatctg
gccggagaag
ctcgaagaag
gccactcctg
gaggcagtcc
gagcccgcag
atcaccccca
ggagcagtcc
gcctatgcag
gcatcccttc
gctgctggcec
gagatccagg
gacaagtacg
atcgagtcct
cggcgaaacc
aacttcttca
tccctcagcece
gaagccattg
aagcaactgg
gctggagagt
tttaacggag
gccattgaaa
cctgagaacc
ttcccacctg
tgctacgagc
attgatgtga
gtcctgacct
ttcgatgtgg

ccgccactgc
agcctgaagc
atgctggagc
acgggacagc
ccccagetgt
ccgagtccga
ctgccaccac
ccgcggecagt
aggagcccac
ctggcgeccc
gtccactggt
ctgcccgegce
ggtcagcctc
ttgctgaccc
agcggggecy
ccagtgatga
gccgecctgg
cccgagectt
ccgggaaggc
agatgcgaga
aggaggagaa
ctggcaaaag
atagtgagaa
ccattgtggc
agttcagagt
aattctatga
gctccaatga
tcaagcaggc
ctggaatctt

gcggccagceg

Characterization of the extra-large G protein alpha-subunit
11. Signal transduction properties
J. Biol. Chem. 275 (43), 33633-33640 (2000)
20517925
10931851
2 (bases 1 to 2655)
Klemke,M. and Huttner,W.B.
Direct Submission
Submitted (22-DEC-1998) Neurobiology, University of

ggtggaagga
aatggatgcc
tcctacggat
cccaggaacg
ccgcgecgat
gtctgaaggc
ggccgagtct
ctctgccacc
tacccgggca
agcaatgtca
ctggggagcee
agcagctgcc
tgccgegecc
gcctactccg
aagctgctgc
gtcggaagaa
cctgccccgg
cggaagctgc
caaggatcct
gcagaagcgc
gatggactac
caccattgtg
ggccactaaa
cgccatgagc
ggactacatt
gcatgccaag
gtaccagctg
cgactacgtg
tgagaccaag
cgatgagcgc



1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
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cgcaagtgga
agctacaaca
ctcttcaaga
aacaagcaag
tttccagagt
ccacgcgtga
agtggagatg
atccgccgtg
gagctgctct
gtgaaacgta
ctttcctttt
tccaaattta
ttccctctca
attcaaaatg
gagcaaaaaa

ANNEX 3

tccagtgcett
tggtcattcg
gcatctggaa
acctgcttgc
tcgctcgeta
cccgggecaa
ggcgccacta
tcttcaacga
aagaagggaa
attgtacaag
tcccccagtg
gtaagcttaa
ctttcagtaa
aaataaatat
aaaaa

Nova isoforma de Gsa

caatgatgtg
ggaggacaac
caacagatgg
tgagaaagtc
caccactcct
gtacttcatt
ctgctaccct
ctgccgtgac
cacccaaatt
cagttggtca
attctgaaaa
ggcggcectac
ataaaataaa
tgtgttgtgc

actgccatca
cagactaacc
ctgcgcacca
ctcgctggea
gaggatgcga
cgggatgagt
cactttacct
atcatccagc
taattcagcc
cccaccatag
acccctcttc
agaagaaaaa
agcagcaaca
agcattaaaa

tcttegtggt
gcctgcagga
tctctgtgat
aatcgaagat
ctcccgagcec
ttctgagaat
gcgccgtgga
gcatgcatct
ttaagcacaa
ggcatgatca
ccttcagctt
gaaaaaaaag
gaaataaaga
aatcaataaa

ggccagcagc
ggctctgaac
tctcttcctc
tgaggactac
gggagaggac
cagcactgct
cactgagaac
ccgccaatac
ttaattaaga
acaccgcaac
gcttagatgt
gccacaaaag
aataaatgaa
aatcaaaaat

tctcggcaaageccgagcetgcagaat gcagaaggacaagceaggt ctaccgggecacgeaccgectgetgetgetgggtgctggag

agtctggcaaaagcaccattgtgaagcagatgaggatcctgeat gttaatgggtttaacggagagggeggegaagaggaccecgea
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ggctgcaaggagcaacagegatggtgagaaggecact aaagtgcaggacat caaaaacaacctgaaggaggcecattgaaacca
ttgtggecgecatgageaacctggtgececctgtggagetggecaaccctgagaaccagttcagagtggactacattctgagegtga
tgaacg

Score = 617 bits (321), Expect = e-174
Identities = 321/321 (100%)
Strand = Plus /7 Plus

26 tgcagaaggacaagcaggtctaccgggccacgcaccgcctgctgctgctgggtgectggag

FEEEEERRne e e e e e e e e e e e e e e e e et
108 tgcagaaggacaagcaggtctaccgggccacgcaccgcctgctgctgctgggtgctggag
GNAS (guanine nucleotide bindin>30 L Q K D K Q V Y R A
T HR L L L L G AG

86 agtctggcaaaagcaccattgtgaagcagatgaggatcctgcatgttaatgggtttaacg

O R R NN NN N NN NN NN NN RN NN NN NNNRRR RN

168 agtctggcaaaagcaccattgtgaagcagatgaggatcctgcatgttaatgggtttaacg 227
GNAS (guanine nucleotide bindin>50 E S G K S T I V K Q M
I L HV N G F N

X

146 gagagggcggcgaagaggacccgcaggctgcaaggagcaacagcgatggtgagaaggcca
FEEErrernee e e e e e e e e e e e e e e

228 gagagggcggcgaagaggacccgcaggctgcaaggagcaacagcgatggtgagaaggceca

GNAS (guanine nucleotide bindin>70 G E G G E E D P Q A A

S NS D G E K A

Py

206 ctaaagtgcaggacatcaaaaacaacctgaaggaggccattgaaaccattgtggccgeca

288 ctaaagtgcaggacatcaaaaacaacctgaaggaggccattgaaaccattgtggccgcca 347
GNAS (guanine nucleotide bindin>90 T K V Q D I K N N L K E
Al E T 1 V A A

266 tgagcaacctggtgccccctgtggagctggccaaccctgagaaccagttcagagtggact

RN RN RN RN NN NN RN NN NN NN R NN RNRaNARRARIY
348 tgagcaacctggtgccccctgtggagctggccaaccctgagaaccagttcagagtggact

GNAS (guanine nucleotide bindin> 110 M S N L V P P V E L A N
P E N Q F R V D

Query: 326 acattctgagcgtgatgaacg 346

(NUNNNNRNNRRRRRRRRRNY
Sbjct: 408 acattctgagcgtgatgaacg 428
GNAS (guanine nucleotide bindin> 130 Y 1 L S V M N

Gsa

agaaggacaagcaggt ctaccgggecacgeaccgect getgetgetgggtget ggagagt ctggcaaaagcaccattg
tgaagcagatgaggat cctgeatgttaatgggtttaacggagagggceggegaagaggacccgcaggct gcaaggage
aacagcgat ggtgagaaggcecactaaagt gcaggacat caaaaacaacct gaaggaggccattgaaaccattgtgge



Annexos 189

cgccatgagcaacct ggtgeccectgtggagcetggccaaccet gagaaccagttcagagtggactacattctgagegtg
atgaacgtg

Score = 615 bits (320), Expect = e-174
Identities = 320/320 (100%)
Strand = Plus 7/ Plus

1 agaaggacaagcaggtctaccgggccacgcaccgcctgctgctgctgggtgctggagagt
PLeerrerneee e e e e e e e e e e e e e e e el
111 agaaggacaagcaggtctaccgggccacgcaccgcctgctgctgctgggtgctggagagt
GNAS (guanine nucleotide bindin>31 Q K D K Q V Y R A T
H R L L L L G A G E

61 ctggcaaaagcaccattgtgaagcagatgaggatcctgcatgttaatgggtttaacggag
tLeerrrreeeeeeerreeeeereeee e e e e e e e e e e e et
171 ctggcaaaagcaccattgtgaagcagatgaggatcctgcatgttaatgggtttaacggag
GNAS (guanine nucleotide bindin>51 S G K S T I V K Q M
R 1 L HV NG F N G

121 agggcggcgaagaggacccgcaggctgcaaggagcaacagcgatggtgagaaggccacta
tLeerrrreeeeereeneeeeerreree e e e e e e e e e e e et
231 agggcggcgaagaggacccgcaggctgcaaggagcaacagcgatggtgagaaggccacta
GNAS (guanine nucleotide bindin>71 E G G E E D P Q A A
R S NS D G E K AT

181 aagtgcaggacatcaaaaacaacctgaaggaggccattgaaaccattgtggccgccatga

291 aagtgcaggacatcaaaaacaacctgaaggaggccattgaaaccattgtggccgccatga
GNAS (guanine nucleotide bindin>91 K V Q D I K N N L K
E A1 ET 1 V A A M

241 gcaacctggtgccccctgtggagctggccaaccctgagaaccagttcagagtggactaca

FEREEreereernnree e e e e e e e e el
351 gcaacctggtgccccctgtggagctggccaaccctgagaaccagttcagagtggactaca

GNAS (guanine nucleotide bindin> 111 S N L vV P P V E L A
NP ENQFIR YV DY

Query: 301 ttctgagcgtgatgaacgtg 320

(NARRRRRRNNRRRRRNNN
Sbjct: 411 ttctgagcgtgatgaacgtg 430
GNAS (guanine nucleotide bindin> 1311 L S V M N V

Forma de Gsa, generada per “ splicing” alternatiu

tgagaaggccactaaagtgcaggacat caaaaacaacctgaaggaggccat tgaaaccattgtggecgecatgagea
acctggtgeeecctgtggagcetggecaaccct gagaaccagttcagagtggactacattctgagegtgatgaacgtgetg
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cagaaggacaagcaggt ctaccgggecacgeaccgectgetgetget gggtgetggagagt ctggcaaaagcaccatt
gtgaagcagatgaggatcctgeatgttaatgggtttaacg

Primera sequéncia
Score = 298 bits (155), Expect = 2e-78

Identities = 155/155 (100%)
Strand = Plus 7/ Plus

e
- e

1 tgagaaggccactaaagtgcaggacatcaaaaacaacctgaaggaggccattgaaaccat
FLEErrrreeeerereneeeeereeeee e e e e e e e e e e et

277 tgagaaggccactaaagtgcaggacatcaaaaacaacctgaaggaggccattgaaaccat

GNAS (guanine nucleotide bindin>87 E K A T K V Q D I K N N

L K E A1 E T 1

61 tgtggccgccatgagcaacctggtgccccctgtggagctggccaaccctgagaaccagtt

FEEEEEREEEE e e e e e e e e e e e e e e e et
337 tgtggccgccatgagcaacctggtgccccctgtggagctggccaaccctgagaaccagtt
GNAS (guanine nucleotide bindin> 107 V A A M S N L V P
PV EL A NWPENDOQF

121 cagagtggactacattctgagcgtgatgaacgtgc 155
(RN RN NN NNNNRRRRR RN
397 cagagtggactacattctgagcgtgatgaacgtgc 431
GNAS (guanine nucleotide bindin> 127 R v DY I L SV M NV

Segona seqiiencia

Score = 235 bits (122), Expect = 2e-59
Identities = 122/122 (100%)
Strand = Plus 7/ Plus

S —
|

154 gctgcagaaggacaagcaggtctaccgggccacgcaccgcctgctgetgectgggtgetgg

FELEEEREEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
106 gctgcagaaggacaagcaggtctaccgggccacgcaccgcctgctgectgectgggtgetgg
GNAS (guanine nucleotide bindin> 30 L Q KD K Q V Y R
AT HRULULULUL G AG

214 agagtctggcaaaagcaccattgtgaagcagatgaggatcctgcatgttaatgggtttaa

tLeerrrreeeeeereeeeeerereeeee e e e e e e e e e et
166 agagtctggcaaaagcaccattgtgaagcagatgaggatcctgcatgttaatgggtttaa
GNAS (guanine nucleotide bindin> 50 E S G K S T 1 V K
Q M R 1 L HV NG F N

Query: 274 cg 275

|
Sbhjct: 226 cg 227



Annexos 191

GNAS (guanine nucleotide bindin> 70

“ Mus muscul us guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating (Gnas), mRNA”

LOCUS NM_010309 1389 bp mRNA ROD 01-NOV-
2000

DEFINITION Mus musculus guanine nucleotide binding protein, alpha
stimulating

(Gnas), mRNA.
ACCESSION  NM_010309

VERSION NM_010309.1 GI1:6754013
KEYWORDS .
SOURCE house mouse.

ORGANISM Mus musculus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae;
Murinae; Mus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1389)
AUTHORS Rall,T. and Harris,B_A.
TITLE Identification of the lesion in the stimulatory GTP-binding
protein
of the uncoupled S49 lymphoma
JOURNAL  FEBS Lett. 224 (2), 365-371 (1987)
MEDLINE 88083563

COMMENT PROVISIONAL REFSEQ: This record has not yet been subject to
final
NCBI review. The reference sequence was derived from
Y00703.1.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1389

/organism=""Mus musculus"
/strain="BALB/cSt"
/db_xref=""taxon:10090"

/chromosome=""2"

/map=""2 104.0 cM"

/clone=""pUNC6""

/cell_line="S49_1"

/clone_l1ib="S49 uncoupled cDNA in pcDV"

gene 1..1389

/gene=""Gnas"

/note="CGnasl; NESP55; Gs-alpha™
/db_xref="LocuslID:14683"
/db_xref="MGD:MGI :95777""

CDS 20..1204

/gene=""Gnas"

/note=""Gs alpha; G alpha s; XL alpha s
/codon_start=1
/db_xref="LocuslID:14683"
/db_xref=""MGD:MGI:95777"
/product=""guanine nucleotide binding protein, alpha
stimulating”

/protein_id="NP_034439.1"

/db_xref="GI1:6754014"

BASE COUNT 354 a 389 c 368 ¢ 278 t
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ORIGIN

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

ccccgegecc
cgaggagaag
gcaggtctac
caccattgtg
agaggacccg
catcaaaaac
gcccectgtg
gatgaacgtg
ggaggatgag
tgcccagtac
ccaggacctg
ggacaaagtc
gatccagtgc
catggtcatt
gagcatctgg
agacctgctt
gttcgctcgce
gacccgggcc
tgggcgccac
tgtcttcaac
ctaagaaggg
taattgtaca
tttcccccag
tagaagctt.

ANNEX 4

Sequiencia corresponent a Nesp-as

cgccgecgea
gcgcagcgceg
cgggccacgc
aagcagatga
caggctgcaa
aacctgaagg
gagctggcca
cccgactttg
ggagtgcgtg
ttcctggaca
cttcgctgcec
aacttccaca
ttcaatgatg
cgggaggaca
aacaacagat
gctgagaaag
tacaccactc
aagtacttca
tactgctacc
gactgccgtg
aacacccaaa
agcagttggt
tgattctgaa

tgggctgect
aggccaacaa
accgcctgcet
ggatcctgca
ggagcaacag
aggccattga
accctgagaa
acttcccacc
cctgctacga
agattgatgt
gtgtcctgac
tgttcgatgt
tgactgccat
accagactaa
ggctgcgeac
tcctcgetgg
ctgaggatgc
ttcgggatga
ctcactttac
acatcatcca
tttaattcag
cacccaccat
aaacccctct

cggcaacagt
aaagatcgag
gctgetgggt
tgttaatggg
cgatggtgag
aaccattgtg
ccagttcaga
tgaattctat
gcgctccaat
gatcaagcag
ctctggaatc
gggcggccag
catcttcgtg
ccgcctgcag
catctctgtg
caaatcgaag
gactcccgag
gtttctgaga
ctgcgeccgtg
gcgcatgcat
ccttaagcac
agggcatgat
tcccttcagce

aagaccgagg
aagcagctgc
gctggagagt
tttaacggag
aaggccacta
gccgecatga
gtggactaca
gagcatgcca
gagtaccagc
gccgactacg
tttgagacca
cgcgatgaac
gtggccagca
gaggctctga
attctcttcc
attgaggact
ccgggagagg
atcagcactg
gacactgaga
ctcccccaat
aattaattaa
caacaccgca
ttgcttagat

accagcgcaa
agaaggacaa
ctggcaaaag
agggcggcga
agtgcaggaa
gcaacctggt
ttctgagegt
aggctctgtg
tgattgactg
tgccaagtga
agttccaggt
gccgcaagtg
gcagctacaa
acctcttcaa
tcaacaagca
actttccaga
acccacgcgt
ctagtggaga
acatccgccg
acgagctgct
gagtgaaacg
acctttcctt
gttccaaatt
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tcaccct ctggct ctgcagagagt ggecceact gcgcaaggact gttggggecgaaaaggattaaccttatgaggagag
aagctggggt ctgaagaccecaat ctcgect cggggcaaaaagaagggat gtacct accttcaaaccactgegaact tt
ctaaagctccgegcect cagcttgaggcet gtaagtaaaagaaagggat gggt aaagaagagagaaggagtctcctcga
ggctectctegetaagtctcagactctga

Score = 508 bits (264), Expect = e-141
Identities = 264/264 (100%)
Strand = Plus /7 Plus

1 tcaccctctggctctgcagagagtggcecccactgcgcaaggactgttggggccgaaaagg

PEEREreenne e e e e e e e e e e e e e e v el
791 tcaccctctggctctgcagagagtggccccactgcgcaaggactgttggggccgaaaagg

61 attaaccttatgaggagagaagctggggtctgaagaccccaatctcgecctcggggcaaaa

PEErrnrerrneereneeeneeeneerree e e e e e e e e e e
851 attaaccttatgaggagagaagctggggtctgaagaccccaatctcgecctcggggcaaaa

121 agaagggatgtacctaccttcaaaccactgcgaactttctaaagctccgcgectcagett

911 agaagggatgtacctaccttcaaaccactgcgaactttctaaagctccgegectcagett

181 gaggctgtaagtaaaagaaagggatgggtaaagaagagagaaggagtctcctcgaggctc

PEerrneerenereneeeeeeeeneerreeereee e e e e e
971 gaggctgtaagtaaaagaaagggatgggtaaagaagagagaaggagtctcctcgaggctc

Query: 241 ctctcgctaagtctcagactctga 264

NN RRRRNNRRRRRRNNARR
Sbjct: 1031 ctctcgctaagtctcagactctga 1054

Mus musculus Nesp-as mRNA, sequence

LOCUS AF173359 1083 bp mRNA linear ROD 30-
MAR-2000

DEFINITION Mus musculus Nesp-as mRNA, sequence.

ACCESSION  AF173359

VERSION AF173359.1 GI1:7229395
KEYWORDS .
SOURCE Mus musculus.

ORGANISM Mus musculus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae;
Murinae; Mus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1083)
AUTHORS Wroe,S.F., Kelsey,G., Skinner,J.A_., Bodle,D., Ball,S.T.,
Beechey,C.V., Peters,J. and Williamson,C.M.
TITLE An imprinted transcript, antisense to Nesp, adds complexity
to the
cluster of imprinted genes at the mouse Gnas locus
JOURNAL Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 97 (7), 3342-3346 (2000)
MEDLINE 20202637
PUBMED 10716699
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REFERE
AUTH
Beeche

TITL
JOUR
Resear

FEATUR
S

m
locus;
protei

AF0101
BASE C
ORIGIN
1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

ANNEX

NCE
ORS
y,C-V- ’

2 (bases 1 to 1083)
Wroe,S.F., Kelsey,G., Skinner,J.A_., Ball,S.T.,

Peters,J. and Williamson,C.M.
E Direct Submission

NAL
ch

Council, Harwell, Didcot, Oxon 0X11l ORD, UK
Location/Qualifiers

ES
ource

isc RNA

n

63"
OUNT

ttagtgacgc
acggcgggct
ctctggctce
cccctegett
ggcgctctgce
ccgggggecy
ctcggtctcg
ctcggtctcg
aacctcctcg
agctgcagcg
ctgctgggceg
ccagaggaga
gcgagctegg
agaagccgac
gccgaaaagg
cggggcaaaa
gcctcagett
ctcgaggctc
act

5

186 a

1..1083

/organism="Mus musculus"
/db_xref=""taxon:10090"
/chromosome="2""
/map=""Gnas locus"
/dev_stage="15.5 dpc embryo™
/note="paternally derived transcript”

1..1083

Submitted (29-JUL-1999) Mammalian Genetics Unit, Medical

/note=""Nesp-as; antisence transcript at Nesp

similar to Mus musculus neuroendocrine secretory

NESP55 encoded by GenBank Accession Number

cggatgggga
ggcctcctgg

tcctcggggt
gcgctctcag
aacttcagag
cgctcgtect
atttcggtct
tagtcgtcct
tgctcgtgat
gcagcggage
cgggcgttgg
gcggtggeag
cgccactgct
tcaccctctg
attaacctta
agaagggatg
gaggctgtaa
ctctcgctaa

Sequiéencia corresponent a Gsa

305 ¢

tgggccectt
tcttgcagcg
cccgaggatc
gctcctgagt
cgtgcagacg
ctggctcggt
cggattcgat
gatcgtactc
cagactcaga
ggtggtgggc
aagaggctag
cccggeggcec
gagcccggga
gctctgcaga
tgaggagaga
tacctacctt
gtaaaagaaa
gtctcagact

371 g

221 t

tctgggaggg
gcggggetge
ctgatctaag
ggtgggctge
ctgagtgagt
ctctggctcg
atcggactca
taggcactcg
ttcagaggac
gttaaggaag
ggcgcggagyg
tatgggcggg
cctgcgatce
gagtggcccc
agctggggtc
caaaccactg

gggatgggta
ctgaagtcta

gactccgggg
ctgttttcct

ggccctecgcet
gcacgtctcg
gactggttga
gtttctggct
ggctcggtct
gggcgggeca
tcagggagta
ctccggegat
agagcaatgg
cacaggtcgt
attctcttag
actgcgcaag
tgaagacccc
cgaactttct
aagaagagag
agactccgag

actggtcgcg
ccttgcgcetc
ggggctcctc
gggaggcgtc
aggtggcacc
cggtctctgg
cagaatcggt
gctcaggctc
cctgtgcggce
gggcagcacy
agcaggagag
tgtaattatg
gtgctcaccg
gactgttggg
aatctcgcct
aaagctccgc
aaggagtctc
aggtgcctcc
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ttcatcacactcagaatgtagtccactctgaactggttctcggggttggecaget ccacggggggeaccaggttgetcatg
gcggecacaatggtttcaatcgectctttcaggttgtttttgatgtcctgeactttggttgecttctcagagggeggegaaga
ggacccgceaggctgcaaggagcaacagegatggtgagaaggentgnctncatnaaacceattaacatgcaggat cct
cntctgetnaacaatggtgctttnacnanattctccaccncccagcagcagenggegnngegnnncccngannacct
nnttntncttntgnannnnnnnn

“Human GNAS (guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating,) complex locus
(Gnas), mRNA".

Score = 131 bits (68), Expect = 3e-27
Identities = 121/121 (100%)
Strand = Plus / Minus

Query: 326 tgagaaggcaaccaaagtgcaggacatcaaaaacaacctgaaagaggcgattgaaaccat

Sbjct: 150 tgagaaggcaaccaaagtgcaggacatcaaaaacaacctgaaagaggcgattgaaaccat

Query: 386 tgtggccgccatgagcaacctggtgccccccgtggagectggccaaccccgagaaccagtt

) Peerreeerrneeeneee e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 90 tgtggccgccatgagcaacctggtgcccceccgtggagetggccaaccccgagaaccagtt

Query: 446 cagagtggactacatcctgagtgtgatgaa 475

PEEEEEeennneeer teenee e
Sbjct: 30 cagagtggactacattctgagtgtgatgaa 1

Score = 131 bits (68), Expect = 3e-27
Identities = 967121 (79%)
Strand = Plus 7/ Minus

Query: 159 cagaaggacaagcaggtctaccgggccacgcaccgcctgctgctgectgggtgctggagaa

L B O O O O A O RN AR NN RNRRRNN O AR
Sbjct: 331 canaagnanaannaggtnntcngggnnncgcnncgccngctgctgctgggnggtggagaa

272

Query: 219 tctggtaaaagcaccattgtgaagcagatgaggatcctgcatgttaatgggtttaatgga

L0 reeeeeenneeer  reeeer reeenneeeneereeeeeeneeen 1l
Shjct: 271 tntngtnaaagcaccattgttnagcagangaggatcctgcatgttaatgggtttnatgna

Query: 279 g 279

I
Shjct: 211 g 211

Score = 110 bits (67), Expect = 6e-21
Identities = 57/57 (100%)

Query: 278 agagggcggcgaagaggacccgcaggctgcaaggagcaacagcgatggtgagaagge
PEEEERRE e e e e e e e e e e e e e e el
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Shjct: 150 agagggcggcgaagaggacccgcaggctgcaaggagcaacagcgatggtgagaaggce
206

Sequiencia corresponent a la forma de Gsa generada per splicing alternatiu

ttcatcacactcagaatgtagtccactctgaactggttctcggggttggecaget ccacggggggeaccaggttgetcatg
gcggecacaatggtttcaatcgectctttcaggttgtttttgatgtectgeactttggttgecttctcantgnetncatnaaa
cccattaacatgcaggat cctentctgetnaacaatggtgetttnacnanattctccaccncccagcagcagenggegn
ngcgnnnccengannacctnnttntncttntgnannnnnnnn

Score = 283 bits (147), Expect = 5e-73
Identities = 149/150 (99%)
Strand = Plus /7 Minus

Query: 326 tgagaaggcaaccaaagtgcaggacatcaaaaacaacctgaaagaggcgattgaaaccat

Sbjct: 150 tgagaaggcaaccaaagtgcaggacatcaaaaacaacctgaaagaggcgattgaaaccat

Query: 386 tgtggccgccatgagcaacctggtgccccccgtggagctggccaaccccgagaaccagtt

RN RN RN RN RN N NN NN N NN NN NN RN NN RNRaARRARIY
Shjct: 90 tgtggccgccatgagcaacctggtgccccccgtggagectggeccaaccccgagaaccagtt

Query: 446 cagagtggactacatcctgagtgtgatgaa 475

PEEEErenennee teeee e
Sbjct: 30 cagagtggactacattctgagtgtgatgaa 1

Score = 131 bits (68), Expect = 3e-27
Identities = 967121 (79%)
Strand = Plus /7 Minus

Query: 159 cagaaggacaagcaggtctaccgggccacgcaccgcctgctgctgectgggtgctggagaa

L N e O O O N O RN AR NRRRNRRRN A AR
Sbjct: 275 canaagnanaannaggtnntcngggnnncgcnncgccngctgctgctgggnggtggagaa

Query: 219 tctggtaaaagcaccattgtgaagcagatgaggatcctgcatgttaatgggtttaatgga

) EE e reeeeeeeeennr reener eeeee e e e e e e e e e e ven i
Sbjct: 215 tntngtnaaagcaccattgttnagcagangaggatcctgcatgttaatgggtttnatgna

LOCUS GNAS 1614 bp MRNA linear PRIl 20-DEC-2001
DEFINITION Homo sapiens GNAS complex locus (GNAS), mRNA.
ACCESSION  NM_000516

VERSION NM_000516.2 GI:8659565
KEYWORDS .
SOURCE human.

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi ;
Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
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REFERE
AUTH

TITL
JOUR

MEDL
PUB

NCE
ORS

Moses,A.M.

E

1 (bases 1 to 1614)
Weinstock,R.S., Wright,H.N., Spiegel,A.M., Levine,M.A. and

nucleotide-binding protein

NAL
INE
MED

gene

CDS

guanin

ORIGIN
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

e

gcgggegtge
ccgccgecat
cgcagcgtga
gggccacgca
agcagatgag
aggctgcaag
acctgaaaga
agctggccaa
ctgactttga
gagtgcgtgc
tcctggacaa
ttcgctgecg
acttccacat
tcaacgatgt
gggaggacaa
acaacagatg
ctgagaaagt
acactactcc
agtacttcat
actgctaccc
actgccgtga
acccccaaat
agcagttaat
gattttgcga
aaggcggcect
ataaataaaa
attgtgttgt

1..1614
/gene=""

GNAS™

Nature 322 (6080), 635-636 (1986)
86311269
3018580

/note="GPSA; NESP55; GNAS1"
/db_xref="LocuslID:2778"
/db_xref="MIM:139320"

69..125
/gene="

3
GNAS™

/note=""neuroendocrine secretory protein

nucleotide binding protein (G protein),

tgccgecgcet
gggctgcctc
ggccaacaaa
ccgcctgetg
gatcctgcat
gagcaacagc
ggcgattgaa
ccccgagaac
cttccctccc
ctgctacgaa
gatcgacgtg
tgtcctgact
gtttgacgtg
gactgccatc
ccagaccaac
gctgcgecacc
ccttgctggg
tgaggatgct
tcgagatgag
tcatttcacc
catcattcag
ttaattaaag
cacccaccat
aacccccttt
acagaaaaag
cagcagcagc
gcagcattaa

gccgcecgecg
gggaacagta
aagatcgaga
ctgctgggty
gttaatgggt
gatggtgaga
accattgtgg
cagttcagag
gaattctatg
cgctccaacg
atcaagcagg
tctggaatct
ggtggccage
atcttcgtgg
cgcctgecagg
atctctgtga
aaatcgaaga
actcccgagc
tttctgagga
tgcgctgtgg
cgcatgcacc
ccttaagcac
agggcatgat
tcccttcage
gaaaaaaggc
aaacaaataa
aaaaaatcaa

ccgcagcccg
agaccgagga
agcagctgca
ctggagaatc
ttaatggaga
aggcaaccaa
ccgccatgag
tggactacat
agcatgccaa
agtaccagct
ctgactatgt
ttgagaccaa
gcgatgaacg
tggccagcag
aggctctgaa
tcctgttect
ttgaggacta
ccggagagga
tcagcactgc
acactgagaa
ttcgtcagta
aattaattaa
taacaaagca
ttgcttagat
cacaaaagtt
aatgaaataa
aataaaaatt

gccgcgeccc
ccagcgcaac
gaaggacaag
tggtaaaagc
gggcggcgaa
agtgcaggac
caacctggtg
cctgagtgtg
ggctctgtgg
gattgactgt
gccgagegat
gttccaggtg
ccgcaagtgg
cagctacaac
cctcttcaag
caacaagcaa
ctttccagaa
cccacgegtg
cagtggagat
catccgcecegt
cgagctgctc
aagtgaaacg
acctttccct
gttccaaatt
ccctctcact
aagaaacaaa
aaatgtgagc

Olfactory dysfunction in humans with deficient guanine

55;
alpha

gccgcecgecg
gaggagaagg
caggtctacc
accattgtga
gaggacccgc
atcaaaaaca
cccceegtgg
atgaacgtgc
gaggatgaag
gcccagtact
caggacctgc
gacaaagtca
atccagtgct
atggtcatcc
agcatctgga
gatctgctcg
tttgctcget
acccgggceca
gggcgtcact
gtgttcaacg
taagaaggga
taattgtaca
tcccecgagt
tagaaagctt
ttcagtaaaa
tgaaataaat
aaag
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