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PRESENTACION
El desarrollo de las técnicas de Ingenieria Gengtica ha permitido al hombre alcanzar un alto
avance fecho-clentifico que utiliza para mejorar sus condiclones de vida. Muchos procesos
fisioldgicos son conocidos actualmente a nivel moletular; su aplicasién medica mediata o inmediata

no se ha hecho esperar,

En procesos de comunicacién celular, conocemos ahora aspeclos moleculares de las molécul
comunicadoras, de las receptoras y de las transductoras de las seiiales, en un sin ndmero de ¢asos.
Esto ha permitido comprender multiples aspectos de la regulacién de procesos y deduclr a través
de modelos experimentales, alteraciones patolégicas que se sucitan en determinados padecimientos,

En este trabajo se presenta Ia estrategia y los avances alcanzados para 1a clonacién del ADMc
de la enzima Piroglutamato aminopeptidasa membranal (PGA 1), que degrada especificamente a fa
Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH). Dicha hormona, es un tripéptido gue juega un papel
importante en el eje Hipolalamo-hipofisio-tiroideo, propitiando la liberacién de Tirotropina (TSH) y
Prolactina (PRL) de los tirotrapos y lactotropos respectivamente. Este objetivo forma parle de un
proyecto que estudia los mecanismos involucrados en la regulacidn a distintos niveles de la
expresion de la neurona peptidérgica,

La base tedrica de este trabajo considera conocimientos elementales de comunicacidn celular y
¢ papel de los péptidos en fa comunicacion, posteriormente se proporcionan aspectos generales de
las peptidasas membranales y su procesamiento, finalmente se provee informacidn de la TRHy su
metabolismo, asi como los conocimientos mas recienies sobre fa PGA Il. € trabajo termina con la
presentacién de la estrategia y fos avances obtenidos en la clonacion de la enzima, su discuslon y

conclusiones.



|-INTRODUCCION

Para que ocurra el funcionamiento integral de un organismo, es indispensable la comunicacién
entre sus organos, lefidos y células. La naturaleza de las sefiales que intervienen en dicha
cormunicacién, es muy diversa; comprende lipldos, nuciedtidos, polisacéridos, péptidos, proteinas
y casj todas las combinaciones entre estas moléculas,

Los péplidos y proteinas participan activamenie en [a comunicacidn intra e intercelular.
Numerosas moldculas de esta naluraleza funcionan como hormonas, regulando una o méas procesos
fisolégicos. Sus funcionss hormonales han sido ampliaments estudiadas en el sistema Endderino y
Neuroendéerino.

El avance de |as 1écnicas de Ingenieria Genética ha permitido conocer a nivel molecular muchos
procesos de comunicacion y su regulacién. Eventos importantes en la comunicacién quimica son:
la sintesis y liberacion del mensaje, la recepcldn y transducclén de éste hacia el interior de |z célula
y la generacion de la respuesta celular, entre otros. Cuando una sefal llega a su blanco, es
Importante |z presencia de uno o varios mecanismos qua permitan la eliminacion o e! retiro de la
sefial, por que, a menos qué st accién sea requerida por untiempo prolengado, la presencia de dicha
molécula provocaria alleraciones en el funcionamiento celular.

Hasta la fecha, fa Plroglutamate Aminopeptidasa Membranal (PGA 1l} constituye el unico
mecanismo de degradacién de la Hormona Liberadora de Tisolropina, tripéptido ampliamente
distribuido en el Sistema Nervioso Central {SNC), que participa en e! eje Hipotalamo-Hipofisiario,
estimulando la liberacidn de Tirotropina (TSH) y Prolactina (PRL), Diversos estudios han permitido
deducir, ademds de la importancia de la PGA Il en la degradacion de la TRH, la regulacidn de su
actividad enzimdtica durante algunos eventos fisiolégicos,

El estudio de varios aspectos de la enzima como, su lugar de sintesis, sitios de unién a
cofactores, sitio activo y regulacidn de su sintesis en distintos procesos, permitird comprender mejor
el papel de la PGA Ui en Ia regulacion de la actividad de la TRH.



11-COMUNICACION CELULAR

Las célutas en los organismos multicelulares necesitan comunicarse para poder regular su
desarrollo y organizacion dentro de tejidos, para controlar su crecimiento y divisicn, y para coordinar
sus funclones, La coordinacién de las funciones celulares, le permite al organismo mantener un
control interno (homeostasls),

La comunicacion quimica, se establece enlre dos células gracias a moléculas mensajeras que
viajan desde la célula generadora del mensaje hasta la célula receptora de éste (1). No todas las
células son capaces de detodificar todos los mensajes; para que esto sea posible, necesitan tener
moléculas receploras espécificas.

Cuando un mensaje llega a una célula, se transduce al interior, a través del receplor, via segundos
mensajeros. Este segunde mensaje propiciard una respuesta celular mediala 6 Inmediata,
dependiendo de Ja naturaleza del mensaje y del tipo celular,

A) TIPOS DE COMUNICACION

Podemos dividir a la comunicacién celular entres tipos: 1) laque se establece cuando un mensaje
quimico es enviado de una célula a otra célula o grupo de elias; 2) la que se lleva a cabo através de
contacto celular directo; y 3) la que se establece por medio de uniones comunicantes (2) (FIG. 1 A).

De acuerdo a la distancia que recorre el mensaje quimico, podemos dividir a la comunicacién
intercelular en tzes tipos: 1) la comunicacion enddcrina, en 12 cval ef mensaje es generado por una
gléndula y liberado a la circulacidn para su arribo a fa célula blanco localizada a distancia; 2} la
comunicacion paracrina, en donde el mensaje es Iiberado localmente, actuando solo en células
contiguas; y 3) 1a comunicacidn autdcrina, en donde la molécula liberada actia sobre la célula que
ta iiberd (FIG. 1 B).

En la comunicacién que se lleva a cabo & fravés de contacto celular directo, el inensaje que se
encuentra sobre |a superficie celular, es recibido por una molécula receptora que se encuentra en
{a célula con la que se esiablecie la comunicacion, Este tipo de comunicacidn es particularmente
Importante durante la activacién de linfocltos T por antigenos que se encuentran en la superficle
celular (3).



La comunicacidn que se establece por medio de uniones comunicantes se caracteriza por que
el mensaje pasa de una célula a otra vecina a través de poros que atraviezan las membranas
citopldsmicas de ambas células, manteniéndolas en comunicacién, Este tipo de comunicacion lo
encontramos cuando se transmite un impulso eléctrico entre dos células nerviosas {sindpsis
eléctrica) y en células epiteliales {4).

Dado ¢! enfoque de este trabajo, anlizaremos a fondo, solo fa comunicacidn mediada por
mensaleros quimicos.

{o} COMUNICACION ENDOCRINA

COMUNP‘ACION A DISTANCIA POR MOLECULAS
SECRETA

Cr-Q =

Célulos blance

COMUNICACION POR CONTACTO CELULAR DIRECTO {b) COMUNICAZION PARACRINA

@)—@ O@ ;{F O

Célulo secretoro Céluto blanco odyocente

COIUNICATION POR MEDID DE UNIONES COMUNIZANTES

{c ) COMUNICACION AUTOCRINA
© L
®
: 090) § Y Receptor
° Sitics bionco
&L % en o mismo
célulo

FIGURA 1. TIPOS DE COMUNICACION CELULAR. A) esquema de los tres tipos de comunicacion
entre cétulas, B) tipos de comunicacion quimica. Ver texto,



B).-ELEMENTOS QUE PARTICIPAN EN LA COMUNICACION QUIMICA

Las moléculas que participan en la comunicacion quimica son: fa molécula mensajera, la molécula
receptora, las moléculas transductoras y amplificadoras del mensaje y el segundo mensajero
generado {1, 2. A continuacién son citados algunos ejempios de estas moléculas.

La naturaleza de la molécula mensajera es variada, puede ser lipidica como los eslercides y las
hormonas tiroideas, proléica como la insulina y la hormona de crecimiento ¢ peptidica como la
oxitocina y |a vasopresina (5).

Las moléculas receploras 6 simplemente receplot, son de naturaleza protéica enescencia, aunque
algunos tienen modificaciones como glicosilaciones ¢ sulfataciones. Su funcion se especializa en el
reconocimiento de mensajes que posteriormente son transducidos al interlor celular (1,2). Podemos
clasificar a los receptores por la forma come transducen 1a sefal: receptores acoplados a proteinas
G(e.g. receptor B-adrenéraico. 6, 7), receptores acoplados a canales idnicos (e.q. receptores de acetll
colinay GABA,. 8, 9) y receptores con actividad de cinasa (e.g. receplor para insulina, 10).

La transduccién de la sefal se lleva a cabo, a través de |2 generacion de un segundo mensaje
(FiG. 2), que es amplificado en el Interior de la célula y que genera en ella una respuesta a corto,
medlano y largo plazo dependiendo del tipo de mensaje. Dentro de los segundos mensajeros
encontramos a los nucledtidos ciclicos (AMPc y GMPc, 11), fosfolnositidos (IP,. 12) y el calcio (13)
(FIG, 2).

Una sefal transducida involucra en algunos casos (14) la activacidn de protein-cinasas (PK), las
cuales ademds de amplificar 1a sefial, constituyen una punto mas de regulacion. Podemos clasificar
a las cinasas (FIG. 2), dependiendo del segundo mensalero que las activa: las dependientes de APMc
(PK A} (15), de caicio-caimodulina (14), de diacllglicero! (PK C) y de GMPc (PK G){16). Ademas de
estas PKs, existen otras que no dependen de segundos mensajeros como las tirosinocinasas (14},

La fosforilacién es un evento que se presenta sobre aminoacides especificos que comunmente
son serina, treonina 6 tirosina. Dichafosforitacion permitira 1a realizacidn de una actividad, Ia inhiblrd
6 simplemente la modificara. El evento contrario sucets cuando una fosfatasa elimina lafosforitacion
realizada por la cinasa (17},

Algunas seiiales generanrespuesta a mediano 6 largo plazo, cuando el efecto regulador se sucita
sobre una proteina que afectalatranscripeion de uno o varios genes; a estas proteinas se es conoce
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como factores de franscripeion. Dichos factores pueden ser activados via sequndos mensajeros (18),
primeros mensajeros (e.g. hormonas firoldeas, 19) o por protelncinasas (20),

Un factor de transcripcién posee una regidn por donde es activado, otra por donde reconoce al
ADN y otra por donde medifica la actividad transcipclonal del gen. Algunos factores de trancripcidn
son lafamilia fos y jun, c-myc, ras, receptor de hormonas tiroideas, ete.(19, 20). Algunos de elios han
recibido el nombre de terceros mensajeros, por que su activacion depende de los segundos
mensajeros,

De particular importancia resulta para este trabajo la comunicacion que se lleva a cabo a través
de péptidos, hecho por el cual nos centraremos a mencionar el papel de estas moléculas en la
comunicacion,

C)PEPTIDOS Y COMUNICACION CELULAR
Cominmente se le llaman péptidos & pequefias proteinas que constan de entre 2 y 50 residuos
aminoacidicos unidos covalent te entre sf por en peptidicos. Exislen un gran nimeso de

péptidos difundidos en al naturaleza; algunos de ellos tienen ofras moléculas en su estructura
ademds de los aminodcidos & bien estos se encuentran modificados ( acetilados, sulfatados, etc.);
sinembargo, la estructuraridimensional y muchas de las propledades bioldgicas estdn determinadas
por las clases de aminodcidos presentes, el orden en el que estdn dispuestos en una cadena
peptidica y ia relacidn espacial de una aminodcido con ofro (22).

Dentro de todas las funciones que realizan los péptidos, destaca su papel como Intermediarios
en la comunicacién celular. Numerosos péptidos funcionan como hormonas, regulando uno 6 mas
procesos fisiologicos (23). Las funciones hormonales de péptidos han sido mejor caracterizadas para
aquelios secretados en el sistema neuroendderino; algunos ejemplos de estos péptidos aparecenen
la TABLA 1.

D) METABOLISMO DE PEPTIDOS
La mayoria de tos péptidos bioldgicamente activos son sintetizados via ribosomal a través de un
precursor de alto peso molecular, Muchos precursores peptidicos han sido caracterizados, dentro
de los cuales podemos citar al precursor del glucagon, fa somatostatina, la gastrina, la neurofisina

9



PEPTIDO NO.DE AA FUNCIONES MEJOR CARACTERIZADAS
TRH 3 Estimula |a liberacién de TSH en Hipdfisis.
FMRF-amida L} Efecto cardioregulador.
Encefalinas 5 Regula actividad neurotransmisora en SNC.
Oxitocina 9 Aumenta la contraccldn del misculo liso durante e parto y
la evacuacién de leche duranie la laclancia,
Vasopresina 9 Constriccion de vasos sanguineos que aumentan la presién
sanguinea,
LHRH 10 Estimula Iz iberacion de LH y FSH de !a Pitultaria,
Gasttina 17 Estimula ls secreclén de HCI en el estémago,
Secretina 27 Estimula ¢! flujo de secrecién pancreatica
VIP 28 Estimula ¢l flujo de secrecién pancredtica y regula actividad
neurotransmisora en el SN.
Glucagon 29 Estimula la ruptura de glucégeno y eleva los niveles de
glucosa en sangre,
Calcitonina 2 Inhibe Ia reabsorcién de calcio en Jos huesos,
disminuyendo el nivel de este ion en la sangre,
ACTH 39 Estimula la produccidn de hormonas suprarenales.
CRF 4 Estimula la produccion de ACTH de piluitaria,

TABLA 1.- Algunos péptidos que participan en la comunicacion celular y sus funclones mejor
caracterizadag (23, 24).

y al de las encefalinas, entre otros (25).

Un gen que codifica para un péptido es transcrito por 1a ARN polimerasa Il utilizando una cadena
templado. Los nucledtidos se incorporan a la cadena nueva, propiciando su crecimiento en direceidn
§'-3". Cuando la transcripcion termina, el hibrido se disocia; de esta manera se genera el franscrito
primarlo. Antes de salir del niicleo, el ARN precursor sufre varias modificaciones; en el extremo 5'
se le anade un residuo de 7 metfiguanosina y se metilan los pritheros nuclectidos formando el
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casquete “cap” ; en el extremo 3' en respuesia a la sefial de poliadenilacion (AAUAAA), el precursor
es cortado para la adicion de varias Adeninas {poly A); finalmente se eliminan las secuencias
Interruploras 6 inrones por medio del proceso conocido con el nombre de “splicing®.

E| ARN maduro {ARN mensajero} es transportado al citoplasma y posteriormente traducido en los
ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso (RER, 26), generando un prepropeéptido, el cual, através
de l1a secuencia sefal { secuencia rica en aminoacidos hidrofdbicos localizada en el extremo
aminoterminal) y en conjuncién con la particula de reconocimiento de 1a sefial (SRP), forman un
complejo que es reconocido por un receplor (proteina de anclaje) que se encuentra en el RER
{27(FIG. 3). Posterlormente el prepropéplido es translocado hacia el lumen del reticulo en donde se
elimina el péptido sefial; el ahora propéptido puede sufrir agui modificaciones postraduccionales que
principalmente son glicosilaciones.

Mas tarde el propéptido pasa al aparate de golgi donde continda su procesamiento. En este
compartimento las glicosilaciones previas se ramifican y algunos aminodcidos son fosforilados,
acetilados ¢ sulfatados. En el golgl ocurren tamblién algunos pasos de proteslisls y la
compartamentalizacién de los precursores en vesiculas, junto con las enzimas proteoliticas y
modificadoras necesarias para generar a Jos péptidos activos (28),

Un precursor peptidico puede contener uno {e.g. proglucagon} 6 varios mensales. En el segundo
¢as0, &l mensaje puede otiginar un solo tipo de péptide (e.g. proencetalinas) 6 distintos péptidos (e.g.
proopiomelanoconina), En todos los casos, para que se origine el péptido es necesario el corte
proteolitico del precursor; dicho corte se realiza generalmente en donde hay un par de aminodcidos
basicos (29).

Los péptidos ya procesados se mantienen en las vesiculas, listos para ser liberados en respuesta
a un estimulo. La iiberacidn se realiza por un mecanismo de exocltosts que Involucra la fusion de la
membrana vesicular con la plasmatica (30, 31).

Una vez que los péptidos liberados al espacio extracelular han ejercido su accidn, son eliminados
por difusién, Internallzacidn 6 degradacién enzimatica, Se ha posiulado que e} mecanismo méas
importante para eliminar péptidos es la degradacion a través de enzimas, especificamente por
peptidasas (32, 33),

1
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FIGURA 3.- TRANSLOCACION DE UNA PROTEINA DE SECRECION AL RER.

IL-PEPTIDASAS

La proposicién de que fa degradacidn de péptidos por peptidasas constituye el mecanismo
principal de inactivacion de péplidos, se debe a a labilidad de los péptidos a Ia hidrélisis enzimatica
{32, 33), a la rapidez con que ocurre el evento y a la posibilidad de regulacion de ia actividad de la
enzima (34).

Las peptidasas se han encontrado en ires compartimentos distintos: fluidos extracelulares,
cltoplasma, 6 membrana. Se han identificado diferentes tipos de enzimas que son capaces de
degradar péptidos, de acuerdo a su localizacion, especificidad, etc, (35); actualmente se realizan
estudios para delerminar la relevanciafisioldgicade los diferenies tipos de enzimas en la inactvacion
de los péplidos,
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Las enzimas membranales (en particular las localizadas en 1a cara externa de la membrana
plasmatlca) y las enzimas que se encuentran en los fluidos extracelulares son las enzimas
importantes en la inactivacion de péptidos liberados. De particutar interés para este trabajo resultan
Ias enzimas membranales, por lo gue se presenta una revisién mas profunda de ellas,

A).-ENZIMAS MEMBRANALES
Una enzima membranal puede localizarse espaclalmente en 1a membrana en tres posiclones:
perifericamente, unida a la membrana por Interacciones no covalenles con otras proleinas;
integralmente, unida a lamembrana a través de uno o varios segmentos transmembranales y; anclada
alamembrana covalentemente via una estructura lipidica (e.g. glicofosfatidil-inositol) (FIG, 4). Los
grupos de enzimas que mejor se conocen son las enzimas integrales y las ancladas por fosfatidil-
Inositol {ver TABLA 2).

ENZIMA ANCLAJE PM (Kd) LOCALIZACION
Fosfatasa Alcalina Pl 67 Tejidos Mamileros
Acelilcolinesterasa Pl 67 Cerebro Drosofila

5'Nucleotidasa Pl 70 Tejidos Mamieros
Fosfodiesterasa alcalina Pl 130 Tejidos Mamfferos
Dipeptidasa renal Pl 46 Rifion de Cerdo
Aminopeptidass P Pl 91 [ntestino de Rata
Sucrosa-Isomaltasa I 140120 intestino de Rata
Endopeplidasa 24.11 f 90 Tejidos Mamiteros
Glucoamilasa ] 125138 Intestino de rata
Beta-Glucosidasa | 160-160 Intestino de Cerdo
Dipeptidil-Peptidasa IV ! 130 Rifén de Rata
Aminopeptidasa N | 160 Intestino de Rata
Aminopeptidasa A | 170 Intestino de rata

ACE | 170 Neuroepitelio

PK (indep, AMPc) P ? Células en cultivo

Tabla 2.-Diferentes tipos de anclaje de Enzimas membranales. P (fosfatidil-inositol), I (Integrales), P
(periféricas), ACE (Enzima Convertidora de Angiotensina), PK (Prolein cinasa). Se indica el peso
molecular en kilodallones de las enzimas, asi como el peso de los mondmeros en los dimeros (36,
37, 38).



Otro aspecio que es Importante considerar en la locallzacion de una enzima membranal, es la
ubicacidn de su sitio aclivo. Bajo este criterio, las enzimas puede estar ubicadas en la membrana en
tres posiciones: con el sitio active hacia el interior celular, hacia el interior de la membrana 6 hacla

el exterior celular,

Enzima onziada
POF UNG &SITUCIUS
lipidico

Bricapa
lipidico

Enzimo perif€rizo— l-Er.zir.-na integrol

FIGURA 4.- LOCALIZACION DE ENZIMAS MEMBRANALES, La figura muestra las posibilidades de -~

focallzacidn de enzimas membranales,

Dada [a ubicacién de! sustrato, el unico tipo de enzima Importante para Ja degradacién de
péptidos liberados es aguella cuyo shio activo se localiza hacia fuera de 1a célula (39); a este tipo de
enzima se le conoce como ecloenzima.

Las ectoenzimas pueden estar localizadas en |a célula que secretd al péptido 6 en otra célula
distinta, que puede ser la célula sobre 13 que el péplido ejerce su accidn ¢ una célula vecina (FIG.
5). £n muchos casos se desconoce la iocallzacion celular exacta de una ecloenzima, sin embargo,
empiezan a resolverse problemas de locallzacion enzimatica (38).
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8).- PROCESAMIENTO DE ENZIMAS MEMBRANALES
Sin duda, el ensamble de membranas y organelos de una célula, con sus proleinas, lipidos y
carbohidratos especificos es un evento extremadamente complejo; referirnos solo a proteinas no
simplifica las cosas. Esta revision presenla el mecanismo general de procesamiento de enzimas
membranaies y realza solo los eventos que enriqueceran la discusion final,

Cira célulo

O—b
Célulg

sintetizadoro Célulo Hanco

N Enzimo QO wensaje

Figura 5. LOCALIZACION DE ECTOENZIMAS. La figura llustra los posibles lugares en donde puede
estar localizada un ecloenzima.

Las ectoenzimas, asi como otras proteinas de la membrana son sinletizadas via ribosomal {ver
procesamiento de péptidos). Una vez en el RER, 1as proleinas son dirigidas al aparato de Golgl para
posteriormente set envesiculadas y enviadas hatia su destino correcto; es enlonces cuando ocurre
fa fusion de la vesicula con la membrana plasmalica y donde la proleina queda correctamente
ublcada {FIG. 4).

¢Cuales son las formas posibles de encontrar a una enzima membranal? Existen 3 tipos de
proteinas iransmembranales que aparecen resumidas en la TABLA 2 y esquematizadas en ja FIGURA
6, ademas de las proteinas petiféricas y las ancladas a través de una estructura lipidica (FIG 4). Esto
establece 5 posibilidades de encontrar a una enzima en la membrana (40, 41, 42).
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Figura 6.- TIPOS DE PROTEINAS TRANSMEMBRANALES, E! esquema muestra los 3 posibles tipas
de proteinas transmembranales. Ver TABLA 2. E-Exterior celular, knterior celular.

P.MEMBRANAL CARACTERISTICAS Y EJEMPLOS

I Tienen un solo segmento transmembranal de residuos hidrofébicos. Su amino estd
fuera y su carboxllo dentro. Ejemplos: Receplores a faclores de crecimiento,
receplores a hormonas peplidicas y moléculas de adhesion y reconocimiento célula-

célula,

il Tienen un solo segmento transmembranal de residuos hidrofébicos. Su amino estd
dentro y su carboxilo fueta, Ejemplos: Receptor da transferrina y la2 subunidad beta
de Ia ATPasa de Na'/K".

n Posee varios segmentos transmembranales de residuos hidroldbicos. Puede tener

configuracién amino afuera y carboxilo adentro & viceversa. Ejemplos: receplores
adrenérgicos y rodopsina.

TABLA2.-TIPOS DE PROTEINAS TRANSMEMBRANALES, Caracteristicas y ejemplos de los diferentes
tipos de proteinas transmembranales.



Existen sefiales en Ia proteina que le permiten ubicarse comectamente. Se ha propuesto fa
existencia de proteinas iransiocadoras (PT) en la membrana de! RER (37), que reconocen
aproximadamente 20 residuos aminoacidicas hidrofdbicos y no-lonicos, en distintas proporciones,
Al ser translocados y de acuerdo a fa naturaleza hidrofébica de los residuos, éstos son ubicados en
la membrana. El evenlo se repite sucesivamente hasta que la proleina completa haya sido
translocada.

El modelo hipotético para Ia generacién de proleinas ancladas por glicofosfatidilinositol (GPI} y
con topologia externa considera que e polipéptido es translocado completamente al flumen de! RER.
Una vez en este compartimento es elimidado el péptido sehal y a través de un complejo enzimatico,
s removida una secuencia en el carboxiio terminal que permilite la exposicién de un nuevo extremo
carboxile, que se fusiona con una estructura de GPl previamente ensamblada (FIG. 7).

El procesamiento diferenclal del ARNm, puede generadar varias isoformas de proteinas
membranales (43, 44, 45, 46, 47, 48, 43,). Dado que e objetivo de esta revisién no es agotar
exaustivamente el tema, se presentan solo algunos ejemplos que son ilustrativos,

Las N-CAM son proteinas que participan en la adhesién de célula a célula, varias isoformas de
esta proteina son generadas por “splicing alternativo del ARNm del gen N-CAM. Las isoformas
varian en 1a longttud de su carboxilo terminal, lo que propicia diferentes formas de asociacidn a la
membrana: unaisoforma tiene un largo dominlo intracelular; otra isoforma tiene un pequefio dominio
intracelular; otra isoforma esta anclada via GPI y; dos isoformas diferentes entre si son secretadas.
El papel de las dos iltimas no es claro {47).

La interleucina 4 (IL-4) estimula Ja proliferacion de célufas B activadas, Induce la expresidn del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase Il {MHC 1)), induce 1a secrecion y expresion de
Inmunoglobulinas G1 y E y Ia profiferacién de linfocitos T durante la respuesta inmune. Sus
actividades bioldgicas estdn mediadas por su receptor de aita afinidad, Se sabe que es posible
encontrar al receptor bajo ires isoformas: una con dominio cHopldsmico; olra sin dominio
citopldsmico y una forma soluble, Se ha propuesto que la forma soluble del receptor, regula la
actividad iL-4 al competir por (a union de esta molécula con conlas formas membranales del receptor
(46).

Otra posibliidad de generar diversas formas celulares de una proteina, puede ser dabido al
procesamiento posiraduccional diferencial de dicha proteina. Laproteina Qa-2 es unaproteina similar
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Figura 7.- PROCESAMIENTO EN RER DE PROTEINAS ANCLADAS POR GP!, CON TOPOLOGIA
EXTERNA. La proteina franslocada al lumen del RE es cortada en su extremo carboxlio para su unién

con el GPI.

a antigenos de transplantacion H-2, por lo que se ha sugerido la posibilidad de que tenga funciones
relaclonadas a dichos antigenos. Se ha detrito que el gen Q.7 genera dos formas de proteina Qa-2,
una membranal unida por fosfatidil inositol y una que se libera 2l espacio extraceluiar (43). En células
derivadas de higado se genera predominantemente la forma membranal, mientras que en células
transfectadas L, se genera 5010 1a forma soluble (50). En estudios realizados en células T, se pudo
observar que la activacion de estas células inducia la reduccion de la forma membranal y al mismo
tiempo se originaba un aumento de |a forma soluble. Se ha propuesio que la forma liberada proviene
de la forma membranal, ya que es posible generar Ia primera, a través de fosfolipasa C especifica
para fosfatidil inositol (43); esto prodria explicar en parte, la expresion tejido especfica de unau olra
forma membranal (50).

Es necesario remarcar que para que una proteina membranal sea ubicada de una u ofra manera
en la membrana 6 incluso secrelada, bastan algunos pequefios cambios en Su secuencia, que
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modifiquen 1a Interpretacion de |a sehal necesaria para enviarla ai sitio destinado (45, 48). Ha sido
posible Inciuso detectar, cambics en la ublcacion de una proteina con la modificacién de un solo
aminodcido (50).

Laforma como una proteina membranal se presente puede ser trascendental para la regulacion
de la actividad de la célula (46), tal como se aprecia en el ejemplo del receptor para IL-4. En el caso
de fas enzimas membranales sucede lo mismo; si una enzima, e.g. una peplidasa, no se encuentra
ubicada correctamente, el eleclo del peplide podria proiongarse y afectar el funcionamiento celular.

Las peptidasas han sido ampliamente estudiadas en el sistema neuroenddcrino, debido al papet
relevante que juegan en la degradacion de péplidos que participan en la comunicacidn intercelular
{51),

C)- NEUROPEPTIDASAS

La mayor parte de la informacién sobre neuropeptidasas proviens de estudios hechos con
encefalinas, neurotensing, sustancia P, angiotensina y TRH (32).

Aunque en la sangre, el cerebro y olros tejidos de mamileros se han identificado un gran nimero
de peptidasas capaces de degradar in vilro a muchos neuropéptidos, es probable que un nimero
relativamente limitado de elias sea fislolégicamente importante (25). Cada una de las peptidasas es
especifica para determinados enlaces peptidicos y se ha demosirado que 1a mayoria de ellas tiene
varios sustratos naturales y sintéticos in vitro (52, 53}, Asl, para cada neuropéplido existen varios
enlaces que pueden ser hidrolizados por varias peptidasas, Los cortes de enlaces peplidicos pueden

llevarse a cabo por enzimas solubles ( presentes en el espacio extracelular 6 en compartimentos
Intracelulares como el citoso!, ef lumen del RE, e1¢) 6 por enzimas presentes sobre membranas
celutares {plasmatica, mitocondrial, etc).

Existen peptidasas que degradan péptidos a pH neulro, por lo que funcionan activamente en el
citosol, mientras que en las vesiculas de secrecion donde el pH es dcido, su actividad es muy baja
(54), Esto significa que !a distribucién subcelular de 1a actividad de estas enzimas no ceincide con
la de 1os neuropéptidos ya que solo alrededor de un 5% de 1a actividad total enzimatica se localiza
en el sinapicplasma (55} mientras que fa concentracion del péptido enesta misma fraccidn es mayor
del 50% del contenido tolal. Ejemplo de estas peptidasas es la aminopeptidasa soluble sensibie a
puromicina que hidroliza el enlace tir'-gli* de las encefalinas ver FIG. 8 (54).
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Existe 1a posibilidad de que las neuropeptidasas solubles participen en la degradacion extracelular
de péptidos sl estas se liberaran al espacio sindptico junto con los neuropéptidos. Esto ya ha sido
visto en la Inactivacidn de neurotransmisores, tal es el caso de la acetilcolinesterasa de la glandula
adrenal (56).

Aminopeptidosa { solubie )
1
;
HN Tir— GIi-GIl—‘Phe—Me‘IOH

Aminopeptideso MI Endopeptidosa 24.1
{membranal } { membranal)

FIG. 8.- DEGRADACION ENZIMATICA DE LA Met-ENCEFALINA. Se muetran los lugares de corte de
cada una de las enzimas que degradan a las entefalinas,

Evidencias aclvales apuntan a algunas peptidasas asocladas a membranas como candidatos para
la inactivacion extracelular de los neuropéptidos. La aminopeptidasa Mil y la endopeptidasa 24.11
(llamada anterionmente encefalinasa), pueden degradar e inactivar totaimente a las encefalinas (54,
57). Su distribucion en el cerebro correlaciona, aunque no extrictamente con la distribucion de fas
encefalinas y la de sus receptores (58, 59). Ambas enzimas se encuentran en lamembrana plasmatica
de Ios sinaptosomas como ectoenzimas.

Por otra parte, se sabe que Ja endopeptidasa 24,11 actia sobre distintos sustratos dependiendo
de la regién del cerebro en donde se encuentre, tal como ocurre, cuando actiia sobre substancia P
(60). Casi todas las neuropeptidasas degradan mas de un solo sustrato, la excepcidn a esa
generalizacién lo constituyen las piroglutamato aminopeptidasas capaces de degradar
exclusivamente a a TRH, una de ellas se encuentra en suero(Tiroliberinasa) y la olra en membranas
sinaptosomales (PGA [) (61, 62).
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Podemos resumir que los neuropéptidos pueden ser Inactivados por un nimero limitado de
péptidasas con grados varlados de especificidad, Finalmente, lo que determina la accidn de una
peptidasa no es que sea especifica para un determinado neuropéptido, sino mds blen, que su
localizacién celular y subcelulary sus propiedades cataliticas sean las apropiadas para actuar sobre
éste,

IV.- LA HORMONA LIBERADORA DE TIROTROPINA

LaHormona Liberadora de Tirotropina {TRH) es un Iripeptido de estructura pGlu-His-Pro-NH,. Este
se encuentra distribuido ampliamente en el SNC; en los mamiferos las mas altas concentraciones de
TRH se hailan en la eminencia media del hipotslamo (63); también se ha detectado en algunos
nticleos hipotaldmicos tales como el paraventricular, el dorsomedial y el supraquias mético, ademds
de ofras regiones cerebrales como bulbo olfatorlo, nucleo acumbens, tallo cerebral, ete.(64).

La funcién o funciones desarrolladas por este péptido fueron estudiadas Iniciaimente en el
hipotdlamo de mamiferos (65, 66), en donde se encontrd que participaba en el eje hipotdlamo-
hipofisiario estimulando la liberacion de tirotropina {TSH) de fos tirdtropos (67). Posteriormente fué
sugerida su participacién en la liberacion de prolactina {PRL) de los factétropos, duranie Ia lattancia
y &l ciclo estral (68),

La TRH liberada de la eminencia media del hipotdlamo es vertida al sistema porta-hipotaldmico.
adenohipofisiario, a través del cual alcanza la adenohipéfisls, en donde interacciona con receptores
de alta afinidad que se encuentran en fa membrana piasmatica de los tirétropos. De esta forma se
activa la via del fosfatidli inositol {69), que provoca la liberacion de TSH, la cual ilega por medio de
la circulacién general, a [a tiroldes en donde estimulala secrecidn de las hormonas tiroldeas (HT);
latriiodotironina(T,) y la tetraiodctironina{T ), hormonas que afectan distintos procesos metabdlicos.
La T, ejerce a Su vez un efecto refroalimentador negativo sobre [a TRH y TSH (FIG. 9).

Reclentemente se ha postulado que la TRH ademds de su papel como naurohormona funciona
también como neuromodulador (70). Este hecho se vé apoyado en la emptia distribucion del péptide
en e} SNC, su localizacién en las terminales nerviosas { que ademas responden a depolarizacién con
alto potasio, liberando e! péptido. 71, 72), y Ia presencia de receptores de alta afinidad en el cerebro
(73), No obstante e! papel neuromodulador de fa TRH no es claro aun. Algunos de los efectos que
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le stribuyen el papel de neuromodulador son el aumento del recambio de catecolaminas y la
liberacidn de dopamina del hipotdlamo y niicleo acumbens de rata (74, 75).

La TRH puede también ser una prohormona (76), debido a que el corte enzimdtica por una
plroglrtamato aminopeptidasa, genera un fragmenlo que posee actividad biolgica: Ia Histidil-Prolina-
Dicetopiperazina (His-Pro-DKP), Este metabolito resulta ser mas efectivo que el mismo tripéptido en
antagonizar |a narcosis por etanol y elevar ¢! GMPc cerebelar (76). Ademas posee una actividad de
factor inhibidor de la prolactina y causa hipotermia, mientras que la TRH promueve los efectos
contrarios,

La TRH también ha sido enconfrada en el tracto gasirointestinal y en ef pancreas de rata,
especilicamente en los islotes de Langerhans, en donde se ha postulado que el péptido pueds jugar
un papel importante en la regulacién de la actividad secretorla de estas células (76).

A)-METABOLISMO DE LA TRH

La TRH al Igual que la mayoria de los péptidos caracterizados hasta el momento, es sintetizada
via ribosomal a través de un precursor de alto peso molecular y por fo tanto los pasos seguidos son
los mismos descritos para el procesamiento de péptidos. El precursor de la TRH en la rata (77), tiene
repetida la secuencia que codifica para este tripéptido 5 veces, las cuales se encuentran fianqueadas
por los residuos dibdsicos, que son los sitios da corte del precursar (78). Otros precursoraes de
diferentetamaio y numeros de coplas han sido identificados en otras especies (78, 80). La estructura
del gen en la rata presenta 3 exones interrumpidos por dos intrones; en el primer exén se localiza
laregidn &' no traducida, el sequndo exdn contlene el péptido sefial y una pequeiia parie de la regidn
amino terminal y en el tercer exdn se localizan las 5 coplas de la TRH, los péptidos intermedios y la
regldn 3' no traducida. En Ia reglén regulatoria del gen se identificaron la caja TATA, una region que
es reconocida por el factor de transcripcion SP1, las secuencias reconocidas por 10s receptores de
glugocorticoides y de hormonas tiroideas (81), asl como la secuencla de control por ésteres de
forbol (82).

La sinlesis y el procesamienio del precursor de la TRH ocurre en el soma neuronal, el
procesamiento contintia durante su trayecto a la terminal nerviosa (FIG. 8 ). Las modificaciones
encontradas en fa TRH madura son: la ciclizacion via enzimética de la glutamina (83) para formar el
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pGlu y la amidacidn de la prolina por medio de tna enzima que oxida a la glicin, todavia presente
en el extremo carboxilo terminal de la TRH, produciéndo TRH y dcido glioxilico (84).

Una vez formada la TRH se almacena en |as terminales nerviosas y se libera por un mecanismo
dependiente de calcio, en respuesta a estimulos depolarizantes (71). EI péptido iiberado es
reconocido por un receptor que se encuentra sobre la célula blanco,

La Inactivacion de sustanclas activas una vez que han sido liberadas al especio extracelular
ocurre mediante internalizacién 6 degradacion. Para fa TRH se ha encontrado que el mecanismo de
recaptura no es el mecanismo responsable de la inactivacién del péptido, dada su baja velocidad
médxima (Vmax) (85).

La degradacién de la TRH puede efectuarse in viiro por dos grupos de actividades diferentes: la
eliminaclién del grupo pirogiutamit del extremo amino 6 la eliminacion del amido del extremo
carboxiio (FIG. 10). Para la primera actividad se han descritc tres enzimas: la piroglutamalo
aminopeptidasa membranal (PGA II) ; la enzima sérica tirolibetinasa que son metaloproteasas
altlamente especificas para TRH (86, 87} y; la enzima soluble piroglutamato aminopeptidasa | (PGA
1) que es una tiol proteasa que corta cualquler enlace pGlu-X (88). Para la segunda actividad existe
una endopeptidasa soluble, la Prolil-endopeptidasa (PE), que corta despugs de prolina (89). Existen
evidencias que Indican que solo la Tiroliberinasa y la PGA Il inactivan TRH, en suero y SCN
respectivamente (80),

B).« LA PIROGLUATAMATO AMINOPEPTIDASA MEMBRANAL

La PGA Il es una ectoenzima que ha sido localizada en la membrana plasmatica de sinaplosomas
(91,92, 83). La PGA !l es una metaloproteasa cuyos requerimentos son completamente diferentes a
los de 12 PGA | (92).

La enzima ha sido detectada en el cerebro de varios mamiferos, siendo su actividad especifica,
ligeramente superior en cerebre de conejo (94}, En el SNC de estas especies, la actividad enzimatica
¢std distribuida heterogeneamente, siendo mayor en bulbo olfatorio y corteza posterior (95), Otros
tejidos donde ha sido encontrada actividad importante, es en 1a retina y médula espinal (96).
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La ectoenzima es activa a pH neutro e Inhibida por quelantes como la 1-10 fenantrolina (67), La
enzima ha sido purificada a homogeneldad usando papaina 6 iripsina para solubiiizarla y se ha
determinado un peso molecular de 230 Kd, peso muy semejante af de la tiroliberinasa (260 Kd) (82).
Asl mismo, se ha demostrado que en el sitio activo de la enzima hay residuos de tirosina, arginina
e histidina, necesarios para la actividad catalitica (98).

La PGA!l es altamente especifica para hidrofizar TRH y no rompe el enlace pGlu-His de otros
péptidos (57). Su Km para Ja TRH es de 40 micromolar, simllar 2 la Km de la tiroliberinasa {50
micromolar). En general, sus propiedades son muy parecidas a las de la tiroliberinasa, por lo que se
considera la posibilidad de que provengan de un mismo gen y que la generacion de una forma
membranal o una sérica sea debida a un procesamiento diferencial.

PG'AI

A
PGlu —‘I- His —Pro ‘.NHE
|
PGAL PE
A

TIROLIBERINASA

FIGURA 10.- VIA METABOLICA DE LA TRH. El esquema muestra los sitios de corfe de las enzimas
que degradan a ia TRH.

La PGA Il es una enzima que s& encuentra a nivel celular, principalmente en neuronas (29). Sus

" propiedades y Ja localizacidn regional, cefular y subcelular de 1z PGA Il hacen pensar enesta enzima

como un fuerte candidato para inactivar extracelularmente a la TRH en el SNC; Ia evidencia mds clara

de esto, es que en ensayos [n vitro con rebanadas de hipotdlamo de rata, es posible recuperar una

mayor cantidad de TRH liberado en presencia de un inhibidor especflico de la enzima (100).

La regulacion de la actividad de l2 PGA li es tejido especifica (ocurre unicamente en
adenohipofisis. 34, 101); se observan cambios en la actividad especifica de la enzima en la
adenohipofisis segiin el estado tiroideo del animal: en animales hipertiroideos se incrementa la
actividad especifica, mientras que en animales hipotiroideos disminuye, Aungue este comporamiento
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se habla descrito para la tiroliberinasa (102), no podemos pasar por allo que la regutacién de la
actividad de esta enzima, sugiere su relevancla en el control de la actividad de la TRH en distintas
condiclones fislolégicas.

Trabajos realizados en una linea celutar de retinoblastoma humane (Y-79) y utllizando un
anticuerpo policional contra (a PGA Il de conejo, han sugerido que la actividad de la PGA Il se puede
regular a corto plazo a través de la fosforitacion de !a enzima via protein cinasa C (PKC). La
fosforllacién baja la actividad enzimatica hasta un10% del nivel control y su recuperacion es posible
hasta un 70% después de una hora (103),

Enresumen, con todos los antecedentes antes mencionados, podemos destacar & la PGA Il como
la enzima importante para fa degradacion de la TRH liberada en el SNC. Por otro lado, surgen también
preguntas muy interesantes: dado que exlsten casos en donde el procesamiento alternativo de un
gen puede originar dos 6 més formas moleculares de una proteina ;Pudieran la PGA il y la
Tiroliberinasa, considerando fa similitud de sus caracteristicas, estar codificadas por el mismo gen?;
asumiendo que la enzima es una proteina de membrana ¢Como es su anclaje a fa bicapa?, ¢Es
posible generar una forma liberada a parilr de la enzima membranal?; considerando que en el SN,
el lugar en donde se encuentra una molécula no necesariamente es el mismo lugar en donde es
sinetizado, (Ddnde es realmente sinletizada la enzima?, ¢Cual es la distribucidn regional de 1a
sintesis de la enzima?; algunas pregunias en relacion con el TRH resultan mds interesantes, ;Como
esté coordinada la sintesis de la enzima con la sintesis y degradacion de la TRH?; si Ia actividad de
la enzima es regulada por eventos tales como la fosforliacion, ¢Cuales son los sitios de regufacién
en la enzima?. Estas preguntas son el motivo de fa realizacién de este trabajo.
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V.- OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES:
Los objetivos generales de este proyecto son:
- El estudio de la relacién estructura-funcion de Ja PGA I, a través de la determinacisn del sitio
activo, forma de interaccidn con fa membrana y sitios de unidn a cofactores.
« La relacidn de Ia PGA Il con Ia tiroliberinasa (ya que es posible que ambas provengan de un
mismo gen).
- La distribucién regional de la sintesis de la enzima y regulacién de la transcripcién de la misma.

Para el cumpiimiento de dichos objetivos se planted la clonacion de la secuencla nucleotidica que
codifica para la PGA I, Debido a que la unica sonda disponible es un anticuerpo policional de cuyo,
contra PGA Il de conejo y a reserva de realizar oligonicledtidos sintéticos para ser utilizados con el
mismo fin, se plantearon Ios siguientes objetivos especificos para esta primera fase det proyecto:

OBJETIVOS PARTICULARES:

Los objetivos especificos de este trabajo fueron:

- Caracterizacién de |a sonda {anticuerpo contra la PGA Il de cerebro de cone]o) para rastrear a la
enzima.
- L2 obtencién de un banco de ADNc de cerebro de congjo

"« Alslamiento de la secuencia especitica (ADN complementario al ARN mensajero) de Iz PGA I,
mediante:

a).-Utilizacién de! anticuerpo especifico contra fa enzima

b).-Wilizacién de oligonucledtidos sintéticos correspondientes a 1a secuencla aminoacidica de la
enzima.
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Vl- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El trabajo realizado se dividid en 2 partes, de acuerdo al diagrama de fiujo (FIGURA 11), 1a
caracterizacion del anticuerpo contra la PGA Il y la construczion del banco de expresién.

Para la caraclerizacion del anticuerpo contra Ia PGA I}, se realizaron inmunoprecipitaciones,
cromatogratia de afinidad e inmunodetecciones en nitrocelulosa (Western blot), tanto de extractos
crudos de cerebro y otros tejidos de conejo como de la linea celular de retinoblastoma humano Y-79,
La caracterizacion det anticuerpo servirla para su utilizacidn en el rasireo del banco de expresion.

Para ta oblencion del banco de ADN complementario de cerebro de conejo, se sintetizd DNAC
utilizando como Iniciador oligo dT y un hexdmero que se une al templado aleatoriamente. El vector

utilizado 1ué Lambda ZAP It y 1a amplificacion se realizé en células de E. coli cepa X11-Blue.

Ambas partes fueron ilevadas a cabo al mismo tiempo.
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CARACTERIZACION DEL ANTICUERPO CONSTRUCCION DEL BANCO DE EXPRESION

WESTERN ARN

Y
INMUNOPRECIPITACIONES ARN Poly A

r

COLUMNA DE AFINIBAD ADNc

PREPARACION
VECTOR
'
BANCO DE ADNe
J
AISLAMIENTO CLONA
PGA1

FIGURA 11, ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Vil.- MATERIALES Y METODOS

FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR METODO WILK et al. (104)

- El fraccionamiento de células y tejidos fué realizado con la finalidad de oblener fracciones
enriquecidas de actividad de PGA Il. De acuerdo a este método se obtienen a partir de una traccién
total {FT), una Fraccion Soluble (FS) y otra Membranal {FM), {raccién en donde se enriquece la
actividad enzimatica.

SOLUCIONES

Amortiguador fostatos 1M pH 7.- Para preparar 500 m!, disolver 76.8 g (0.44 M) de Na,HPO,.12H,0 ¢
31.23 g (0.44 M) de Na,HPO, con 38,6 (0.56 M) de NaK2 PO, H,,. £l pH debe de ser 7.
Amortiquador fosfatos 50 mM pH 7.- Diluir 1720 el amortiguador 1M,

PROCEDIMIENTO
El tejido fraccionado es tratado de igual manera si son células en cultive {Y-79} 6 teido cerebral,
1.- Bk tejido es homogenizado en solucidn amortiguadora de fosfato de Sodio S0mM, pH 7, a 4°C.
2.- Centrifugar a 16,000 g. por 15 minutos a 4°C.
3.- Separar lafraccidn ciosdlica (sobrenadante) de Ja membranal (pastilla); esta (iltima resuspendida
en 100 u! de solucién amortiguadora (incluyendo 1% NP-40).

FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR METODO CHARLI ¢! al. {95)

Al igual que el método previo, este fratcionamlento se realizd para oblener fracciones
enriquecidas de PGA Il. Aqui, se obtienen a partir de Ia Fraccion Total (F1T) que es centrifugada a
baja velocidad, una pastilia (Fraccion Membranal F2M) y un primer sobrenadante (F3S), el cual es
centrifugado a alta velocidad para obtener un segundo sobrenadanie (F4S) y una pastilia final (F5M).

PROCEDIMIENTO

Eltejido fraccionado es tratado de igual manera si son células en cultivo (Y-78} 6 tejido cerebral.
1. El tejido es homogenizade en fosfato de sodio 50 mM, pH 7, a 4°C (fraccidn 1),
2.- Centrifugar a 1,000 g.por 5 minutos 2 4‘C. Separar pastilla 1 y sobrenadante 1.
3.- La pastilla 1 es resuspendida en volumen minimo de fosfato de sodio 50 mM, pH 7 {e.g. 200 uf),
homogenizada y centrifugada a 3,000 rpm 15 minutos. Separar pastilla 2 (fraccidn 2) y
sobrenadante 2,
4.- Los sobrenadantes 1y 2 son juntados {fraccidn 3) y centrifugados a 16,000 9. por 15 minutos,
5.- Se separa el sobrenadante {fraccidn &), de 1a pastilia {fraccidn 5).
6.- Se agrega a la fraccién 5 NP-40 (1% final},
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FRACCIONAMIENTO CELULAR
METODO WILK, et al

TEJIDO HOMOGENIZADO
EN FOSFATOS 50 mM

)]
|

!
CENTRIFUGACION 12,000 g

FRACCION SOLUBLE FRACCION MEMBRANAL
{FS) (FM)

FRACCIONAMIENTO CELULAR
METODO CHARLI, et al

TEJIDO HOMOGENIZADO
EN FOSFATOS 50 mM
F17}

CENTRIFUGACION 2,0009

SOBRENADANTE PASTILLA

I
v

HOMOGENIZADA
EN FOSFATPS 50 mM
v
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SOBRENADANTE a——— = = PASTILLA
{F38} {F2m)
CENTRIFUGAR 12,000 g

SOBRENADANTE  PASTILLA
(F45) (F5M)
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TRIPSINIZACION DE FRACCIONES SUBCELULARES (104)

La tripsinizacidn fué realizada para determinar la capacidad del anticuerpo contra la PGA I, de
detectar la enzima liberada y la unida a membrana, después de ser sometidos a este tratamiento
enzimdtico. Cabe aclarar que dentro de los pasos de la purificacién de la PGA f, a partir de Ia cual
se elabord el anticuerpo, se incluye un *rasurado* de membranas paraliberar proteinas membranales
por tripsinizacion ligera.

SOLUCIONES

Tripsina al 1%.- disolver la tripsina en 50 mM fostato de sedlo pH 7.5 {10 mg en 1 ml).

CaCt, 100 mM .- disolver el CaCl, (0.1108 g en 10 mi).

Inhibidor de tripsina al 1%.- disolver el inhibidor en 50 mM fosfato de sodio pH 7.5 (5 mg/ 500 ul}.

PROCEDIMIENTO

1.- Tomar 2 mg de proteina (determinado por Lowry) de las fracciones que se deseen tripsinizar y
ajustar el CaCl, a 1 mM y Ia tripsina al 0.01% en 500 ul de 50 mM fostate de sodio pH 7.5 3 37°C.

2.- Hacer una cinética tomando ¥/5 del total (100 ul) a los 10, 20, 30, 60 y 120 min. Depositar en un
tubo con la cantidad adetitada de inhibidor de tripsina (15 mg de inhibidor por 20 mg de tripsina).

3. Agitar y poner en hielo.

PROTOCOLO PARA INMUNOPRECIPITACION (105)

La inmunoprecipitacién es una técnica que ofrece la posibilidad de seleccionar a través de un
anticuerpo especifico, la proleina deseada. Inicialmente se forma un complejo molecular entre el
anticuerpo y el anligeno; posteriormente se agrega un segundo anticuerpo o proteina A acoplada a
sepharosa, para facllitar la precipitacidn. Una vez precipiada, la muestra se corre en PAGE.

SOLUCIONES

Buffer de Inmunoprecipitacitacion(Bl) 2X: Para 50 ml. A 20 m! de agua Estéril poner 2.5 ml
amortiguador de fosfatos tM (50 mM fosfato de sodio), 0.2 ml EDTA 0.5M {2mM EDTA), 1m tritén x-
100 al 2%, 500 mg deoxicolato de sodio (1% final), 5 m! SDS al 10% (1% final), 210 mg de NaF (100
mM), 35 mg de PMSF disuelto de vofumen minimo de et-OH (4 mM PMSF) y Vanadato de sodio 100
mM (puede ser omitido). Ajustar a 50 ml. pH 7.5

Butfer de Unidn.(BU) A 20 ml de agua estéril adicionar 1.5 m! de NaCl 5M (150 mM), 10 mg de Azida
de sodio (0.02%), 1 g, BSA (2%}, 0.5 ml tritdn x-100 {1%) y ajustar a 50 m! con agua RNA. pH 7.5,

Proteina A- Sepharosa 4c LB, (PAS}) Prep}arar 10% volivol proteina A- sepharosa en BU, lavar en B,
lavar en BU, resuspender en BU.
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Sacarosa 0.9 M. Preparar en agua estéril.

Buffer de resuspencion de la 2x,- (BRM) Para 25 ml agregar a 10 m| de agua, 0.38 g de tris-
base, 5 m1 de glicerol, 0.5 SDS, 0.25 mg de azul de bromofenc!, ajustar a 25 ml, pH 6.8 con HCL. Al
momento de usarse agregar 6 micrelitros por cada 0.2 ml de muestra final de B-Mercaptoetanol.

Anticuerpo. E| anticuerpo deberd de estar diluido 1 a 50 en Butfer de Unidn.

PROCEDIMIENTO

{.- Afiadir 1 vol, (50 microlitros) de B 2x frio a 50 microlitros de muestra (resuspendida en 50 m
fostato de sodio). Poner los controles respectivos.

2.+ Afiadir 100 mictolitros de anticuerpo 1:50 BU e incubar toda la noche & 4°C.

3.- Agregar 100 microlitros de PAS e Incubar 2 h a 4°C.

4. Centrifugar 15 min a 16,000 g a 4.C. Cuidadosamente aspirar el sobrenadante (a contra luz) y
afiadir 100 microlitros de Bl a fa pastilla. Resuspender.

5.- Poner colchdn (300 microlitros) de 0.9 M sacarosa en eppendorf de 0.5 ml, Centrifugar Sminad.C.
Poner Ia muestra sebre el colchén cuidadosamente.

6.- Centrifugar 15 min a 16,000 g a 4.C,

7.- Remover el sobrenadante y tesuspendet la pastilla en BRM 1:1,

8.- Calentar la muestra por 2 min y correr PAGE con SDS 10%.

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD (105}

La cromatografia de atinidad nos permile seleccionar a través de un soporie sélido, la molécula
de nuestro interés, La técnica consiste en asociar Proteina A- Sephatosa a el anticuerpo deseado
(anti PGA 1), posteriormente ta fraccion celular es pasada por la cromalogratia y una vez reconocida
la molécula especifica, es eluida y corrida en PAGE.

SOLUCIONES

PAS.- Lavar como se indicd para Inmunoprecipitacién

Amortiguador PBS 10x - Para 500 ml disolver 50 g de NaCl, 1.250 g de KCI, 22.5 g de Na,HPO, y 1.25
g de KH,PO,, ajustar pH 7.3 con HCI cuando esté 1x.

1M etanolamina.- disolver 305 vl para 5 ml.

Glutaraldehido 1% .- preparar 10 ml.

Solucién GN.- (5 mM glicina pH 2.3/ 150 mM NaCl). Para 10 ml mezclar 50 ul de glicina 1M y 300 ul
NaCi 5M.
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PROCEDIMIENTQ

1.- Mezclar 100 ul de PAS (une 150 ug IgG) con 850 ul de PBS y 40 ul de anticuerpo contra la PGA
11 { 2.6 mg de proteina son aproximadamente 400 ug de IgG).

2.- Incubar 1 h a temperatura ambiente, mezcldndose suavemente.

3.- Lavar con 10 volimenes de PBS dos veces ¥ centrifugar 16,000 g 30 segundos.

4.- Resuspender en 900 ul de PBS y remover 25 ul de la resina, para conlrol,

5.- Afadir lentamente 100 ul de glutaraldehido {grado microscopia elecirénica) al 1% (0.1% final).

6.~ Incubar 30 min a temperatura ambiente y centrifugar.

7.- Parar 13 reaccion con 1 volumen de 1 M etanolamina, incubando por 30 minutos.

8.- Lavar con 10 volimenes {dos veces) de PBS y lomar una alicuola de 25 ul de cromatrogratia para
control,

9.+ Lavar Ia columna con GN. Posteriormente lavar columna con PBS 3 veces {con 10 volimenes)y
almacenar columna en 1 ml de PBS, Tomar 25 ul.

10.-Las muestras guardadas son eluidas en BRM (Buffer de resuspencién de muestra). Para correr
el gel hervir 5 min.

11.+Incubar resina con 5 mg de tejido (problema y controf) resuspendido en PBS, por 30 minutos a
temperatura ambiente.

12.-Montar columnas en puntas amarillas y lavar con PBS.

13.-Eluir con 100 ul de GN.

14.-Corer 1a mitad de las muestras en PAGE.

15.-Tefilr con Azu! de Coomasie 6 con plata.

INMUNOBLOTS
(WESTERN BLOT, 105)

El Western, como comunmente de le conoce a esta técnica, nos permile observar 1a o las
proteinas que son reconocidas por un anlicuerpo, Las fracciones celulares son sometidas a PAGE
y transferidas a nitrocelulosa; una vez en este soporte, se incuba con el anticuerpo deseado {anti
PGA Il) y posteriormente con un segundo anticuerpe acoplado a una enzima que permita el
desarrollo de color (e.g. peroxidasa). Senalaremos que esta técnica, es la que mds se asemeja a el
rastreo de un banco de expreslian, puesto que ambos son realizados en nitrocelulosa 6 nylon, razén
por 1a cual nos interesaba particularmente su estandarizacién.

SOLUCIONES

Solucién TBST.- Para 500 ml disolver 4.4 g de NaCl, 5 m! de 1M Tris pH 8 y 2.5 m! de Tween 20 al
10%.

Solucién TBS 5x .- Para 200 ml disolver 8.8 g de NaCl y 10 m! de Tris 1M pH 8.

Amortiguador de transferencia (Towbin) 5x.- Para un litro disolver 72 g de glicinay 15.15 g de Trizma
base.

Amortiguador de transferencia (Towbin) 1x.. Para 2 litos disolver 2g de SDS, 400 mi de metano! y 400
mi de Towbin 5x. Degasar antes de usar,
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PROCEDIMIENTO

1. Correr gel PAGE al 10%, de 1.5 mm de espesor (ver iécnica), con las muestras problemas (de 30
a B0 p1g} resupendldas en un volumen de BRI 2x y con 6 ul de beta-mercaptoetanol por cada
0.2 ml final de muestra. No olvidar incluir 2 carriles con marcadores de peso molecular y los
controles partinentes.

2.- Sacar el gel y cortar un carril con marcador para leirlo con azul de coomasie (ver técnica),

3.- Equilibrar el gel en amortiguador de transferencia de 15 a 20 minulos a temperatura ambiente.

4. Cortar papel whatman 3MM y membrana de nitrocelulosa de 0.45 mm del 1amafio exacto del gel
y humedecerlos Junto con las esponjas del minitransier en amortiguador de iransferencia.

5.- Montar e! disposttivo de transferencia como se indica en la siguiente figura:

Soporie de
plbsiico

= Zspanycs

_Soporte de
| pitstizn

Amorigaador
g tronsterencs

Direccidn de 1onsie-encic

Nitroceluicse

6. Transferir toda la noche (16 h) a 20 volis en cuarto frio. Checar la polaridad y 15 corriente.

7.~ Sacar transferencia, cortar el carrll del marcador para su lincién con amido-black (ver técnica).
Dejar secar Ja membrana a temperatura ambiente, Si se desea almacenar la membrana por corto
tiempo, protegerla en una bolsa de plastico sellada y guardada a 4°C.

8.- Bloquear los sitios inespecificos mediante la incubacion de la membrana con TBST al 5% de leche
baja en grasas (e.9. sveltes), por 3 horas a temperatura ambiente con agitacidn,

9.- Incubar con TBST/svelles 5% con anti-PGA 11 (1/1000), esio equivale a 25 ul de anticuerpo para 25
ml de solucion. La Incubacion es atemperatura amblente por 3 h en agitacion suave,

10-Lavar 3 veces 10 minutos con 50 ml. de TBST/sveltes 5%.

11.-Incubar con TBST/sveltes 5% y 1/1000 (25 vl para 25 ml) de cuyo anti-coneje-peroxidasa, por
hora a temperatura ambiente en agitacion suave.
Nota.- puede utilizarse proteina A-peroxidasa (1/1000).

12.-Lavar 2 veces con 50 ml de TBST y 2 veces con 50 mi de TBS,
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13..Para revelar con diaminobenzidina (DAB), disolver 25 mg en 50 mi TBS 1x previamente (al menos
6 h)en el cuarto frio, El revelado hacerlo a temperatura ambiente agregando el DABy 15 ul de
perdxido de hidrégeno. Parar la reaccién con agua en abundancia,
Nota.- Sacar a disolver el DAB 1 h a temperatura ambienie antes de el revelado, si ¢l DAB se
llegara a oxidar demasiado, no sefvira.

CRECIMIENTO DE CELULAS Y-79 (36)

Lalinea celular Y-79 es una linea derivada de retinobiasioma humano, en la que ha sido detectada
actividad entiquecida de la PGA il. Esta linea ha sido utilizada en estudios de regulacidn de fa enzima.

SOLUCIONES

Medio RPML.. Disolver el medio en agua desionlzada, agregar 2 g por litro de bicarbonato de sodlo
(grado.cultivo), Ajustar el pH a 7.2. Filtrar por milpore (0.2 mm) y almacenar a 4°C en frasco blen
cerrado, Para utilfzarlo, agregar 15% de Suero Bovino Fetal inactivado por calor a 55°C durante 30
minutos. Agregar los antibiéticos a 1x final,

Azul de tripano.- Preparario al 0.4% en PBS, se utiliza 1:1 con células en cuitivo,

Mezcia de amibidticos 100x.- Penicilina 10,000 unidades por ml y estreptomicina 10g por ml. La
concentracién final deberd ser 100 wml y 100mg/m! respectivamente.

PROCEDIMIENTO

Toda la manipulacicn se realizd en campana de fiujo laminar,

1.- Descongelar células a 37°C por 1 6 2 minutos, Lavarlas 2 veces en un tubo de 15 mi estéril con
madio RPMI, centrifugéndolas a 1000 rpm durante 5 minutos en cadaiavado. Sacar el medio sucio
con pipela estéril.

2. Resuspender en 10 ml y sembrar en frascos de cultivo estéril. Las condiclones son 37°C y 5% de
C0,. El sembrado deberd cubrir |a totalidad de la superficie de la caje.

3. Tomar una alicuota y determinar viabilidad celular por tincién con azul de tripano 1:1.

4.- El medio se cambla 2 veces a fa semana,

CONSERVACION DE CELULAS Y-79 {96)
Este método de conservacion permite almacenar por tiempe prolongado la linea celular,

PROCEDIMIENTO

1, Cracer a fase logaritmica las céluias (cambio de medio un dia antes).

2.- Contar las células y resuspender a 3x10' células por m! de medio REMI con Dimetlisulféxido al
10%.

3.- Almacenar en tubos especiales en nitrégeno liquido,

4.- Analizar viabilidad con azul de tripano a ias 24 horas, La viabitidad debe de ser superior a 80%.
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EXTRACCION DE RNA
METODO DE CLORURO DE LITIO-UREA (106)

Este método de extraccién de RNA, tene ventajas sobre otros mélodos de extraccion en cuanto
a rapldez y calidad de la muestra (no degradacion).

SOLUCIONES

6M Urea- 3M LiCi.- Preparar con agua DEPC, Utilizar con material esleril para todo. Trabajar en
campara ¢ en mechero. Filtrar, alicuotar en ubos eslériles {50 ml). Esta soluclén no se debe
esterifizar porque precipita con caracter irreversible.

Solucién TEDS. 0.1 M Tris.HCI pH 7.5, 0.01 EDTA, 0.4 DTT y 2% SDS. Esta solucidn puede
preperarse a partir de 10s stocks de Tris 1M y EDTA 0.514, Preparar con agua DEPC, filtrar, alicuotar,
esterilizar, Ajustar volumenes con agua RNA,

PROCEDIMIENTO

1. Macerar ¢! tejido en mortero con hitrégeno liguido.

2.- Homogenlzar ( 2 min a mdx. velocidad) el tejido en solucidn de Urea-LIC!, Aprox. 15 mi/ cerebro
de rata (1.5g) 6 60 ml/ cerebro de conejo dividido en 4 partes 15 mV/ cada uno. Transferir a tubos
estérlles para centrifugaclion (8 de 15 m! en conejo y 2 por cerebro de rata).

3.- Dejar el homogenado a -20°C toda la noche,

4.~ Centrifugar 15 min a 4°C a 12,000 g. (sobrenadante DNA y proteinas).

5. Decantar con cuidado. Limpiar las paredes con solucion de Urea, Evitar que la pastilia se
despegue.

6.- Resuspender y exiraer la pastilla con solucidn TEDS + Fanol + Cloroformo, Cada pastilla de 8 ml
extraerla con una solucidn {preparar 5 min antes) de 3 ml de TEDS- 3 ml. fenol saturado - 3 ml de
Ct

7.- Hacer una segunda extraccién con Fenol-Cl (3 ml de cada uno) y otra solo con cloroformo,

8.- Precipitar con 1/10 de acetalo de sodio 3M vy 2.5 vol de etanot absofuto, Dejar foda la noche a -
70.C.

9.- Centritugar 6,000 g. a 4°C, lavar con etano! al 70% y secar al vacio.

10.-Resuspender en agua RNA (1m! un cerebro de rata y 3 ml uno de conejo). Almacenar a -70°C y
leer 2 230, 260, 280 y 320 nm.

11.-Checat en gel desnaturalizante Urea-dcido.

PRECIPITACION DE ARN CON CLORURO DE LITIO {107)
Esta precipitacion se utiliza para limpiar el ARN de ADN.
SOLUCIONES

4 M LICF10 mM EDTA. Preparar con agua DEPC. Ulilizar material esteri! para todo. Para 50 ml
disotver 8.5 g de LiCl en agua DEPC y agregar 1 ml de EDTA 0.5 M, Esterllizar,

37



PROCEDIMIENTO

1.- A la muestra resuspendida en el maximo volumen de agua ARN posible, se le agrega un volumen
de solucidn de LIiCI {concentracién final 2M LICI-S mM EDTA).

2. Dejar precipitdndo a -20°C toda fa noche, a -70°C 1 hora 6 bien en bafio de hielo seco-etanol por
20 minutos.

3, Centrifugar a 16,000 g. a 4°C por 20 min. Secar al vacio y resuspender en agua ARN,

4.- Precipitar con un décimo de NaAc 3M, por 20 min en bafo de hielo seco-etanol.

5.- Centrifugar a 16,000 g. a 4°C por 20 min, Secar al vacio y resuspender en agua ARN.

6. Checar nuevamente la relacién 260/230, En caso de guardar una relacisn cercano a 2.5, repetir el
procedimiento.

SELECCION DE RNA POLY A+ (107)

La seleccién de! RNA Poly A4, nos permite trabajar tinicamente con RNA mensaero, es declr,
aquel RNA que codifica para una protefna, Dado que se pretende construir un banco de expresién,
se considers necesaria esta seleccién de RNA.

Todas las soluciones deben de ser preparados con agua DEPC, fitrados, alicuotados y
esterilizados. Asi mismo debe de recuperarse el volumen perdido con agua RNA.

SOLUCIONES PARA OLIGO dT

Solucion de lavado (SL) .~ 2x :40 MM Tris, 1M NaCl, 2mM EDTA y 0.2% SDS.
1x : 20 mM Tris, 0.5 M NaC!, TmM EDTA y 0.1% SDS.

SL con 0.1M NaCl.- 20 mM Tris, 0.1 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.1 % SDS.
Sol. de elucion (SE) .- 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 0.05% SDS,
Sol, de reciclaje (SR).- 0.1 M NaOH 1 ml 10K NaOHA00 ml,

5mM EDTA 1mil 0.5M EDTA/ 100m|

FORMA DE PREPARADO DE SOLUCIONES:

Stock SL2x SLi1x 04MNaCl  SE
1M Tris dml 2m 2m! 1ml
5M NaCl 20ml 10ml 2mi .

0.5 MEDTA 04mi 0.2m1 02ml 0.2ml
10% SDS 2m iml iml 0.5m!

Liavar a 100 ml. cada una de las soluciones.

NOTA IMPORTANTE.- £l SDS debe de agregarse al momento de usarse porgue precipita.
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PROCEDIMIENTO:  Eficiencia: 10 mg de RNA / ml de oligo dT celulosa

1. Equilibrar a oligo dT celulosa en 5L {2 columnas).
2.- Lavar cada columna {Punta azul con fibra de vidrio estériles)con:
a) Agua RNA (5 vol. de columna)
b) SR (3 vol. de columna, no mds de 10 min en esta sol.)
) Agua RNA {8 a 10 vol. de columna)
3.« Checar que el pH sea menor a B (67).
4.- Lavar cada columna con 5 vol. de SL (sl se desea almacenar deberd de ser en esta solucién, s
se desea reciclar deberd de procederse como previamente se describid).
5.- Disolver el RNA en agua RNA (2 mg RNA en 0.5ml de Agua RNA para 0.5 m| de oligo dT celulosa),
6.- Calentar 5 min a 65°C. Agragar canlidad 1:1 de SL 2x. Dejar entriar a temp, amblente,
7.- Correr la muestra y colectar e! fluido.
8.- Calentar a 65°C el volumen colectado. Dejar enfriar a temp, ambiente.
9.- Correr la muestra, colectar el fluido.{ RNA poly A-).
10.-Lavar con 5 a 10 vo! de SL. Leer 0D a 260 cada fraccion colectada, al principio debera de diluirse
1a cantidad a leer (las primeras 2 6 3 muestras).
11.-Lavar con 4 vol de 0.1M NaCl. Leer los fluidos a 269 nm.
12.-Eluir &) poly A+ con 2 vol de SE. Guardar alicuota para lectura,
13.-Reseleccionar el Poly A+ para obtener poly A++, Utllizar la segunda columna. Repetir desde paso
6. Se agrega de nuevo SL 2x. Leer los {luidos 2 260 nm.
14.-Precipitar con 1/10 de acetato de sodio 3M pH. 5.2 y 2.5 vol. de etanol a -20°C toda la noche.
15.-Centrifugar, secar pastilla. Resuspender en agua RNA, Almacenar precipitado en etanol.

Nota.- Las lectyras tipicas deberdn ser altas al principio (SL), bajardn y posteriormente subirén un
poco con 0.1 M NaCl y volverdn a bajar,

Rendimlento.- de 2mg de RNA {otal se obtienen 120 microgramos de Poly A+ y de ahf 85 microgramos
de poly A++,

SINTESIS DE cONA (105)

Para la construceion del banco de expresion, se sinteliza cDNA a partir del ARN Poly A+
selecclonado,

39



SOLUCIONES
Preparar 10 mililitros de cada una de 1as sigulenies soluclones:

1M TrisCipH 8,22 42C

1 MKCl

18 MgCi2

1 M Tris.Acetato pH 7.8

1 M Sulfato de amonio

1 M Acetato de potasio

1 M Acetalo de magnesio

1 M DTT (tubo cellado) no esterilizar

200 mM DT

5 mg/ml BSA libre de nucleasa (almacenar a -20°C)

* Todas estas soluciones deberdn ser preparadas con agua RNA, filtradas y esterilizadas, Recuperar
volumenes perdidos por peso.

5x ATR. para 1 m). poner 0.470 m! de agua RNA, 0.250 m! 1 M Tris.Cl pH 8.2, 0.250 m! 1M KCly 0.030
ml. de 1M MgC12 en untubo eppendort estéril. Se recomienda preparar 10 ml. de fa soluclién para que
el margen de error Sea menor. Almacenat amortiguador ATR en alicuotas a -20°C,

Oligo dT.- 0.5 mgwml en amortiguador Tris-EDTA.

PROCEDIMIENTO

1. Preparar 10 microgramos de Poly A++ a concentracion de 1 mitrogramo por microlitro,

2.. Calentar el RNA en un tubo eppendort blen tapado 5 min. a 65°C y ponerio inmediatamente en
hielo.

3.- En un tubo por seperado poner en el siguiente orden:

80 microlitros agua RNA
20 - 5 mM dNTPs (500 micromotar final clu)
0 - 5x ATR {1 final)

10 - 200 mM DTT {10 mM final)
20 - 0.5 mg/m1 Oligo dT 12-18 {50 microgJmi final)
0 - (10u) RNAsin (50 wiml final)

4. Mezclar por voriex, centrifugar a baja velocidad y adicionar Ia mezcla al tubo con RNA. Agregar
20 p1 {200) Transcriptasa Reversa (concentracién final 1000 ufml o sea 1/5 200 u en 0.2 ml),
Mezclar. Remover 10 pl de 12 reaccicn a un lubo por Separado que contenga 1 ul de P* dCTP, para
seguir la reaccidn radiactiva. Dejar ambos tubos a temperatura ambiente 5 min, Dejarlos a 42°C
por 1.5 h. 6 més si es necesario (45 min.mds, determinarlo por incorporacion cada 45 min).

Nota.- |a alicuota es para determinar incorporacion.

5. Paora parar la reaccion add 1 microlitro de 0.5 M EDTA pH 8 a la reaccidn radiactiva y congelar a -

20°C.

6. Para parar la reaccion principal agragar 4 pl de 0.5 M EDTA pH 8y add, 100 microlitres de TE.
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7 Extraer con 0.3 mi de fenol, Vortex (Vx) Centrifugar a temp. amb. 1 min. para separar fases.
Translerir la fase acuosa a tubo nuevo,

B.- Extraer con 0.6 ml de CI. Separar fases.

9. Add 125 microlitros de 7.5 M de acetato de amonio a 1a fase acuosa { conc. final 2- 2.5 M) y 0.950
de etano! al 95%. Ponerlo en bafio de hielo seco efanol 1h, 6 a -70°C toda la noche.
Centrifugar a 4°C. Pastilla blanca amarillenta visible,

Nota.-Acetato de amonio remueve oligo dT y oligos cortos del sobrenadante,

10.-Remover el sobrenadante, lavar con etanol al 70% centrifugar a 4°C 3 min. remover el
sobrenadante (decantado). Secar al vacio.

11.-Resuspender en 284 microlitros de agua RNA.

Para determinar la incorporacidn, se toma una alicucta de la reacclon radiactiva y se pone en 25
1l de DNA acarreador. Se colocan 10 microlitros de esta mezcla en 2 papeles (1 cm3) whatman No.3,
Se secan perfectamente, Uno de los papeles se lava con 30 mi de TCA al 10% a 4°C'y con 30 mi. de
etano! frio a 4°C. Se seca el papel y se cuenta con liquido de centelieo P aligual que el papel que
no fué lavado, se determina porcentaje de incorporacién,

Para calcular el tamano de los cDNA sintetizados se corre un gel alcalino de la reaccién radiactiva,
No olvidar poner marcadores de peso, (PBR 322HinF 1 6 lambdaMind Ill).

SINTES|S de cDNA DOBLE CADENA

SOLUCIONES

Sx Amortiguador para segunda cadena (ASC)

5 mM B-NAD (-B0°C)

RNAsa H

DNA ligasa de E.Coll

DNA Polimerasa de E.Coll.

5x Amortiguador para T4 DNA ligasa y RNAsa A (ATA)
2 microgramos/ml ANAsa A (fibre de DNAsas)

T4 DNA polimerasa

Ribonucleasa A (libre de DNAsas). disolver RNAsa A en TE herbir 10 min. para remover DNAsas y
almacenar alicuotado a -20°C. Diluir a 2 microgramos por ml cuando se necesite,

§x ASC para 2.5 ml, 562.5 agua RNA, 0,250 ml, 1M Tris.Cl pH 7.5, 1.250 ml. 1 M KC|, 62.5 microlitros
de 1 M MgCi2, 0.125 ml 1M suffalo de amonio, 0.125 ml.1M DTT y 0.125 m). de 5 mg/m! de BSA.
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5x ATA para 2.4 ml. 0.864 ml. de agua RNA, 0.4 ml. 1M Tris.acelato pH 7.8, 0.8 ml. de 1M acetato de
potasio, 0.120 mi. 1M acetato de magnesio, 6 microlitros de 1M DTT y 0210 m). de 5 mg/m! BSA,
PROCEDIMIENTO

1.- Agragar a los 284 microlitros de RNA-¢DNA en el siguiente orden:
4 microlilres 5 mM dNTPs {50 micromol de c/u).

80 - 5x ASC
12 - 5mMB. NAD (150 mM final)
2. Vx, Adicionar;
4 - (4u) RNAsa H (10 wmt final)
4 . (20v) E.Coli DNA ligasa (50u/ml final)
10 - {100u)- - polimerasa | (250 u/ml}

Vol. final 400 microlitros.

3. Mezclar, centrifugar a baja velocidad 1omar 10 microlitros y ponerlos en tubo con 1 microlitro de
dCTP P32 {1 microCifmicrotitro).

4. Incubar 12 a 16 h. a 14°C

5.- Determinar incorporaclon con 4 microlitros, Correr gel TBE agarosa 2 %. Tefiir marcadores, Fijar
con TCA 7%. Secar. Exponer hypertilm,

6.- Extraer con 400 microlitros de fenol saturado.Separa fase acuosa, Add 200 microlitros TE, Pasar
la fase acuosa a tubo nuevo.

7. Extraer con cioroformo (800 microlitros).

8. Dividir fases acuosas en dos tubos (300 microlitros en cada uno). Add 125 microlitros a cfu de 7.5
M acetato de aminio y 50 microlitros de etano! al 95%.. Dar bafio hielo seco etano! 30 min.
Centrifugar 10 min a 4°C.

9.- Secar al vacio, Resuspender cada pastilla en 21 microlitros de agua RNA, Juntar ambas pastillas.
10.-Agregar: ({vo! final 80 microlitros)
5 ul 5mM dNTPs (310 micromolar de chu)
16 ul 5% ATA
1 u! 5 mM NAD (52 m final)
$1.-Mezclar por Vx. Centritugar para colectar y agregar:
4 ul 2mg/mi RNAsa A
2 ui{4v) RNAsa H (50 u/ml tinal)
5 ul (20u) E.Coll DNA ligasa (250u/m1)
Jul(8u) T4 DNA polimerasa (100u/ml)
12.-Mezctar, incubar 45 min a 37°C
13.-Adicionar 120 micrelitros de TE
14..Extraer fenol (200 microlitros) 2 veces y add 100 microlitros de TE. Extraer CI (600 microlitros).
15.-Precipitar con ET-OH/ Acetato de amonio.
16.-Almacenar a-70°C
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PURIFICACION DE ADN DEL FAGO LAMBDA
(PEQUENA ESCALA) (107)

La purificacion de ADN del fago lambda a pequenia escala se realiza cuando se desea corroborar
¢l patrén del fago o oblener insertos en poca cantidad.

SOLUCIONES

Solucidn SMC.- Filtrat 6 esterilizar. Para 250 ml adicionar 1.75 g (0.7%) de Na,HPO, 0.75 g {0.3%) de
KH,PO,,125 mg (0.05%) de NaCl, 250 mg (0.1%) de NH,CI, 250 ul (1 mM) de 1M MgCL, y 250 ul {0.1 mM)
de 100 mM CaCl.

Soluckén SM.- Para 100 ml disolver 2 ml de 5M NaCl, 0.20 g de Sulfato de magnesio heptahidratado,
5 ml de 1M Tris-HCI pH 7.5 y 10 mg de gelatina,

MaMosa 20%.- Disolver maltosa y fillrarla en milipore 0.22 en condiciones estériles,

MgCL, 1M .-Disolver cloruro de magnesio y esterilizar,

Tris 2M pH 7.5.- Disolver Tris, ajustar pH y esterilizar.

5M NaCl.-Disolver la sal y esteritizar,

SDS 10%.- Disolver SDS y esterilizar. Algunas veces precipita, si pasa esto calentar a 65°C. Como
opcién puede no esterilizarse si se prepara con agua especial y se callenta a 65°C por 60 min.
Solucicn TM.- 20 mM Tris pH 7.5 - 10 mM MaCl,. Para 100 ml disolver 2 mide Tris IMpH 7.5y 1ml
de MgCl, 1M, Esterilizar,

Solucion TE.» 10 mM Tris pH 7.5 - 1 mM EDTA. Para 100 ml disolver 1 mide Tris IMpH 7.5y 0.2 mi
de EDTA 0.5 M pH 8, Esterilizar,

ADNase |.-Preparar una solucion que contenga 1 mg/mi de ADNasa | en 0.15 M NaCl y 50% de
glicerol. Elagua y el glicerol usados deben sef esterilizados previamente, Alicuotar y almacenar a-
2 0,

Mm;s A-Disolver Ia ARNasa pancreatica a una concentracion de 10 mg/mi en 10 mM Tris pH 7.5
y 15 mM MaCl. Calentar a2 100°C por 15 minutos , Dejar que se enlrie a temperatura ambiente,
Alicuotar y almacenar a -20°C,

PROCEDIMIENTO

1. Cultivar celular frescas de E. Coll (¢epas usadas Y-1090, LE-392 6 XL1-Biue).

2.~ Picar una placa de lisis con palillo despuntado estéril,

3. Colocar el palillo en un tubo falcon de 50 ml estéril con 100 u! de células (0.8 0.Dy,), més 100
ul SMC,

4. Preincubar 20 min, a 37°C sin agitacién,

S.- Agregar 3 ml. de LB pH 7.5, agragar 60 u! de maltosa 20% (2% final), y 30 ul de MgCl, 1M (10 mM
final). .

6. Incubar 43°C con agitacién a 300 rpm,

7.~ Al dia siguiente sacar la muestra a un tubo estéril de 10 ml. Adicionar 50 ul de cloroformo por mi,
de medio. Vortex a mdxima  velocidad por 1 min.

8. Centrifugar a 3000 rpm por § min a Temperatura ambfente,

9.- Sacar el sobrenadante con pipeta pasteur, sin debrisado celular y poner en tubo de 10 ml.
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10.-Afadir 60 u!f de Tris 1M pH 7.5, 30 v} ADNasa | 1 mg/m! y 20 ul de ARNasa A 10 mg/ml.

11.-Agitar 15 segundos y dejar a temperatura ambiente por 15 minutos.

12.-Agilar 5 segundos, dejar en hielo 30 minutos.

13.-Agregar 300 ul de 5M NaCl (0.5M final) y 300 mg de PEG,,, (10% final).

14.-Dejar en hielo 3 horas.

15.-Centrifugar a 3000 rpm por 10 min a 4°C.

16.-Resuspender el precipitado en 400 vl de solucidn TM y pasar a tubo eppendord,

17.-Aadir 600 ul de cleroformo, Vortex @ médxima velocidad.

18.-Centrifugar a 3000 rpm por 10 min a 4°C. Tomar el scbrenadante y ponerio en tubo nuevo,

19.-Agregar 20 ul 5M NaCl (0.25M final), 16 ul de 0.5M EDTA pH 8 (0.2M final) y 12 ul de SDS 10%
{0.3% final).

20.-Agitar manualmente por 2 min.

21..Extraer feno! cloroformo 1:1 y cloroformo.

22.-Centrifugar 14,000 rpm 15 min a 4°C.

23.+Precipitar 1a fase dcuosa con 2 volimenas de etanol frio, toda 1a noche a -20°C.

24.-Centrifugar @ maxima velocidad a 4°C. Secar pastilla,

25.-Resuspender en 50 ul de TE. Almacenar a 4°C.

PURIFICACION DE ADN DEL FAGO LAMBDA
(GRAN ESCALAK107)

La purificacién & gran escala de ADN def fago lamda se realiza cuando se desea amplificar el
vector u oblener una ciona en mucha cantidad.

SOLUCIONES

CsCl densidad 1.3.- disolver 3.124 g de CsCl en 6.876 m! de agua es'eril bidestilada,
CsCt densidad 1.5 disolver 4.541 g de CsCl en 5,458 m! de agua bidestilada esteril,
CsCi densidad 1.7.- disoiver 5,624 g de CsCl en 4,376 ml de agua bidestilada esteril,

PROCEDIMIENTO

1.- Infectar 1 m1 de cullivo en fase estacionaria de células de E. Coli (XL1-Blue) con 0.3 m! de lisado
primario con un titulo de entre 1x10° a 1x10° placas por ul {entre 10™ y 10" final).

2. Incubar a 37°C por 10 minutos.

3.- Inpcular con lo anterlor 1:1 de medio LB-10 mM MgCl, e Imcubar a 37°C con agitacién 200 rpm por
toda la noche.

4.- Agregar 1 ml de cloroformo y agitar 10 min mas a 37°C con 200 rpm,

§.- Centrifugar a 7000 rpm en rotor JA-10 2 4°C por 20 minutos,lomar el sobrenadante,

6.- Afiadir 100 g de PEG,,, ¥ 42.8 g de NaCl. Disolver gentilmente.

7.- Mantener en hielo (4°C) por 3 horas.
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8.- Centrifugar a 7000 rpm a 4°C durante 20 min en JA-10,

9. Descartar el sobrenadante,

10.-Resuspender los fagos en 5 m! de solucion TI que contenga 100 vl de ADNasa | (100 ug total)
y 50 u! de ARNasa A (500 g total), ayudarse con pipeta pasteur,

11.-Extraer un par de veces con igual volumen de cloreformo para eliminar e} PEG,

12-Centrifugar a 7000 rpm 10 min en JA-20 en tubes de polypropileno de 15 ml,

13.-Hacer un gradiente discontinuo de CsCl1al como se Indica, Hacerlo con cuidado para no romper
el gradiente, montarlo con pipela pasteur larga.

Muestra

Solucion TM

2 mt de CsCl densidad 1.2

2 m| de CsC! densidad 1.5

1.5 ml de CsCl densidad 1.7

14.-Ultracentrifigar durante 90 minutos a 15°C en rotor SW-40 i a 36000 rpm.

15.-Tomar por puncion (con fondo nearo) con una jeringa la banda de los fagos, Por o reqular
aparece entre |a interfase de las densidades de 1.5y 1.3,

16.-Dializar contra 2 | de solucin TH por 3 horas a Temp. Ambiente 6 a 4°C por toda la noche,

17.-Afiadir 1 décimo de volumen de 5M NaCl, 1 centésimo del volumen de 20% SDS y ilevar 2 10 mM
de EDTA.

18.-Extraer fenolicloroformo-isoamilico. Centrifugar a 7000 tpm 4°C por 5 min en JA.20.

19.-Tomar fase acuosa y extraer con cloroformo-isoamilico en las mismas condiciones.

20.-Precipitar con 2 volumenes de etanol, Al formarse la malla separar del resto por decantacién con
mucho cuidado. Lavar con elanol 70%. Secar al vacio,

21-Resuspender en 1 ml de TE, No forzar resuspender,

22.-Valorar cantidad y calidad de ADN. Correr gel Agarosa 1% TBE. Leer 0D, .

PREPARACION DEL VECTOR PARA CLONACION (105, 107)

PROCEDIMIENTO

1.- Una vez que se dispone del fago puro se prueba su palrén de restriccion, En este caso nosolros
probamos la restriccion de 0.5 vg de ADN de fago con 2 u de Eco-R!, $ma-1 6 Bam-HI. Las
digestiones fueron corridas para analizar su patron eleciroforético con respecto a un marcador de
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peso molecular, en un gel 1% de Agarosa/Amorliguador Boyer's (ver prolocolo).  Los
fragmentos generados son: Eco-Ri 40.82 kb, Bam-HI 32.39, 6.5 y 0.9 kb y Sma-! 28, 8.3 y 4.6 {ver
mapa de restriccién).

2. Posteriormente se digiere el vector con Eco-RI: 20 ug de ZAP Il con 2000 de enzima para una
reaccion final de 209 ul; incubar 30 minutos a 37°C, poner en hielo y checar la digestion en gel
1% de agarosa/Amortiguador Boyer's,

3.- Una vez checada la digestion, subir a 300 vl con TE y extraer fenol/cloroformo-iscamitico y
cloroformo-isoamilico,

4. Precipitar con 2 voldmenes de etanol y 1/10 3M atetato de sodio pH 7 20 minutos en bafio de hielo
seco-efanol. Lavar la pastilla con etanol al 70%.

5. Cenlrifugar, decantar y secar al vacio. Resuspender el TE & 0.1 ug por ul.

6. Montar la reaccion de fosfatasa alcalina como sigue: 80 ul de DNA de vector, 10 ul de
amortiguador CIAP, 8 ul de agua y 1 u} (24 u) de CIAP, incubar 60 minutos a 37°C.

7. Parar reaccién con 1 ul de EDTA 0.5M y calentar th a 63°C,

8. Extraer fenol/Cl y Cl

9. Precipitar con atetato de sodio y 2 volimenes de etanol,

10-Lavar pastilla con etanol al 70%. Recentrifugar y decantar, Secar al vacio. Resuspender en TE a
0.5 uglul (16 ul).

11.-Para checar, ligar 0.5 ug de ZAP foslorilado y defosforilado. Empaquelar y titular, El segundo
reducird la ligacion y la eficlencia de empaquetamienio por 2 6 3 ordenes de magniud.
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MAPA DE RESTRICCION DEL FAGO LAMDA ZAP Il

PREPARACION DE ADAPTADORES (105, 107)

Para la clonacién de utilizaran adaptadores con varios sitios de restriccion, que serdn pegados
al cDNA para su posterior iniroduccion al vector.
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PROCEDIMIENTO
1. Los oligonucledtides sinléticos de 20 y 24 nucledtidos (20dmero y 248mero) fueron purificados
por Electroforesls en gel de Acrilamida al 20%/8M urea/TBE (ver téenica),
2 La banda correspondiente fué observada en UV shadowing y corlada para su elucion en ¥ ml de
agua especial toda la noche 6 3 h a 37°C en un tubo eppendorf.
3. Purificar por columna de SEPACK de la siguiente manera:
a).»Lavar la columna con 10 ml de acelonilrilo
b).Lavar la columna con 10 ml de agua
¢)-Pasar cada oligo por separade (30-40 ug)
d).-Lavar con 3 ml de agua especial (se eluye la urea)
e).-Eluir el oligo con 3 m! de acelonitrilo 50% {usar agua especial).
f).-Secar al vacio.
4.- Como se eluye el colorante, lavar 3 veces con etanol. Centrifugar en cadalavado a 16,000 rpm 4°C
y decantar.
5.- Secar el etanol remanente y resuspender a 1 ug/ul cada uno de los oligos.
6.« Calcular Jas nanomolas existentes de cada uno de {os oligos. Del 20dmero 1nmol-6.6 ug y del
24dmero 1nmol-7.9 ug,
7.- Para el apareamiento, poner 2 nmolas de cada oligo, en tubo eppendorf. Llevar a 50 ul con TE,
8.- Calentar 10 min a 65°C, dejende enfriar a temperatura amblente por 30 minutos. El adaptador esté
ahora a 40 pmolas/ul, esto es 0.58 ug/ul.
9.. Para comprobar que ef adaptader estaba bien realizado, se procedié a marcar radiactivamente
mediante Kinacion:
2 ul {1 ug 6 80 picomolas) del adaptador
4 ul agua especial
1 ul de amortiguador de Kinasa 10x
1.5 ul (100 uCi) gama ATP P¥
1.5 ul Kinasa (15 u)
10.-Ingubar a 37°C por 2 hotas,
11.-Determinar incorporacion alos 90 min {ver protocelo). En promedio las incorporaciones obtenidas
oscilaban entre un 20y 30 % de incorporation,
12.-Llevar 2 300 ul con TE e inactivar Kinasa por extraccion fenolicloroformo.
13.-Precipitar con 125 ul de acetato de amonio 7.5M y 950 ul de etanol al 85%. Baiio hielo seco etanol
por 20 min. Centrifugar 4°C por 15 min a 16,000 rpm. Secar a vacio, Resuspenderen 10  ulde
IE.
14.-Se verificar ahora los patrones de restriccion. Se Incuban a 37°C por 3 horas las siguentes
reacciones:
Ligacion Kinado/Bam HI
Agua 2ul Agua 7ul
Adapladores 4ul {32 pmolas) Adaptador/kinado 1 ul (8 pmolas)
Amortiguador ligasa 10x 1 ul Amortiguador Bam H) 10x 1 ul
10 mM ATP 1 ul (1 mM final) Enzima Bam HI 1 ul (10 u)
T4 DNA ligasa 2 ul (2 u)
Nota.. Inactivar ligasa
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LigadofEco-Rl LigadofBam HI
Agua Tul Agua Tul
Adap-ligado 1 1 (3 pmolas) Adap-ligade 1 ul (3 pmolas)
Amortiguator Eco-RI 10x Tul Amortiguador Bam HI 10x 1 ul
Enzima Eco-RI 1 vl {10 u) Enzima Bam Hl 1 ul {10 u)

15.-Si los fragmentos esperados son los que 2 conlinuacién se menclonan, el adaptador estd bien,
Estos son valorados en un gel de acrllamida 20%/8M urea/TBE que es expuesto a

autorradiografia.

Reaccion Oligonucledtidos originados
Adaptador Xinado ... 204 ¥ 244
Kinado digerido Bam Hi , 84,12+ y 16 nt,
Kinado y Ligado..... 444, 244 y 20+ il
Ligado digerido Eco RI.. 20+ y 244 nt.
Ligado digerido Bam Hl.........12+, 16y 16+ nt.

+ Indica que es visible en autorradiograma.

£oRI Somkil Kpnl Heol
HO |aa  TTC A3 |84T €06 ST ACE ATE 6
Je cic cia gsc cka Tee TAC|C oK

Secuencio  Phe Giv Asp Pro Gly Thr  Met
Lminoocidieo

ADAPTADOR UTILIZADO
(Disefiado por Amershamy
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CONSTRUCCION DEL BANCO DE EXPRESION
CLONACION (107)

I LIGACION DE ADAPTADORES
PROCEDIMIENTO

1.- Descongelar e! amortiguador de la T4 ADN ligasa, el agua especial y los adaptadores a 4°C,
2. Se Incuban a 15°C de 16 a 20 horas las sigulentes reacciones:

ADNc Control (extremos rasurados)
ADN 4 ul {1 ug) 0.5 ul {0.5 ug)
Agua especial 2l 2.5ul
Amortiguador 10x 2 ul 10l

Adaptador 5 ul (200 pmotas} 2.5 ul {100 pmolas)

ATP 10 mM 2 ul (1 mM final) 1 ul {1 mM final)

T4 ADN ligasa 5 ul (10 u) 25ul{5u)
3.-Parar Ia reaccidn con 1 ul de 0.5 M EDTA,

Il ELIMINACION DE ADAPTADORES POR COLUMNA SEPHAROSA CL-4B

PROCEDIMIENTO

1.» Degasar la sefarcsa CL-4B. Saturar con solucion amortiguadora para la columna a temperatura
amblente,

2.- Lavar la columna con agua bidestilada y posterlormente con fa solucidn amortiguadora, Montar
la columna sin dejar burbujas de aire atrapadas.

3.- Lavar la columna con 2 volumenes de soluclén amortiguadora.

4.- Pasar la muestra en un volumen pequefio (no mds de 50 ul). Esperar a que la muestra entre a fa
columna,

5. Pasar primero 100 ul de amorliguador y posteriormenle lode el volomen gue sea necesario, para
colectar 20 « 25 fracclones,

6.- Las tracciones deberan ser colectadas en tubos eppendor, de 3 en 3 gotas (sproximadamente 250
ul cada una),

7.- Cantar 2 ul de cada fraccién, poniendolos a secar en papel Whatman, Un pico debe de aparecer
entre las fracciones 6y 12,

8.- Juntar la primer mitad del pico y precipitar con 2.5 vel. de efanol {no agregar mds sal).

9.- Precipitar ef resto de las fraccionss, juntandolas en grupos de 6.

10.-Resuspender en 50 ul de TE cada grupo de fracciones.

11.-Contar 1 ul de cada fraccidn y correr junto con marcadores, un gel de agarosa 1% TBE y otro de

20% acrilamida/8M Urea/TBE. Exponer el tiempo necesario 2 un film Kodak. Revelar,
Debe de comprobarse que en la fraccion que contiene el ADNc no hay adaptadores.
Nota.- Cuando la muestra no esté marcada el gel se corre posterior a el marcaje de la muestra,
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Hil-MARCAJE DEL DNAc : KINACION (105}

PROCEDIMIENTO
1. Se disponen las siguentes reacciones:

ADNc Control
Muestra 50 ul 50 uf
Solucidn TE 10ui 10ul
Amortiguador kinasa 10x 8ul Bul
T4 Polinucledtido Kinasa 10 ul (100u) 10 ul (100U}
Gama ATP P* 100 uCi 2ul 2ul

2.~ Incubar a 37°C 30 minuios.

3.- Determinar Incorporacidn {alrededor de 25%)

4.+ Agragar 8 yl de 100 mM ATP frio para una concentracidn final de 10 mM,

§.- Incubar 10 minutos mds a la misma temperatura,

6.- Extraer Fenol/Cloroformo

7. Lievar a 300 ul con TE y precipitar con 125 ul de acetato de amonio 7.5 M y 950 ul de etanol al
95%.

8.- Baho hielo secofetanol 15 minutos. Centrifugar 4°C a 16,000 rpm por 15 min.

9.- Secar ¥ resuspender en 300 ul. Repetir precipitacidn con acetato de amonio. Resuspender en
solucidn TE. .

10.-Precipitar ahora con un décimo de acetato de sodio 3M y 2,5 volimenes de etanol,

11.-Lavar la pastilla con etano! al 70%.

12.Centrifugar, decantar y secar al vacio. Resuspender en TE a 50 ng/ul {20 ul),

13.-Para checar el marcaje y la presencia de adaptadores, se diglere la muestra y ¢l control (2 ul de
¢/u) con 10 u de Bam-H) por 3 horas a 37 °C.

14.-Carrer un gel de agarosa 1% TBE y otro de actilamida 20%/8M Urea/TBE. Correr en ambos geles,
marcadores, marca libre diluida, cDNA y control digeridos y sin digetir.

15-Exponer geles a pelicula Kodak. Revelar.
No deben de existir adaptadores y la muestra no debe de estar dafiada,
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Viil.- RESULTADOS
Como so discuti6 en la estrategia experimentat, 105 resultados se presentan en 2 partes, la primera
de ellas corresponde 2 la caracterizacion del anticuerpo contra 1a PGA il y en Ia sequnda parte se
muestran los avances alcanzados para la construccion del banco de expresion,

CARACTERIZACION DEL ANTICUERPO CONTRA LA PGA Il

El anticuerpo a caracterizar, fué producide en cuyo (Cavia porcellus), contra la PGA |l de conejo
(Orlctolages coniculus)(103). Como dicha enzima es una proleina membranal (82), distribuida
heterogéneamente en el cerebro de mamiferos (94), se trabajé con extractos crudos de cerebro total,
Debido a que ha sido posible detectar el enriquecimiento de la actlvidad de PGA |l en fracciones
membranales oblenidas por dos diferenles mélodos (95, 104), se decidié realizar la
Inmunoprecipitacidn de dicha fracciones para correlacionar el enriguecimiento de la actividad
enzimética con la proteina inmunodetectada,

INMUNCPRECIPITACION DE EXTRACTOS CRUDOS DE CEREBRO DE CONEJO.- Se realizaron
inmunoprecipitaciones de las fracciones total {FT) y membranal (FM) de cerebro de conejo, obtenidas
de acuerdo al método de Wilk et al (104). Con el objelo de probar si el anticuerpo reconocia de igual
manera la proteina unida a membrana, que la liberada por tripsinizacion ligera (104), las fracciones
antes mencionadas, fueron a su vez iripsinizadas por una hora a 37°C. Cabe mencionar que fug
importanle realizar el paso de ¥rlpsinizacion, ya que el anticuerpo fué generado con una preparacion
de PGA Il cuya purificacién contemplé un paso de tripsinizacion ligera, para liberar a la enzima de
la membrana, Los resultados muesiran que dos protelnas de 45y 34 Kd se encuentran enriquecidas
en la FM, 1a cual, a! ser ripsinizada y posteriormente reveladas, no se defectan las protelnas antes
reconocidas por el anticuerpo en 1a FM (FIGURA R1 A). En la tripisinizacidn de la FT, por ei contrario,
pueden observarse ambas proteinas, aungue !a senal se encuentra empobrecida,

Para verificar este resultado y correlacionar e! enriquecimiento de 1a actividad enzimatica con la
o las proteinas detectadas, extractos crudos de cerebro de conejo fueron fracclonados de acuerdo
a los métodos Wilk et al y Charli et al, Las fracciones oblenidas: soluble (FS} y membranal (FM) por
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el primer método y tolal (F1T), membranal 2 (F2M), 1otal 3 {F3T), soluble 4 (F4S} y membranal 5 (F5M}
por el segundo método, fueron inmunoprecipitadas con el anticuerpo contra la PGA 1), Los resultados
muestran proleinas de 45 y 48 kd enriquecidas en las fracciones membranales obtenidas por ambos
mélodes {ver FIGURA R1 B y TABLA Ri); la actividad enzimdtica tamblén se enriquece en estas
mismas fracciones (Ver TABLA R2).

Los trabajos en donde el anticuerpo fué ulilizado (103, 109), reportan que éste reconoce una
proteina de 48 Kd. Debido a que en nuestros experimentos detectabamos méas de una proteina, se
decldic recurrir al "western blot” para verificar los resultados. Por otro lado, esta prueba, al igual que
el rastreo del banco de expresidn, es realizado sobre nitrocelulosa; esto permitid ensayar el
funcionamiento del anticuerpo en este soporte (110). La inmunodeteccién se tlevé a cabo, también
con cerebro de rata (Ralus norvegicus), para probar la especlificidad del anticuerpo; si éste llegara
a reconocer a Ja PGA il de rata, podria ser utllizado en estudios que se realizaran con esta especie,

WESTERN BLOT DE EXTRACTOS CRUDOS DE CEREBRO DE CONEJO Y RATA.- Las
inmunodetecciones se realizaron con extractos crudos de cerebro de conejo y rata, utilizando rifidn
y pancreas de rala como controles negativos {organos sin actividad de PGA If). Las fracciones
membranales y tolales obtenidas por el mélodo de Wilk et al, fueron cotridas en PAGE-SDS,
transferidas a nitrocelulosa e Incubadas con el anticuerpo contra la PGA Il Se observd
predominantemente una proteina de 48 kd en la FT de cerebro de conejo, mientras que la FM de este
mismo tejido no se observa ninguna proteina. En cerebro de rata solo es posibie detectar en la FT
una banda de 48 Kd. En rifion de rata se observan en ambas fracciones una banda de 20 Kd, que se
enriquece en la FM. En péncreas de rata se delectaron proleinas de 48 y 45 kd. Ver FIGURA R2 y

TABLA R1. ’

Por otro lado, fué posible detectar el enriquecimiento de la actividad de la PGA Il en las FM de
cerebro de rata y conejo (TABLA R2),

Pese & la contradiccion de que el enriquecimlento de la senal en las fracciones totales de cerebro
de rata y conejo, no correspondian con el enriquecimienio de [a actividad enzimalica en las
fracclones membranales, el dato més relevante era el reconocimiento de protelnas enriquecidas en
fraceiones membranales de tejidos en donde la attividad de PGA Il es despreciable o nula (rinén y
péncreas). Este resultado nos llevé a realizar un "western blot* con células Y-79 y bulbo olfatorio,
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FIGURA R1.- IMUNOPRECIPITACION DE EXTRACTOS CRUDOS DE CEREBRO DE CONEJO. A) 100
ug de proleinas de fraccidn membranal (FM), fotal (FT), membranal tripsinizada (FMT) y fotal
tripsinizada (FTT), fueron Incubadas con el anticuerpo conira la PGA Ii y precipitadas con proteina
A-Sepharosa, E! contro! {C), 0 cero absolute, fué realizado en fas mismas condicionas, pero sin
tejido. 8) Se observan las Inmunoprecipitaciones de las fracciones soluble (FS) y membranal (FM)
obtenidas de cerebro de conejo de acuerdo al método de Wilk et al (104), as( como las fracciones
total (F1T), membranal 2 (F2M), soluble 3 {F3S), soluble 4 (F4S) y membranal 5 (F5M) oblenidas por
¢l método de Charli et al (95). C - cero absoluto, RR - rifién de rata, BSA - albiimina sérica bovina, CP
«cadena pesada del anticuerpo, CL - cadena ngradel anlicuerpo, las flechas sefialan las proteinas
detectadas.
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dado el enriquecimiento de actividad enzimatica que ha sido reportado (95, 96), para esta linea celular
y tejido respectivamente y por que la caracterlzacidn del anticuerpo fué realizado en la linea Y.79
(103).

WESTERN BLOT DE CELULAS Y-79 Y BULBO OLFATORIO.- Se fracclonaron A} células Y-79 y B)
bulbo oifatorio de conejo, de acuerdo al método Charli et al (35), slendo posible delectar en Y-79 y
Bulbo olfatorio protelnas de 45 y 48 Kd que no se enriquecian en fa fraccidn 5 membranal (F5M), slno
que presentaban un enriquecimiento en a fraccion 4 soluble (F4S). C}Adiclonalmente se fraccionaron
células Y-79 de acuerdo al método Wilk et al (104). Se observo un enriguecimiento de las proteinas
de 45y 46 Kd en la fraccln soluble, (Ver FIGURA R y TABLA R1),

No se detectd actividad de PGA 1l en la linea celular Y-79, pero sl un enriquecimiento de Ja
actividad de esta enzima, en [a fraccién membranal de bulbo olatorio (FSM).

Finalmente se decidid seleccionar la o Jas proleinas detectadas por el anticuerpo, mediante uny
cromatografia de afinidad, para confirmar resultados y llegar a concluir sobre ellos.

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD DE PGA I1.- Se realizé una cromalografia de afinidad para la PGA
1y se pasaron por la columna extraclos crudos de cerebro de conejo y rindn de rata. La columna
pudo selsccionar una proteina de 45 Kd en cerebro de congjo y una adicional de 20 Kd en rindn de
rata (ver FIGURA R6). No fué posible detectar actividad de PGA Il en ¢! eluido de la columna, pero
si en Ia muestra, previo al paso por la columna, debido a que la actividad de la enzima fué afectada
con el amortiguador de elucion, Ver TABLAS R1y R2.
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FIGURA R2,- WESTERN BLOT DE EXTRACTOS CRUDOS DE CEREBRO DE CONEJO Y RATA.- A) 100
ug de proteinas de tejidos de conejo y rala fuercn corrides en PAGE-SDS, B) y transferidos e
inmunodetectados con el anticuerpo contra [a PGA I (dilucidn 1:1000). Fracciones tolal y membranal
de cerebro de conejo (TCC y MCC), total y membranal de cerebro de rata (TCR y MCR), conlrolas de
rinén (TRR y MRR) y pancreas (TPR y MPR) de rata. Las flechas indican las proteinas detectadas.
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FIGURA R3.- WESTERN BLOT DE CELULAS Y.79 Y BULBO OLFATORIO .- A) Células Y-79 y B) bulbo
olfatorio fueron fraccionados de acuerdo al método Charil el al, La figura muestra las fracclones 1
totat (F17), 2 membranal (F2M), 3 soluble {F3S), 4 soluble (F4S) y 5 membranal (F5M) de estos dos
tefidos Inmunodetectados con el anticuerpo contra la PGA (I, C) Células Y-79 fueron tamblén
fraccionadas {fraccionas soluble y membranal), por el método Witk et al. e inmunodetectadas con el
anticuerpo contra la PGA 1l. Las flechas sefiatan las proteinas detectadas.
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FIGURA R4.- CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD DE PGA Il.- 100 pl de PAS 4c LB se unleron a
aproximadamenie 400 ng de IgG anli PGA I y posteriormente se incub6 con 5 mg do tejido. Se
observa que en cerebro de conejo (CC) se reconoce una proleina de 45 Kd y en rindn de rata (RR)
adlcionalmente es reconocida una protelna de 20 Kd.

TECNICA TEJDO PROTEINAS RECONOCIDAS ACTIVIDAD DE PGA Il
FT FM FS FT FM FS
INMUNO cc 48,45 4845 4845 t e d
PRECIPITA + ofras
CION
WESTERN ol 8 - nd . ¢ " nod
CR 48 - nd ¢t * nd
AR 20 20+ nd - <« nd
PR 48,45 4845 nd - - nd
Y-79 48,45 4845 48,45+ -+ nd
BOC 48,45 4845 48,45+ L .
CROMATO cc M nd nd * nd nd
GRAFIA DE RR 4520 nd nd = nd nd
AFINIDAD .
%Wﬁmﬁ%mmmm

Fl':lraccié}n total, FM=fracclén membranal, FS=fraccidn soluble, cc-zcerebro de conejo, cn=ceubr;)
de rala, RR=rifién de rata, PR=pdncreas de rala, Y-79 =linea celular, BOC=bulbo olfatorlo de conejo,
nd=nodeterminado, -=no existe, *=existe actividad, **=actividad enriquecida, +=proteina enriquecida.
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TEJIDO FRACCION TOTAL | FRACCION MEMBRANAL | FRACCION SOLUBLE
CEREBRO DE 3.56 86 Nd
CONEJO
CEREBRO DE 382 107 Nd
RATA
RINON DE RATA 0.005 0.02 Nd
PANCREAS DE <0.001 <0.001 Nd
RATA
Y-79 0.058 0.082 0.005
BULBO 69 186 Nd
OLFATORIO DE
CONEJO

TABLA R2- ACTIVIDAD DE PGA Il (método en referencia 95) EN DIVERSOS TEJIDOS Y LINEA
CELULAR Y-70.- La actividad especifica es reportada como picomoles de His-Pro-NH./min/mg de
proteina,

AVANCES EN LA CONSTRUCCION DEL BANCO DE EXPRESION

Para la construccion del banco de expresion, primero se obtuvo ARN de cerebro de congjo (1 mg

de ARN total por gramo de tejido), posteriormente se selecciond ARN poly adenitado (85 11g de ARN
poly A++ pot cada 2 mg de RNA total), que sirvi6 para sintetizar el ADN complamentario (ADNc).

SINTESIS DEL ADNc.- Se purlicd ARN total de cerebro de conejo, por et mélodo de cloruro de litio-
urea, del cual, se selecciond ARN poli-adenilado, mediante una columna de oligo-dT celulosa
(FIGURA R5 A}, A partir de este ARN poly-A, se sintetizaron 2 primera y la segunda cadena del ADNe,

utilizando dos opciones como iniciadores: ofigo dT (primer cadena 2.6 j1g de cDNAJS pg de ARN poly
A+ y segunda cadena 2.3 g de cDNA/2.6 1g de cDNA cadena sencilla) ¢ un hexdnucledtido que se
une al azar al templado (primer cedena 1.1 pg de cDNA/S ug de ARN poly A+ y segunda cadena 1.1
g de cDNA/1.1 ng de cONA cadena sencilla), lograndose ADNc promedic de 4.4 kb con el primero
y de 3 Kb con el sequndo {ver FIGURA RS B).
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Posterlormente, el vector de expresicn lamda ZAP I}, se puriicd y preparé para |a clonacién. Se
realizaron ademds, las pruebas necesarias para confirmar la funcionalidad de! mismo.

PREPARACION DEL VECTOR DE CLONACION. El vector de clonacién (lambda Zap 1), fué
amplificado, purificado y corroborado su patrén de restriccién (FIGURA R6-A).

Por otro lado, se realizaron pruebas de digestion del vector, utillzando Ja enzima de restriccién
Eco-Rl, asi como de defosforilacion del mismo. Se comprobé que Zap Il era capaz de ser ligado y
generar e} 100% de placas azules en Ja infeccion de la cepa XL1-Blue. Por el contrario, €1 veclor
defostorilado no era capaz de ser ligado y por o tanto, perdia su capacidad de infeccién (FIGURA
Ré B).

Para |a ligacién del ADNc al vector, se utllizarfa un adaptador, que fué disefiado por Amersham
y reproducido en nuestro institulo,

SINTESIS DEL ADAPTADOR. El adaptador fué sintetizado por la Unidad de Sintesis de
oligonucledtidos del Instituto de Biotecnologia UNAM. La purificacidn y corroboracién del patron de
restriccion se realizd en geles de Acrilamida 20%/8M Urea {datos no mostrados).

Una vez que el adaptador es unido al ADNc, se elimina el exceso de adaptadores, para que no

Interfieran en la ligacién del ADNe al vector, Para este fin, se estandariz6 una columna de exclusién
molecular.
CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR PARA SEPARAR cDNA DEL ADAPTADOR.- La
columna se preparé con Sepharosa CL-4B (Pharmatia). €l fraccionamiento permite delimiar que
previo a la fraccion 22 (aproximadamente 200 ul c/u) son excluidos ADN mayores a 1 Kby que apartir
de la fraceidn 24 aparece el adaptador (ver FIGURA R7 Ay B).

Los pasos posteriores conlemplan la ligacién al vector, el empaguetamiento, la titulacidn y la
expresion del banco de ADNC, El rastreo del banco aguardard hasta el momenio en que se disponga
de una buena sonda.
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FIGURA R5.. SINTESIS DEL ADNc.- La figura muestra A) el ARN poly-A seleccionado del ARN
purlficado por el método de cloruro de Iitio-urea y B) la primera y la segunda cadena del ADNc
sintetizado ulllizando como Inicladores, oligo dT o un hexanucledtido que se une al azar al templado.
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FIGURA R6,- PREPARACION DEL VECTOR DE CLONACION. La parte A, muestra alfago lambda Zap
1l sin digerir (a) ¥ b) digerico con Eco-RI (22 y 18 Kb},c) Bam-HI (6.5, 11.3 y 22 Kb} y d) Sma- (4.6, 5.9,
8.2 y 22 Kb). La parte B muesira el vector digerido con Eco-R! (a); digerido con Eco-R1 y ligado (b);
digerido con Eco-Ri y defosforilado (c); y digerido con Eco-Rl, defosforilado y ligado (d). Geles
Boyer's/1% Agarosa.
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FIGURA R7.- ELIMINACION DEL ADAPTADOR- Columna de Sepharosa CL-4B. La columnafué laveda
con solucidn TE y las fracclones colectadas con el mismo amortiguador, A) Fracciones que contienen
ADN de mds de 1 Kb, gel agarosa 1%/ TBE, teiildo con bromuro de elidio, B) Fracclones que
contienen el adaptador, gel de acrilamida 20%/8M Urea, exposicidn autorradiografica por 1h a-70°C.
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DISCUSION

Los resultados de la caracterizacion del anticuerpo, indican que ésfe reconoce por fo menos 3
proteinas: una de 45 Kd y otra de 48 Kd delettadas por Inmunoprecipitacidn y western de cerebro
de conejo, cerebro de rata, sinaptosomas de cerebro de conejo {datos no mostrados), buibo oltatoria
de conejo y de la linea celular Y-79; y una tercer proleina de 20 Kd es reconocida por el anticuerpo
en rifidn de rata, por medio de western y columna de afinidad.

Otras proteinas que son reconocidas en las inmunoprecipitaciones (34 Kd, 80 Kd, y mayores), no
son reconocidas por western; sin embargo, no necesarlamente se trala &e un reconocimienio
especifico por parte def anticuerpo; consiteramos la posibliidad de una precipitacién inespecifica,
ocasionada por el arrastre de proteinas asocladas a las protelnas reconocidas especiticamente. Por
olro lado, es factible, que existan mejores condiciones para el reconocimiento de epitopes en
soluelon, que de epltopes unidos a ta membrana de nitroceluiosa, puesto que en este itimo caso,
se establece una interaccidn entre Ia proteina y 1a membrana, que podria afectar el reconocimiento
por parle def anticuerpo.

Con respecto a la actividad de 1a PGA I de 135 muestras analizatas, al enriquecimiento de dicha
actividad, no correspondic con el enriguecimiento de Ja seial en las Inmunodeteccionas. Esto qulere
decir que las proteinas deteciadas, no guardan relacién con Ia PGA U, puesio que no exisle
correlacién con la actividad de la enzima. En e} unico caso que parecen cotrefacionar los
enriquecimientos de actividad con presencia de la proteina reportada de 48 Kd, es en fa
Inmunoprecipiacion de cerebro de conejo, sin embargo, también se observa el enriquecimiento de
otras proteinas, que no guardan relacién con el peso molscular repontade para fa enzima (103), Se
establece por lo 1anto, gue el anticuerpo estd reconociendo mds de una proteina, lo cual nos hace
descartar la posibiidad de utilizar dicho anticuerpo como sonda para el rastreo del banco de
expresidn, puesto que ademds, no hay evidencia de que alguna de estas proteinas sea ia PGA Il,

Es de vital importancia destacar, que en los trabajos en donde se utilizd ef anticuerpo para
estudlar la regulacion de 1a PGA I (103, 109), se puede apfeciar una Seguhda banda de
aproximadamenie 45 Kd ( 1a primera es de 48 Kd), que fué ignorada en fa discusién. Ambas bandas
son las mismas que hemos detectado enla linea ceiular ¥-79, Bulbo oltalorie de conejo v cerebro de
conejo.
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Para poder rastrear el banco con otra sonda, ademds del anlicuerpo, existe 1a posibiiidad de
utilizar un ologonuctedtido sintético deducido de la secuencia primaria de la enzima, por 1o cual se
intentd secuenciar la proleina (trabajo del Dr Wilk). En uno de os intentos, 1ué secuenclada una parte
de ia Creatinin Kinasa, que se co-purificé con fa PGA 1l (111}, a través del mismo mélodo que se
Wilizd para purificar ta PGA Il con la que se realizara el anticuerpo, Este hecho nos permite sugerir
{a posibilidad de que el anticuerpo reconoce a la Creatinin Kinasa, aungue los pesos moleculares
detectados en nuestros experimentos, no correspondan con los reportados para esta enzima (dimero
formado de monomeros de 41 Kd), no descartamos a posibitidad de gue las proteinas adicionales
que fueron detectadas, correspondan a algunas de las isoformas (112, 13} de dicha enzima 6 a
proteinas relacionadas a ella.

Por otro fado resulta dificil comprender como es que un anticuerpo policlonal, no afecta la
actividad de la PGA Il cuando se encuentra unido a la enzima (111), ya que, es muy alta la
probabilidad de que un anticuerpo de esta naturaleza reconozca un gran porcentaje de los epitopes
de ia proteina; sin embargo, es posible aunque muy poco probable, que el sitio activo de la enzima
se encuenire en el Interior de '2 molécula, y por lo tanlo protegido. Todo esto junto con los
resultados mencionados anteriormente refuerzana idea de que el anticuerpo no estd dirigido contra
la PGA i,

La hipdlesls de que Ia enzima membranal (PGA il) se origina de! mismo gen que la enzima soluble
(Tiroliberinasa), sigue siende un modelo atractivo de estudio. Reportes previos (103, 104) indican que
la protectisis ligera no afecta la actividad de 1a PGA 1 liberada, con to cual podemos deducir que su
dominlo de anclaje podria ser independiente de! dominio activo. Este hecho nos lieva a proponer la
hipotesis, de que ambas enzimas pedrian ser generadas por el mismo gen, a través de un splicing
allernativo del ARMm primario, Mallipies ejemplos de genes que generan formas solubles y
membranales por esta via han side descritos (43 - 49). Resulta mas dificll proponer, la existencia de
una proteasa que fibere la forma membranal, para generar Ia forma soluble; a la fecha esto soloha
sido observade en proteinas ancladas via IP,, que son liberadas por  PLC (115). Una tercera
posibilidad es el procesamiento postraduccional diferente que la enzima pudiese tener, para generar
ambas formas enzimaticas.

En conclusién, el anticuerpo es inespecitico para la PGAU, f:uesio que reconoce varias proteinas
de diferente peso molecular, segin el tejido inmunodetectado. Ademds, la inmunodeteccidn de las
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proteinas na guarda relacldn con la actividad de la enzima, ya gue en tejidos donde no hay actividad
de PGA II, pudieron deteclarse proteinas; por el contrarlo, fracciones en donde habia actividad
enzimatica, no existia proteina aiguna detectada. Por lo 1anlo, el rastreo del banco lendra que esperar
a que se disponga de una sonda adecuada,

Cabe sefialar que ofras estrateglas para la clonacidn de Ia PGA 1) han sido consideradas: la
posibllidad de realizar y caracterizar olre anticuerpo ha sido descartada, por que consideramos que
aunque se llegara a obtener un anticuerpo especifico, el rastreo del banco con este tipo de sonda
{110} representa unato riesgo de fracaso; la iransfeccién a oocos de Xenopus (116} utilizando como
sonda |a actividad de PGA Ii, es una optidn que no serd iomada debido, dentro de otras razones, a
que no se dispone de la metodologia adaptada y el implementarla representa un esfuerzo tan intenso
como el alslamiento de 1a clona especilica; 1a opcidn mads viable y en la que se estd trabajando, es
en la puriticacién y secuenciacién de Ja enzima para el disefio de oligonucledtidos sintéticos, para
ser utilizados como sonda.

Con respecto al banco de expreslon, a la fecha se cuenta con el cDNA, con el vector listo para
clonar, con €] adaptador preparado y con ef método de eliminacién del adaptador estandarizado; la
conclusidn de éste estd en proteso.

64



15.-

16.-

17

18
19

20~

REFERENCIAS

Darnell, J,, J.H. Lodish, D, Baltimore, 1990, Cell to Cell Signaling: Hormones and
Receptors, In: Molecular Cell Biology Scientific American Books. N.Y. pag. 709-762.
Afberts, B., D. Bray, J. Lewis, M. Ral, K. Roberts, J.D. Watson, 1989, Cell Signaling. In:
Molecular Biology of the Cell. Garland Publishing. Inc. N.Y. and London. pag. 628-724.
Tonegawa, S., 1985. The Molecules of the Immune System. Scl-Am. 253: pag. 122-131.
Alberts, B., D. Bray, J. Lewis, M. Ral, K. Robers, J.D. Watson, 1889. The Nervous
System. In Molecular Biology of the Cell. Garland Publishing, Inc, N.Y. and pag. 1059
1136,

Iversen, L.L., 1391, Signals are sent from one Neuron to another by diverse Chemical
Transmitters, Scl. Am. 240; pag. 100-109.

Ross, E.M., 1983. Signal Sorting and Amplification Through Protein Coupled Receptors.
Neuron 3: pag. 141:152,

Welss, E.R., et al, 1688, Receplor Activation of Proteins. FASEB J. 2: pag. 2641-2848.
Krueger, B.K., 1989, Toward an Understanding of Structure and Function of lon
Channels the FASEB J. 3: pag. 1906-1914,

Unwin, N., 1989, The Structure of jon Channels in Membranes of Excitable Cells. Neuron
3: pag. 665-676.

Ulirich, A. and J. Schelessinger, 1990, Signal Transducticn by Receplors with, Tyrosine
Kinase Activity Cell 61: pag. 203-212,

Berridge, M.S., 1981. The Molecular Basis of the Communication within the Cell. Science
257: pag, 118-124,

Berrldge, M.5. and R.F, Truine, 1984, Inosito! Triphosphate, a novel second messenger
in Cellular Signal Transduction, Nature 3t2: pag. 315-320,

Berridge, M.S. and C.W. Taylor, 1988, Inositol Triphosphate and Caicium Signaling, Cold-
$Spring-Harbor-Symp-Quant-Biol, 53, pt 2 pag. 927-933,

Nestler, E.J. and P. Greengard, 1989, Protein Phosphorylation and the Regulation of
Neutonal Function. In Basic Neutochemistry: Molecular Celular and Medical Aspetts.
Raven Press., edilor Raven Press. N.Y. pag. 373.388.

Taylor, 8.C., J.A. Buechler, and W. Yonemolo, 1980. cAMP - Dependen! Proteln Kinase;
frame work for a diverse family of regulatory enzymes. Annu, Rev. Biochem. 58: pag.
9711005,

Kikkawa, U., A. Kishimoto, and Y. Nishizuka, 1988. The Protein Kinase C family;
heterogenelty and its implications, Annu, Rev, Biothem, 58: pag. 31-44,

Carter, D.A,, and D. Murphy, 1991. Rapld Changes in Poly(A) tall lenghth of Vasopressin
and Oxytocin mRNAS from a Common. Early Component of Neurohypophysical Peptide
Gene Activation Following Physiological Stimulation. Neuroendocrinology 53: pag. 1-6.
Walerman, M., and G.H. Murdoch, 1985. Cyclic AMP Regulation of Eucaryotic Gene
Transcription by two Discrete Molecular Mechanisms. Sclence 225: pag. 267-263.

Evans, RM,, 1988, The Steroid and Thyroid Hormone Receptor Superfamlly. Science
240: pag. 889-895.

Morgan, J.I., and T. Curran, 1988, Calcium as a Medulator of the Immediale - early gene
cascade in neurons. Cell Calcium 9; pag. 301-311,

65



21
22~
23
24,
25.-
26.
27
28.-
29~
30.-

3.
32.

3.
.
35
36.-

7.
38.-
39,
40.
4.

42,

Sheng, M., and M.E. Greenberg, 1990, The Regulalion and Function of C-fos and other
Immediate - early genes in the Nevous System. Neuron 4: pag. 477-485,

Lehninger, AL, 1983. Bioquimica. Las bases moleculares de la estruclura y funcién
celular. Ed. Omega. Barcelona, pag. 97-124.

Barker, J.L., et af, 1980. The Role of peptides in Neuronal Function, Marce! Dekker inc.
USA.

Aréchiga, H., et al, 1983, Aminodcidos y Péptidos en la Integracion de Funciones
Nerviosas. Publicaciones UNAM, Méx,

Millar, R.P., et al, 1980. Neuropeplides Biochemical and Physiclogical Studies. Churchill
Livingstone. N.Y.

Glerasch, L.M., 1989, Signal Sequences. Blochemistry 28: pag. 923-930.

Rapoport, T.A., 1990, Proteln Transport Across {he ER Membrane TIBS 15: pag, 355-358.
Fisher, J.M, et al, 1988. Miiltiple Neuropeptides Derived {rom a Common Precursor are
Differentially Packaged and Transported. Cell 54: pag, 813-822,

Mains, R.E., et al, 1990. Cellular and Molecular Aspects of Peplide Hormone
Blosynthesis. Frontiers in Neuroendocrinology 11: pag. 52-88,

Knight, D.E., Grafenstein, H,U,, Athay de C.M., 1989, Calcium dependent and Calcium
independent Exocytosls. TINS 12: pag, 451-458.

Keily, R.B., 1988. The Cell Bloiogy of the Nerve Terminal. Neuron 1: pag. 431-438,
McKelvy, F.G,, 1983. Enzymatic Degradation of Brain Peplides, In: Brain Peptides. John
Wiley and $Sons, N.Y,, pag. 117-133.

Charli, J..., et ai, 1989, Pyrogiutamyl Peptidase !l Inhibition Specifically Increases
Recovery of TRH Release from rat Brain Slices, Neuropeptides 14: pag, 191-196,

Ponce, G., et al, 1988, Tissue specific regulation of PGAll aclivity by thyrold hormones,
Neurpendocrinology, 48: pag. 211-213,

Lynch, D.R. and Snyder, SH., 1986. Neuropeptides: Mdltiple Molecular Forms, Metabolic
Pathways, and Receptors. Ann. Rev. Biochem. 55: pag. 773.799,

Semenza, A, 1986. Anchoryng and Biosynthesis of Stalked krush border membrane
proteins: Glycosidases and Peptidases of Enterocyles and Renal Tubull. Ann. Rev, Cell
Biochem. 2; pag, 250-313.

Ferguson, M.AS., 1988, Ceil-Surface anchoring of proteins via Glycosyl-Phospha-
tidylinosiot Structures. Ann, Rev., Biochem, 57: pag. 285-320,

Cross, G.A.M,, 1930. Glycolipid Anchoring of plasma membrane proteins. Annv. Rev,
Cell. Biok. 6: pag. 1-39.

Tutner, AJ, 1988, Melabolism of Neuropeplides. ISI Atlas of Science: Pharmacology.
peg. 362-366.

Low, M.G. and Salliel, AR, 1988. Siructural and Functional Roles of Glycosyl
Phosphatidylinositol in Membranes. Sclence. 239: pag. 268-275,

Singer, S.S., 1990. The Structure and Insertion of infegral proleins in membranes. Annv,
Rev. Cell, Biol. 6: pag. 247-206,

Lisanti, M.P. and Rodriguez-Boutan, E., 1990. Giycophospholipid membrane anchoring
provides clues 10 the mechanism of protein sorling in polarized eplthefial Cells. TIBS.
15: pag. 113-118.

66



43.

44,
45.

46

47.

48.-

49,

50.-

51~
52
§3.
§4-
§5.-
56~

58.-

Stroynowskl, |,, Soloski, M., Low, M.G. and Hood, L., 1987, A Single Gene Encodes
Soluble and Membrane-Bound Forms of the Major Histocompatibility Qa-2 Antigen:
Anchoring of the Product by a Phospholipid Tail. Cell. 50: pag. 759-768.

Caras, |W. and Weddell, G.N., 1983. Signal Peptide for Prolein Secretion Directing
Glycophospholipid Membrane Anchor Attachment. Science. 243: pag. 1196-1198,

Berger, J., Micanovic, R, Greenspan, R.J. and Udenfriend, S, 1989. Conversion of
placental alkaline phosphatase from a phosphatidylinositol-glycan-anchored protein to
an integral transmembrane protein, Proc. Natl. Acad. Sci. 86: pag. 1457-1460.

Mosley, B., Beckmann, M.P.,, March, C.J., ldzerda, R.L., Gimpel, S.D., VandenBos, T,
Friend, 0., Alper, A., Anderson, D., Jackson, J., Wignall, JM., Smith, C., Gallis, B,
Sims, J.E., Urdal, D., Widner, M.B., Cosman, D. and Park, L.S., 1989, The Murine
Interleukin4 Receptor: Molecular Cloning and Characterization of Secreted and
Membrane Bound Forms. Cell. 59: pag. 335.348,

Doherly, P, Barton, CH., Dickson, G.,, Seaton, P., Rowett, L.H,, Moore, S.E,, Gower, HJ.
and Walsh, F.S., 1989, Neuronal Process Outgrowth of Human Sensory Neurons on
Monolayers of Cells Transfected with cDNA for Five Human N-CAM Isoforms. Cell
Biology. 108: pag. 789-798.

Kehry, M, Ewald, S., Douglas, R, Sibley, C., Raschke, W., Fambrough, D. and Hood, L.,
1880. The Immunoglobulin u Chains of Membrane-Bound and Secreted Ight Molecules
Ditfer In Thelr C-Terminal Segments, Cell. 21: pag. 393-406.

Giblin, P., Ledbetter. J.A. and Kavathas, P. 1989. A secreled form of the human
lymphocyte cell surface molecule CD8 arises from alternative splicing. Proc. Natl. Acad.
Scl, 86: pag. 9881002

Waneck, G.L., Stein, M.E. and Flavell, R.A., 1988, Conversion of a Pl-Anchored Protein to
an Integral Membrane Proteln by a Single Amino Acid Mutation. Science, 241: pag. 697-
£99.

Hokfelt, T., 1991. Neuropeptides in Perspective: The Last Ten Years. Neuron. 7: pag.
867-873.

Schuartz, J.C., 1983. Melabolism of enkephalins and the inactivating neuropeptidase
concept. Trends Neuroscl, 8: pag. 143.151,

McKelvy, JF, el al, 1982, Neuropeptide degradation. tn: Molecular genetic Neuroscience
(F.0. Schmitt, $.J. Bird and F.E, Bloom, eds.). Raven Press. N.Y., pag. 189199,

White, J.D., el al, 1985. Biochemistry of peptide-secreting neurones. Physiol. Rev. 65
pag. 553-606.

Hul, K.S,, et al, 1981. Regional and Subcellular distribution of Met and Leu-enkephalin
degrading activity in rat brain, Neuropeplides. 1: pag. 167-173.

Chubb, IW. and Smith, A.D,, 1875. Release of acetylcholinesterase into the perfusate
from the ox adrenal gland, Proc, R. Soc. Lond. B, Biol. Sci, 191; pag, 263-269,

Schwartz, J.C, et al, 1981. Biological inactivation of enkephalinase and the role of
enkephalin dipeptidy] Carboxypeptidase, Life Sci, 29: pag. 1715-1740,

Hersh, L.B., 1985. Characterization of membrane bound aminopeptiodases from rat
brain. Identification of the enkephalin degradating aminopeptidases. Neurochem, 44: pag.
1427-1435,

67



59.-

60..
61,
62
63
64.-

65.-

67~

68.-

69~

70-
.

72~

13-

s

75

76

Waksman, G., et al, 1985. Auturadiographic disiribution of the neutral endopeptidase
;ggkephalinase“ and of ¢ an oplold receptors in rat brain. PNAS USA. 83: pag. 1523-
Littlewood, GM., et al, 1988. Neuropeptides and their peptidases: Functional
consliderations, Neurochem. Int, 12; 383-389,

Baver, K., 1983. Biomedical pruperties of TRH-Inactivating enzymes. in: TRH. {E. C.
Gritfiths and G.M. Bennett, eds.) Raven Press. N.Y., pag. 103-107,

Torres, M., et al, 1986. Subceliular distribution of the enzymes degrading TRH and
metabolites In rat brain. Neurochem. Int. 8: pag. 103-110.

Browstein, M.J., et al, 1574. Thyrotropin releasing Hormone In specific nucleic of rat
brain. Science. 185: pag. 267-269.

Holdelt, F., et al, 1979. Localization of Hypophysiotropic peptides and other biclogically
active peptides within the brain. Ann. Rev. Physlol. 41: pag. 587-6062.

Schally, A.V., et al, 1969, Isolation and properties of TRH. J. Mol, Chem, 244: pag. 4077-66-
Burgus, R., el al, 1970, Characterization of ovine hypothalamic hipophysiotropic TSH
releasing Factor. Nature. 226: pag. 321-325,

Aizawa, T. and Greer, M.A, 1981, Delineation of the hypothalamic area controliing
Thyrotropin secretion (TSH): stimulation by a hypothalamic peptide (FRF). Endocrinol,
73: pag. 564.572.

Plotsky, P.M. and Neill, J.D., 1982. Interactions of Dopamine and Thyrotropin Releasing
Hormone In the regufation of Prolactin release in lactating rats. Endocrinology 111: 1,
pag. 166173,

Martinez de la Escalerz, G. and Weiner, R.J., 1988, Mechanism{s) by wich the transient
removal of Dopamine regulation potentiales the Prolactin-releasing action of Thyrotropin
Releasing Hormone. Neuroendocrinol, 47: pag. 186-193.

Jackson, IM.D. and Lechan, R.M. 1987. Thyrolropin Releasing Hormone in: Brain
Peptides Update (Marlin, J.B., et a!) Vol. 1. John Wiley and Sons., pag. 107-118,

Méndez, M., et al, 1987. Regional distribution of in vitro release of Thyrotropin Relsasing
Hormone In rat brain, Peptides. 8: pag. 291.298.

Iriuchisima, T. and Wilber, J.F., 1987, Thyrotropin Releasing Hormone and Histidyl
Profine DKP; Stimulation of secretion from hypothalamic fragments in vitro by depolari:
zing Agents, Endocrinol, 120: 3, pag. 915-918.

Ogawa, N. et al, 1982, Characteristics of thyrotropin releasing hormone (TRH) receplors

[inrat brain. Peptides 3: pag. 669-677.

Horst, W.D., et al, 1979, Influence of Thyritropin Releasing Hormone on tha synaptic
availabllity of Catecholamines in brain. In: Ceniral Nervous System Effects of
Hypothalamic Hormones and other peptides (Colluct, R., et al} Raven Press, N.Y., pag.
141-143,

Kerwin, R.W, and Pycock, C4J., 1979, Thyrotropin Releasing Hormene stimulateds
release of H-Dopamine from slices of ral nucleus accumbens in vitro. J. Pharmacol. 67:
pag. 323-325,

Brewster, D., et al, 1983, Species variations in TRH Inactivation: advaniages of stable
analogues. In: Thyrotropin Releasing Hormone. Raven Press, N.Y., pag. 109-118.

68



ESTA TESS M9 DEBE
SAUR DE LA BLIOTECA

T7.  Lechan, R, el al, 1986. TRH Precursor: Characterization in rat brain, Sclence, 23%: pag.
159-161. .

78.-  Turner, A.J., 1984, Neuropeptide processing enzymes. TINS. July., pag. 258-260,

79.-  Richter, K, ot al, 1984, Biosynthesis of TRH in the Skin of Xenopus laevis parhal
sequence of the precursor deduced from cloned cDNA. EMBO. J. 3: pag. 617-621.

80  Kuchler, K., et al, 1990, Two precursors of TRH from Skin of Xenopus laevis. J. Biol.
Chem. 265: pag. 11731-11733.

81- Lee, S.L, et al, 1988. Siructure of the gene encoding ral TRH. J.B.C. 262: pag. 16604-
16609,

82.- Goodman, A.H., 1990, Regulation of Neuropeptide gene expression. Annv, Rev, Neuroscl,
13: pag. 111127,

83  Busby, W.H, et al, 1987. An enzyme that converls Glulamyl peptides into pyroglutamyl
peptides. J. Blol. Chem, 262: pag. 8532-8535.

84.  Mains, RE, et al, 1985. Hormonal drug and dietary factors affectin peptidyl glycine alfa
amidating monoxygenase activity in various tissues of the adult male rat. Endocrinol.
116: pag. 2505.

85  Charl, J.C., et al. Accumulation of TRH by rat hypothalamic Slices. J. Neurochem, 42:
pag, 981-986,

86 Garat, B,, Miranda, J., Charll, J.L. and Joseph-Bravo, P., 1985, Presence of a membrane
bound pyroglutamy! amino-peplidase degrading thyrotropin-teleasing hormone in rat
brain, Neuropeptides. 6: pag. 461-469.

87.- Taylor, W.L. and Dixon, J.E., 1978. Characterization of 2 pyroglutamate aminopeptidase
from ral serum that degrades ihyrotropin-raleasing hormone. J. Biol.Chem. 253: pag.
6934-6940,

88 Prasad, C. and Pelerkoisky, A, 1976, Demostration of pyroglutamyl peptidase and
amidase aclivilies toward thyroltopin-releasing hormone in hamster hypothalamus
extracts. J. Biol, Chem. 251: pag. 3229-3234.

89.-  Orlowsky, M., Wilk, E,, Pearce, S, and Wilk, S., 1979, Purification and properiies of a
prolyl endopeptidase from rabbit, J. Neurochem. 33: pag. 461-468.

90.  Charli, J.L., et al, 1988. Pyrogiutamyl peptidase Il inhibition specifically recovery of TRH
release from rat brain slices. Neuropeptides. 14: pag. 191-195.

81.  Joseph-Bravo, P., et a}, 1878, Degrading LHRH and TRH. Brain Res. 166: pag. 321.329.

§2.  O'Connor, B. and O'Cuinn, G., 1984, Localization GT a Narrow Specificity Thyroliberin
Hydrolizing Piroglutamate Aminopeptidase in Synaptosomal membranes of Guinea pig
Brain. Eur, J. Biochem. 144; pag. 271-278.

93~ Charli, J.L., et al, 1988, The Narrow Specificity Pyroglutamate Amino Peptidase
degrading TRH in ral brain is an Ectoenzyme. Neurochem. Int. 13, 2: pag. 237-242,

94..  Wilk, S, Friedman, T.C. and Wilk, EX,, 1986, Purification and Propesties of Rabbit Brain
Thyroliberinase, a membrane bound. TRH degrading enzyme. FASEB Abstract Form.
{April 1986).

85.-  Vargas, M.A., et al, 1987. Regional distribution of the membrane bound Pyroglutamate
aminopeptidase degrading TRH in rat brain. Neuroscl, Lett. 79: pag. 311314,

96+ Wik, S, et al, 1988, Occumrence of PPII, a Specific TRH degrading enzyme in Rabbit
Retinal Membranes and in Human Retinoblastoma Cells, Neuropeptides 12; pag. 43-47,

6%



97,

98..

99.-

100.-

101.-

102
103~

104.-

105
106.-

107.-
108

109-

110

111.

112-

13-

114.-
115

0'Connor, B. and Q'Cuinn, G., 1985, Purification of and Kinetic studies on a Narrow
Specificity Synaplosomal Membrane Pyroglutamate Ammopepndase from Guinea pig
Brain, Eur. J. biochem, 150: pag 4752,

O'Connor, B. and O'Cuinn, G., 1387. Active Site Studies on a Narrow Specificity
Thyroliberin Hydrolysing Pyroglulamale Aminopeptidase Purified from Synaplosomal
Membrane of Guinea pig. Brain. J, Neurochem, 48: pag. 676-660.

Wilk, S, Triedman, T.C. and Kling, T.B., 1985, Pyroglutamy| Diazomethyl Ketone: Potent
Inhibitor of Mammalian Pyrogiutamy! Peptide Hydrolase. Biochem, Blophys. res.
Commun. 130: pag. 6§62-668.

Charli, J.L., et al, 1989, Pyroglutamyl Peptidase Il Inhibition Specifically Increases
Recovery of TRH Release fron Rat Brain Stices. Neuropeplides. 14: pag. 191-186.

Baver, K., 1988. Degradation and Bioiogical Inactivation of TRH: Regulation of the
membrane bound TRH-degrading enzyme from rat anlerior pituitary by estrogens and
thyroid hormones. Biochemic, 70: pag, 69-74.

Bauer, K., 1976, Regulation of degradation of TRH by the thyrold hormones, Nature, 259;

‘pag. 591-593,

Suen, Ch.Sh. and Wilk, S., 1991, inhibition of Pyrogiutamy! Peptidase Il synthesis by
phorbol Ester in the -73 Retinoblastoma Cell, Endocrinology. 128, 4: pag. 2169-2174,

Wilk, S. and Wilk, E., 1889. Rabbit Brain Pyroglutamy! peptidase I, a8 membrane-bound
TRH degrading enzyme. Purification and Specificity Studies In: Recent Advances in
Biomedica! Significance of TRH. Annals of the N.Y, Academy of Sciences. 553: pag. 556-
£58,

Ausubel, et al, 1990, Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Intescience. N.Y.
Covarrubias, L., e1 al, 1989, Neuronal TRH synthesis: Developmental and Circadian TRH
in RNA Levels. BBRC. 151, 1: pag, 615-622.

Maniatis, 7., 1982, Molecular Cloning a laboratory manuai. Cold Spring Harbor
Laboratory, N.Y.

Lowry, O.H., et al, 1851. Protein measurement with the folin phenol reagent. JBC. 183:
pag. 265-275.

Suen, Ch.Sh. and Wilk, $., 1990, Rapld Inactivation and Phosphory!ation of Pyroglutamyl
Peptidase Il in -79 Human Retinoblasioma Cells atter Exposure to Phorbol Ester.
Endocrinology. 127, 6: pag. 3036-3046.

Linfang, W., et al, 1990, Cloning and Identification of a Rabbit Sperm membrane protein
gene. Proc. CAMS and PUMC. 5, 1: pag. 4-8.

Wilk, S., 1892. Comunicacion Personal.

Hess, R.C., Korenfeld, C., Zhang, Z., Perryman, B., Roman, D. and Strauss, A.W., 1989,
Isolation and Characterization of the Gene and cDNA Encoding Human Mitochondrial
Creatine Kinase.J. Biol. Chemisiry, 264, 5: pag, 2890-2897,

Trask, R.V., Strauss, A.W. and Billadello, J.J., 1988. Developmential Regulation and
Tissue-specific Expression of the Human Muscle Creatine Kinase Gene. J. Biol.
Chemistry. 263, 32: pag. 17142:17149,

Redondo, J.L., Charli, J.L. y Joseph-Brave, P. Datos no publicados.

Futerman, A.H., et al, 1985. Solubilization of Membrane-Bound Acetylcholinesterase by a
Phosphatidylinositol-Specific Phospholipase C. J. of Neurochem, 45, 5: pag. 1487-1484,

70



	Portada
	Índice
	Abreviaturas
	Presentación 
	I. Introducción 
	II. Comunicación Celular
	III. Peptidasas
	IV. La Hormona Liberadora de Tirotropina
	V. Objetivos
	VI. Estrategia Experimental 
	VII. Materiales y Métodos
	VIII. Resultados
	Discusión 
	Referencias



