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Resumen

I.-RESUMEN

Nuestro grupo de trabajo gener6 anticuerpos policlonales con la capacidad de
identificar material inmunorreactivo a las Endomorfinas en material proteico de alta

masa molecular.

Teniendo como antecedente la generacion de estos anticuerpos para
reconocimiento potencial de las Endomorfinas, el objetivo de mi tesis se concentr6 en la
implementacién y aplicacidon de una metodologia inmunomolecular para identificar,
aislar y caracterizar la estructura del o los genes que codifican a el o los precursores de

tales moléculas.

Sin embargo, a partir de la técnica de rastreo inmunolégico disefiada y aplicada
como parte inicial del trabajo experimental de esta tesis se logro un hallazgo no
anticipado. Este fue el aislamiento y caracterizacion molecular de una clona de ADN
que codifica un ARN mensajero con un marco de lectura abierto de traducciéon de una
proteina denominada por nuestro grupo de trabajo Antolefinina. Debido a este hallazgo,
el interés de trabajo experimental de esta tesis se centr6 entonces en el analisis
estructural y funcional de esta proteina a través del empleo de programas
computacionales especializados para predecir funciones biolégicas de biomoléculas a
través de la identificacion de firmas estructurales de secuencias de aminoacidos con

funcion identificada en otras proteinas clonadas y reportadas en bases de datos.

De esta manera, se encontrd una sefial para localizacion en nucleo (secuencia
NLS), regiones ricas en prolinas y leucinas (secuencia NES),sitios potenciales para
fosforilacion, amidacién y procesamiento proteolitico relacionado con la presencia de
pares de aminoéacidos basicos. A partir de un andlisis detallado de las firmas
estructurales encontradas se establecieron cuatro propuestas para predecir funcién
biologica de la Antolefinina. Se llegd a la conclusion de que la Antolefinina tiene altas
probabilidades de ser una proteina funcional completa capaz de translocarse al interior
y exportarse al exterior del nicleo de células del sistema nervioso de roedor ya que de

acuerdo a la bibliografia revisada se ha encontrado que para algunas sefiales de
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localizacion para nicleo (NLS) es importante la presencia adicional regiones ricas en
prolina, lo cual se observa en la secuencia primaria de aminoacidos de la Antolefinina.
Finalmente, el andlisis efectuado permitié obtener informacién necesaria para el
disefio futuro de estudios dirigidos a la caracterizacion de funciones biolégicas que
permitiran obtener nuevos conocimientos acerca de la biologia del sistema nervioso de

mamifero.
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Il. INTRODUCCION

ANTECEDENTES GENERALES
a) La informacion genética y su organizacion.

Se llama genoma a la totalidad del material genético de un organismo. El
genoma puede estar constituido de una o mas moléculas de ADN organizadas como
cromosomas cuyo numero esta bien definido para cada especie (Klug W. et al 1999).
{ver figura 1) '

<cdlar de perlos

R ken ke de ka cromasna
a Matcd N itk

Gen

Figura 1: La informacién genética se encuentra organizada en los cromosomas

Un cromosoma es una molécula de ADN muy larga que transporta una
serie de genes. Los genes contienen la informacién necesaria para sintetizar
todas las proteinas requeridas por un organismo. Estas proteinas determinan
enlre otras cosas el aspecto del organismo, su metabolismo, sus
mecanismos de defensa e incluso su comportamiento. Los genes estan
conslituidos por segmentos de ADN que se franscriben y se traducen en
proteinas (los exones) y de porciones de ADN enlre las regiones codificantes
que se transcriben pero no aparecen en el ARNm maduro (los intrones).
(Klug W. et al 1999)

El genoma humano esta constituido aproximadamente de 20 000 a 25 000 genes
funcionales y sin embargo, actualmente ain con el ambicioso Proyecto del Genoma
Humano que tiene como uno de sus objetivos obtener un conocimiento basico de la
funcién de cada uno de tales genes, todavia existe una gran cantidad de genes sin

caracterizar (Human Genome Project Information). Por lo tanto resulta de interés
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involucrarse dentro del campo de la clonacion de nuevos genes, y de manera particular
de los que se encuentran involucrados en la regulacién de funciones fisiol6gicas adn
desconocidas. .

Otro de los aspectos interesantes del Proyecto del Genoma Humano es el estudio
de otros genomas como son el de la bacteria Escherichia coli, la mosca de fruta y el del
ratdbn de laboratorio. La informacién derivada de la caracterizacion de los genes
presentes en los genomas de dichos organismos se puede utilizar para obtener nuevos
conocimientos acerca de la biologia humana dado que sus secuencias de ADN se
encuentran relacionadas con la del humano. Asimismo permite el empleo potencial de
estos organismos como modelos experimentales. (Human Genome Project

Information).

b) Estrategias experimentales empleadas usualmente en la caracterizacion de
genes de interés.

Actualmente, existen diferentes estrategias que ayudan en la investigacién de
nuevos genes: la tecnologia del ADN recombinante, métodos de andlisis de las
secuencias clonadas, asi como técnicas para caracterizar los productos de éstos.

El término ADN recombinante hace referencia a la creacibn de nuevas
combinaciones de segmentos o de moléculas de ADN que no se encuentran juntas de
manera natural (Harvey et al 2000). El procedimiento base consiste en la extraccion y
corte del ADN en fragmentos que contienen desde uno hasta varios genes para ser
insertados individualmente en moléculas de ADN capaces de replicarse
auténomamente, en la tabla 1 se describen algunos ejemplos de vectores de clonacion.
(Griffiths et al 1999).

El éxito del método de clonacién se debe a que los vectores de clonacién entran
en células hospederas individuales. Una célula individual transformada con un vector
recombinante se divide en una colonia que contiene millones de células, cada una de
ellas conteniendo el mismo vector recombinante, esta poblaciéon es llamada entonces
clona de ADN. De esta forma la clonacién permite la amplificacién y recuperacion de un
segmento especifico de ADN proveniente de una muestra compleja como es un
genoma (Alberts et al 2002).
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Tabla 1. Vectores de clonacién: moléculas transportadoras de ADN

Vector de
clonacion

Tamarnio del
inserto de
ADN

Caracteristicas

Plasmidos

5-10 kb

Moléculas de origen bacteriano conformadas por ADN circular de
doble cadena que no pertenecen al cromosoma de la bacteria,
sino que son adicionales a él y se replican de manera
independiente. Para poder utilizarlos en ingenieria genética se
han modificado de manera que contengan un numero limitado de
sitios de restriccion y genes de resistencia a antibibticos
especificos. Un ejemplo de un plasmido sencillo es el pPBR322 que
so6lo posee dos genes de resistencia , tet® y amp®, cada uno de
los cuales tiene un sitio Unico para ser utilizado como blanco de
restriccion.

 Vectores
virales

Hasta 15 kb

El o los genes de interés son incorporados al genoma del virus.
Por ejemplo, Lambda es un bacteriéfago, donde el tercio central
de su cromosoma puede reemplazarse: por ADN exégeno sin
afectar la capacidad del fago para infectar células y formar placas
liticas. Otro caso son el grupo de bacteriéfagos filamentosos M13
(incluyendo los fagos fd y f1) cuyo genoma consiste de ADN
circular de cadena sencilla. Las moléculas recombinantes pueden
introducirse en células hospederas bacterianas por transfeccion.

Cosmidos.

Hasta 50 kb

Son vectores hibridos de fago lambda y plasmido. Los cosmidos
contienen la secuencia COS del fago lambda necesaria para el
empaquetamiento del ADN dentro de la cubierta proteica del fago
y secuencias plasmidicas de replicacién y de genes de resistencia
a antibiéticos que permiten identificar las células hospederas que
los contienen. Un ejemplo especifico de este grupo es el vector
Uni-ZAP®XR que combina la alta eficiencia de construccion de
bibliotecas del fago lambda y la conveniencia de seleccién del
plasmido pBluescript. Acomoda insertos de hasta 10 Kb de
longitud y puede ser rastreado utilizando sondas de ADN o
sondas marcadas con anticuerpo.

Puesto que cada segmento de ADN clonado es relativamente pequefio deben

construirse muchos clones diferentes para incluir todas las porciones del genoma de un

organismo. Una coleccién de clonas es llamada biblioteca de ADN. Hay diferentes tipos

de bibliotecas, clasificadas de acuerdo a la fuente de ADN empleada. Asi, se tienen las

bibliotecas genémicas y de ADNc (ADN complementario). Las bibliotecas genémicas

contienen grandes fragmentos cromosémicos, todos los genes estan representados en

su forma nativa incluyendo intrones y secuencias reguladoras.

Por otra parte, la expresion de un gen puede variar en células distintas y en las

diferentes etapas de desarrollo del organismo de interés, por lo que el material del cual

se parte para comenzar a preparar bibliotecas de ADNc es ARNm proveniente de
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tejidos especificos o de una etapa en particular de desarrollo (Griffiths et al 1999). (Ver

figura 2)

Sintesis de ADNc

Sintesis de una proteina a partir de un gen
eucariético

Células provenienles
de un 6rgano o tejido especifico:

1-Lisis celular
2. Extraccién de ARN tolal
3.Extraccidén de ARNm mediante una
columna cromatografica de celulosa con
oligo (dT).

AAAAAA

l Transcriptasa reversa

5
3

AAAAAA 3’Hibrido de ARNm y ADNc|
TTTIT 5

l ARNasa H 6 OH
I'$""-|—|—|—[—|—r 5 Cadena sencilia de ADNc|

¢ ADN polimerasa
e AAAAAA 3'Doble cadena de ADNc

PO I T O

Cromosoma

P 4 e

— —

. N i GenADN
5 e A — vy 3’ de doble
3 5' cadena

l ARN polimerasa
Pre-ARNm
g L o 1010 3
Intrén  Ex6n  Intrébn Exén Intrén  Exén
Splicing
5'UTR

ORF 3 UTR

CAP l =
% Proteina

AAAAAA
ARNmM maduro

Figura 2: Dibujo esquematico que muestra las diferencias entre la sintesis de
ADNc y el procesamiento normal del ADN.
El ADNc es un ADN sintético obtenido a partir de un ARNm maduro con la ayuda de la enzima
franscriptasa reversa, aislada originaimente de un retrovirus que la utiliza para formar un hibrido
ADN-ARN cuando se encuenira replicando su ARN gen6émico. Dado que, el ADNc esta hecho a
partir de ARNm éste se encuentra desprovisto de intrones. Esto es lo que hace posible que el
ADNc proveniente de eucariotes pueda ser traducido en una proteina funcional dentro de una

bacteria.

Por ofra parte, el ADN gendmico en un proceso denominado corte y empalme (splicing, en
inglés), se eliminan los intrones del transcrito primario o pre-ARNm y se unen los exones para
formar la secuencia que da origen a un polipéptido funcional. Otros eventos de procesamiento
involucran la modificacion de los extremos 5' y 3* (estructura de capucha-CAP en el extremo 5’ y
residuos de adenilato en el extremo 3’). Olro aspecto importante de los ARNm maduros
eucaridticos es la presencia de regiones flanqueantes no codificantes 5° corriente arriba y 3'
corriente abajo (5’UTR y 3'UTR, por sus siglas en inglés Untranslated region) que desemperian

una funcién moduladora de la transcripcién.

Por otra parte, para la investigacién de nuevos genes el anélisis de la secuencia

clonada constituye otra herramienta primordial. El

método de secuenciacion

nucleotidica més utilizado fue desarrollado por Fred Sanger. Este método esta basado

en la sintesis de ADN en presencia de ddNTP’s (2,3 didesoxirribonucledsidos

trifosfato), los cuales difieren de los dNTP's (2-desoxirribonucletsidos trifosfato)

normales en la falta de un grupo hidroxilo en la posicion 3': Los respectivos ddNTPs
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pueden ser agregados a una cadena creciente, pero cuando son incorporados terminan
la sintesis porque les falta el grupo 3’ hidroxilo necesario para formar e! enlace trifosfato
con el nucleétido siguiente. Se maneja una concentracion menor de ddNTP’s
comparada con la de sus anédlogos dNTP’s, de modo que la terminacién de la cadena
concluye eventualmente en diferentes posiciones (Harvey et al 2000 ). En la figura 3 se

muestra el caso en que se utiliza un método de secuenciacion automatico.

s lgeaTatareaatceas + | Doble cadena de ADN
T CGTATACAGTCAGGTC &

!

v catatacaGTeacare s Molécuta de ADN de cadena sencilla a ser secuenciada

3 GERF ¥ +ADN polimerasa
+QXCE'50‘I
Cebador para la dTTe Precursores dNTP's
ADN polimerasa diiF
o
! Pequefias cantidades de ddNTP's
+ did la dd 1’--‘“ dd
Cadenas que terminan con
GEAT GCAT GCAT GCAT ddNTP’s marcados con
GCAT OCAY GCAT GCAT ﬂuorescencia
GCAT GCAT GCAT GCAT

/

Para determinar la

G 'IL secuencia total se o
S analizan los 3
—| productos de las
= cuatro reacciones Onisie
== con ddNTP’s en un —
= get de
u poliacrilamida. Laset Dutacior
Gel
G

@ | 3 secuencia obtenida se presenta como un electroferograma donde cada nucleétido tiene un
color determinado.
ATAAAACA AAAAGC TAGTACCCAG TAGCT TCTAQT TCCAAAGCGOAAT T TGT TCAG TATGET TCACAA ac.:r-c?g.a.

w | J""’i“m“&i%m;\ﬂu “ﬁ'h JL\M{MM*&%

Figura 3: Secuenciacién nucleotidica con ayuda de un secuenciador automético de un capilar.
El ADN a ser secuenciado es utilizado como molde para sintesis in vitro con la ayuda de la ADN
polimerasa. La rara incorporacién del ddNTP’s por la ADN polimerasa bloguea el crecimiento posterior
de la molécula de ADN ya que no puede formar un enlace fosfodiester con el siguiente dNTP.
Posteriormente cada colorante con el cual fue marcado el respectivo ddNTP emite luz a una longitud de
onda diferente cuando es excitado por un laser, entonces los cuatro colores pueden ser detectados y
distinguidos en un capilar, fragmentos gue difieren en tamano por un Gnico nucieétido pueden ser
separados en el gel de poliacritamida (ABI PRISM DNA Sequencing 1995 The Perkin-Eimer
Corporation).
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E! método de secuenciacion nucleotidica basado en la sintesis de ADN en
presencia de ddNTP's se efectlia con ayuda de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR); otra herramienta clave en la investigacién in vitro de nuevos genes. La técnica
de PCR es un procedimiento efectivo para amplificar grandes cantidades de secuencias
especificas de ADN. Los requerimientos basicos para efectuar una reacciéon de PCR
son (1) dos oligonucledtidos sintéticos como cebadores (~20 nucleétidos de longitud)
que son complementarios a regiones de las cadenas opuestas que flanquean la
secuencia de ADN de interés, (2) una secuencia de ADN de una longitud de 100 a ~35
000 pares de bases como blanco, (3) la enzima ADN polimerasa termoestable (Tag
polimerasa, que proviene de la bacteria Thermus aquaticus) y (4) los cuatro
desoxiribonucledtidos. ,

Un proceso tipico de PCR incluye los siguientes ;)I,asos:

1.Desnaturalizacién de una cadena molde de ADN: se logra aumentando la

temperatura hasta 95°C.

2 Renaturalizacion: la temperatura se disminuye hasta 65°C para permitir que los

cebadores (oligoprimers) se unan por complementaridad de sus bases

nitrogenadas a las de a la cadena de ADN desnaturalizada.

3.Sintesis: |a temperatura se aumenta hasta 75°C, que es la éptima para que

funcione la Tag polimerasa que es la enzima encargada de efectuar la

amplificacién del fragmento de ADN de interés.
Ciclos repetidos de sintesis y desnaturalizacién dan como resultado un incremento
exponencial del numero de segmentos de ADN replicados. La técnica de PCR es muy
sensible y puede detectar secuencias de interés que estan presentes en la muestra en
nanogramos (Glick B.R. et al 1998).

Sin embargo, para la implementacion de una estrategia experimental que de
forma especifica y dirigida conduzca hacia la identificacién y aislamiento de genes aun
no caracterizados por la tecnologia del ADN recombinante se requiere de técnicas y
metodologias de abordaje experimental auxiliares.
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c) Técnicas auxiliares para la caracterizacién de nuevos genes y sus productos.

La técnica de rastreo inmunolégico fundamentada en el uso de anticuerpos
especificos, representa una metodologia experimental de alta especificidad vy
sensibilidad (Girjes et al.1993, Burns et al. 1987) que detecta los productos proteicos de
los genes de interés y permite evaluar de manera cuantitativa y cualitativa los niveles de
expresion de tales productos (Cheng et al. 1996). En la figura 4 se describe en que
consiste esta técnica.
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i
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bacterias separadas
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= j
o R E
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Identificar la
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zl‘} 1. Uso de un
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_i marcado Proteinas
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Figura 4: Rastreo inmunolégico de un gen de interés

Se puede rastrear una biblioteca de expresién con la ayuda de anticuerpos capaces de identificar un
producto proteico. Las bacterias que contienen los genes son colocadas en filtros de forma individual y
pueden ser manipuladas para que expongan los productos peptidicos expresados para ser identificados
mediante el empleo de anticuerpos especificos (Strachan et al 1999). Las proteinas son identificadas con
un anticuerpo marcado (también se puede emplear un primer anticuerpo que identifica la proteina de
interés y un segundo anticuerpo marcado conira éste). Una vez identificada la clona de interés, se puede
aislar, propagar en medio de cultivo liquido y purificar el vector que contiene el gen investigado.
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Si no se cuenta con informacién concerniente a la secuencia nucleotidica del gen
en cuestion la disponibilidad de la secuencia primaria de un producto proteico purificado
que pueda ser utilizado como reactivo para generar anticuerpos es suficiente. Nos
podemos beneficiar de la expresion de proteinas eucaridticas en células bacterianas
para manipular a éstas como a un sistema para rastrear genes aun no identificados y
caracterizados al nivel molecular.

La téecnica de rastreo inmunolégico se ha empleado de manera exitosa en una
gran variedad de modelos experimentales de clonacion de genes. La clonacién del gen
TnAV-CP que da origen a la proteina estructural de mayor importancia en el ascovirus
Trichoplusia ni-22 es un ejemplo de lo anterior. Para lograrlo, se realizd el rastreo
inmunoldgico de una biblioteca de ADNc con |la ayuda de anticuerpos especificos contra
proteinas totales de dicho virus. (Zhao et al 2003) La clonacién de la enzima
acetiltranferasa también se logro a partir del rastreo inmunolégico de una biblioteca de
expresion de ADNc. Las clonas que poseian proteinas con una actividad enzimatica
capaz de expresarse en las bacterias hospederas se detectaron con un antisuero con
especificidad inmunolégica para distinguir entre las enzimas propias de la bacteria y la
enzima de interés (Eberwine et al 1987). De igual manera, la clonacion, expresion y
caracterizacién del gen que codifica la proteina ribosomal S15 de Taenia solium, se
logré con el uso de anticuerpos que identificaron de manera especifica material proteico
recombinante expresado en extractos tisulares de este céstodo (Jimenez L, et al 2004).
Otro ejemplo adicional del uso de la técnica de rastreo inmunolégico es la clonacién y
caracterizacién del gen que codifica un receptor de unién a inmunoglobulina en la
superficie celular de miembros de la familia Tripanosomatidae. La identificacion de tal
receptor no habla sido lograda, por lo que para clonar el gen que codificara para la
proteina representativa de este receptor, se utilizd el rastreo con ayuda de antisueros
de una biblioteca de ADNc construida a partir de Leishmania major. Se logré el
aislamiento de un gen nombrado Lmspl que da origen de manera potencial a la proteina
representativa del receptor buscado (Campos-Neto A. et al 2003).

Por ofro lado, un ejemplo de una aplicacion distinta a lo mencionado
anteriormente, es el protocolo experimental implementado para la identificacion de

nuevos farmacos y vacunas potenciales contra Onchocerca volvulus causante de
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cegueras infecciosas en el ser humano. Se parti6 de la generaciéon de bibliotecas de
expresion de ADNc construidas a partir de O. volvulus en diferentes etapas criticas para
el desarrollo de la infeccién. El rastreo inmunolégico para la deteccidbn de genes
candidato para la terapéutica contra oncocerciasis se realizé con la ayuda de sueros
provenientes de individuos identificados como inmunes a esta enfermedad. El resultado
obtenido fue el aislamiento de ocho genes con un amplio potencial para ser empleados
como blanco para la generacion de vacunas y nuevos farmacos (Lizotte-Waniewski M.
et al 2000).

Como se puede observar, la técnica de rastreo inmunoldgico combinada con el
uso de bibliotecas de ADNc se ha empleado satisfactoriamente para aislar genes de
interés. Asimismo, el uso simultaneo de estas herramientas permite aislar de manera
adicional genes nuevos que codifiquen proteinas con una naturaleza similar a la de
interés.

Es importante notar que cuando se estan aislando genes nuevos, una herramienta
adicional para obtener informacién preliminar acerca de las identidades estructurales y
funcionales de la nueva secuencia nucleotidica y de la secuencia proteica codificada,
esta constituida pbr las bases de datos especializadas en efectuar estudios de
homologia que identifican estructuras que ya se encuentran caracterizadas a nivel
molecular y funcional. Las bases de datos utilizadas con mayor frecuencia son FASTA
(Introducida en 1988 por W. Pearson y D. Lipman) y BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool, herramienta del GenBank fundamentada en una rigurosa teoria

estadistica).

d) Programas especializados de computadora para localizar secuencias consenso
para las cuales ya hay funciones identificadas.

Se sabe que los distintos tipos de modificaciones postraduccionales son
importantes para alcanzar el estado funcional especifico de las proteinas. De manera
que cuando se esta ante un gen nuevo que codifica para un proteina de funcién
desconocida, lo que se busca son motivos o firmas estructurales de secuencias
consenso (sequence motif o structural functional signatures, respectivamente, por su

nomenclatura en el inglés) constituidas por secuencias parciales de residuos contiguos
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de aminoacidos que se conservan y estan asociados con alguna funcién particular

dentro de la estructura de una proteina dada. La localizacion de dichas secuencias

puede ayudar a predecir el tipo de estructura, la ubicacion celular, la(s) funcion(es) y la

clasificacién dentro de una familia o superfamilia de miembros moleculares de una

proteina clonada. PROSITE es una base de datos especializada y usada con

confiabilidad para detectar dichas secuencias. (Ver tabla 2 y 3).

Tabla 2. Secuencias consenso buscadas por el programa PROSITE para predecir la

localizacién de una proteina

Destino de la proteina

Localizacién y caracleristicas de la secuencia consenso

Reticulo endoplasmatico y
proteinas secretadas

Mitocondria

Nucleo

Lisosoma

20 0 mas aminoacidos muy hidrofébicos en el extremo N-terminal
(por ejemplo la insulina humana, que tiene como péptido sefial 24
aminoacidos altamente hidrofobicos
NH,MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAA)

a-hélice en el extremo N-terminal con residuos cargados
positivamente en una cara e hidrofébicos en la otra (un ejemplo es
la enzima aldehido deshidrogenasa de la mitocondria humana
NH,MLRAAARPGPRLGRRLL)

Secuencias internas de aminoacidos basicos acompafadas de
manera comun de residuos de prolina (por ejemplo la secuencia
del antigeno SV40 del virus del VIH TPPKKKRKV)

Adicién de residuos de Manosa 6-fosfato

Tabla 3: Principales modificaciones postraduccionales para las cuales se busca secuencias
consenso con el programa PROSITE

Tipo de modificacion
(grupo adicionado)

Aminoacido blanco Comentario

Fosforilacion (POy)

Metilacién (CH,)
Hidroxilacion

Acetilacion (CH;CO)
Carboxilacion (COOH)
N-glicosilacion
(carbohidrato complejo)

O-glicosilacion {(carbohidrato
complejo)
GP1 (Glicolipido)

Miristoilacion
Acido graso Ci4)

Tirosina, serina, Llevado a cabo por kinasas

treonina especificas, puede ser reversible por
tas fosfatasas

Lisina Llevado a cabo por metilasas

Prolina, lisina, acido  Hidroxiprolina e hidroxilisina son

aspartico particularmente comunes en los
colagenos

Lisina Llevado a cabo por una acetilasa

Glutamato Llevado a cabo por y-carboxilasa

Asparagina, Se efectua en el reticulo

usualmente en la
secuencia Asn-X-

endoplasmatico, X es cualquier
aminoacido diferente a prolina

Ser/Thr
Serina, treonina, Se efectua en el complejo de Golgi, es
hidroxilisina menos comin que la N-glicosilacion

Aspartato en el
carbono terminal
Glicina en el amino
terminalt

Sirve para anclar proteinas en la
membrana celular
Sirve para anclar proteinas en la
membrana celular
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Palmitoilacion
(Acido graso Cq)
Farnesilacion
(Grupo prenilo Cys)
a-Amidacién (NH»)

Cisteina para formar  Sirve para anclar proteinas en la

la unién S-palmitoil membrana celular
Cisteinaenel. Sirve para anclar proteinas en la
carbono terminal membrana celular

Glicina que provee el Llevado a cabo por la enzima PAM
grupo amida (por sus siglas en inglés
Peptidylglycine a-amidating

monooxygenase)

Ademas de PROSITE se dispone de otros programas que buscan secuencias

consenso que dan informacion adicional de una secuencia polipéptidica nueva (ver

tabla 4).

Tabla 4: Programas para identificar secuencias consenso que ayudan en la prediccion de
funcionalidad en una proteina nueva

Programa

Tipo de prediccion Utilidad

Péptido senal Presente en polipéptidos que actian como SignallP
moléculas precursoras, sirve como una sefial de PSORT
reconocimiento para transporte a través de las
membranas celulares, esta sefial es

o _ posteriormente escindida y degradada.

Segmenlos Para establecer perfiles de hidrofobicidad de las TMHMM

{ransmembranales cadenas polipeptidicas y en algunos casos TopPred2
establecer la topologia de la proteina en la PhDhtm
membrana celular. PSORT

DAS
Tmpred
HMMTop
TMAP
Memsat

Ubicacién de la Puede tratarse de una proteina citosélica, PSORT

protefna destinada a un organelo en particular o para
excrecion.

Dominios “coiled coil” Las proteinas no globulares son generalmente COILS
a-superhélices formadas por series de Parcoil
repeticiones de amino4cidos hidrofébicos, Multicoil
usualmente leucinas.

Estructura secundaria La prediccion por si misma de la estructura PHD
secundaria puede dar una indicacién de funcién, PREDATOR
ya que la estructura de una proteina se JPred

conserva mas que la secuencia primaria de
aminoacidos.

Como se puede deducir, el analisis estructural para identificar la presencia de

firmas o secuencias motivo estructurales en una molécula proteica nueva, puede

proveer al investigador de informacién preliminar importante sobre la prediccidén de las

relaciones estructura-actividad biologica de esta molécula, ain en la ausencia de
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homologos estructurales ya clonados con funciones identificadas. La identificacién de
motivos estructurales de secuencias consenso es un prerrequisito que ayuda a predecir
funciones potenciales o anticipadas de moléculas nuevas clonadas y da la pauta para
disefiar los bioensayos pertinentes para confirmarlas en experimentacién ulterior
(Koonin E.V et al 2004).

ANTECEDENTES PARTICULARES

La técnica de rastreo inmunolégico antes mencionada, fue disefiada y aplicada
como parte del trabajo experimental inicial desarrollado en esta tesis, y estaba dirigida
hacia el aislamiento de una clona de ADNc que codificara el gen que expresa la
proteina precursora de las Endomorfinas (EM-1, EM-2). La Endomorfina-1 (EM-1) y
Endomorfina-2 (EM-2), aisladas de extractos de tejido nervioso cerebral del bovino y
humano, son dos tetrapéptidos a-amidados que exhiben la mas alta afinidad vy
selectividad de union por el receptor opioide y (Zadina et al. 1997) de todos los
neuropéptidos enddgenos conocidos a la fecha actual. Su capacidad para modular la
nocicepcion y antinocicepcion en el roedor, entre otras actividades (ver tabla 5), les
confieren un potencial papel farmacolégico en la clinica del dolor (Soignier et al. 2000,
Wilson et al. 2000).
Tabla 5: Actividades modulatorias de la EM-1 y EM-2

Endomorfina Actividad

¢ Potente actividad antinociceptiva en una gran variedad de modelos
animales de dolor agudo, neuropatico y alodinico (Wilson et al 2000,
Sakurada 2001, Sakurada et al 2002)

¢ Vasodilatacion de capilares sanguineos mediada por un mecanismo
dependiente de 6xido nitrico endotelial (Champion et al. 1999)

¢ Actividad vasodepresora (Champion et al. 1998)

¢ Actividad cardiovascular y respiratoria en roedor (Czapla et al. 2000)

¢ Regulacién de la fagocitosis, quimiotaxis y produccién de i6n superoxido
en células de microglia (Azuma et al. 2001)

¢ Papel imporiante en desoérdenes de movimientos hipercinéticos a través
de la induccién sostenida de la activacion de receptores opioides (Mehta
et al. 2001).

EM-1y EM-2

Sin embargo, a lo largo del desarrollo experimental de este objetivo inicial de trabajo
de la tesis, se logro un hallazgo experimental no anticipado. Este fue el aislamiento y

caracterizacidon molecular de una clona de ADNc que codifica un ARN mensajero

14
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(ARNm) con un marco de lectura abierto de traduccién de una proteina nueva
denominada por nuestro grupo de trabajo Antolefinina. Debido a este hallazgo, el
interés de trabajo experimental se centr6 entonces en el analisis estructural y funcional
de esta proteina a través del empleo de programas computacionales especializados
para predecir funciones biolégicas de biomoléculas a través de la identificacién de la
presencia de firmas estructurales de secuencias de aminoacidos con funcién
identificada en otras proteinas clonadas. De hecho, en esta seccién de antecedentes
{ver siguiente inciso), nos parece justificado hacer una revisiébn de algunas de estas
firmas estructurales de aminoacidos, las cuales consideramos de importancia para
llevar cabo nuestro estudio predictivo funcional de la proteina Antolefinina, que es

expresada por este nuevo gen clonado en mi proyecto de tesis.

e) Poros nucleares y sefiales para importacion y exportacion de proteinas al
nucleo.

La compartamentalizacion es una caracteristica que ofrece a la célula la oportunidad
de regulacién. Asi, la importacion y exportacion de proteinas y acidos nucleicos entre el
nlcleo y el citoplasma es un proceso estrictamente controlado. Este se efectta con la
ayuda de proteinas acarreadoras que interaccionan tanto con la carga eléctrica de la
molécula a transportar como con el complejo de poro nuclear (NPC, por su

nomenclatura en el inglés) (Macara 1.G, 2001). Ver figura 5.

oﬁy 'S f (5 Cytuplasmic flbrils

b i B,
L'Aﬁ' ;

L2 3 <Cyloplasuic rin
|2 ’a; ) 1Caopl 3
R g i j—’ ‘Dulrrmrmhmm

i 2 " Lumenal domain
éoro Ak 4&’ 5% Inner membrane
4?{_ e, Nuckar ring,
[ g e T Sralliy
2 £
PR F, . 3 Nuclear basket
Nugleo v -
"/ Distul ring

Figura 5: Micrografia electrénica y dibujo esquematico de un poro nuclear

La envoltura nuclear consiste de dos membranas (interna y externa, inner and outer membrane,
por su nomenclatura en inglés) que periédicamente se unen definiendo poros, los cuales se rodean de
proteinas que conforman el complejo de poro nuclear encargado de regular selectivamente la entrada
y salida del nucleo. Este complejo restringe la libre difusion de particulas y proteinas de diametro
superior a 9 nm (tamario correspondiente a proteinas de 40-60 kD). Sin embargo compiejos de hasta
25 nm son transportados eficientemente siempre que lleven adicionados una sefal de exportacién o
importacion nuclear. (Hipertextos del area de la Biologia).
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La mayor parte de las proteinas encargadas de transportar la carga eléctrica
pertenecen a una familia denominada importinag/karioferinag (Ver tabla 6). Una
caracteristica comun a todas las karioferinas (es asi como se refiere de manera general
a los miembros de esta familia) es que se unen a las nucleoporinas, las proteinas que
conforman el complejo de poro nuclear. Otra caracteristica importante es que las
karioferinas pueden formar un complejo con la enzima RanGTPasa (Ran es el miembro
mas abundante de la superfamilia de GTPasas Ras) y de hecho es a partir de tal
interaccion que se regula la union de la carga eléctrica. Al igual que otros miembros de
la superfamilia Ras, Ran funciona como un swich molecular y sufre un cambio

conformacional entre los estados GDP-GTP (Macara I.G, 2001). Ver figura 6.

Tabla 6: Proteinas involucradas en el transporte de moléculas al interior y exterior del ntcleo

Tipo de acarreador Funcién
IMPORTINAS
Importina Importa la Importina ¢, proteinas ribosomales, las proteinas virales HIV
Rev, HIV Tat y HIV Rex
Transportina |, kaps2 Importa proteinas de unién al ARNm y proteinas ribosomales

Transportina SR Importa proteinas de unién al ARNm
Hmtr10 Desconocida
Importina 7 Importa proteinas ribosomales
Importina Il Importa a UbcM2
Imponrtina 5, Kaps3 Importa proteinas ribosomales
Importina o Funciona como un adaptador para importina 8

EXPORTINAS
Exportina 5 Exporta proteinas fosforiladas
Crm1 Exporta acarreadores para proteinas con una sefial NES rica en leucinas
Cas Exporta Importina o
Exportina-t Exporta ARNt
Exportina 4 Exporta elF5A

OTROS TRANSPORTADORES
Tap/Mex 67 Transporte de ARNm y ARNr
Calreticulina Promueve la exportaciéon de moléculas que contienen una sefial
NLS

El transporte mediado por importinas y exportinas depende de una sefial o firma
estructural de aminoacidos en la molécula a ser transportada (Macara 1.G, 2001). Ver
tabla 7.
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Ciclo de importacién hacia el nicleo
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Figura 6: Dibujo esquematico que muestra el ciclo de importacion y
exportacién hacia el nicleo para una molécula con una sefial NLS o NES
El poro se puede dilatar hasta 26 nm cuando recibe la sefial apropiada (secuencias ricas
en lisina, arginina y prolina o aminoacidos hidrofébicos presentes en las proteinas). La
molécula Ran-GTP es la que impone direccionalidad al tfransporte. Se encuentra presente en
grandes concentraciones solo en el nucleo donde disocia el complejo de importaciéon
constituido por la carga mas importina y estabiliza en complejo de exportaciéon. La
transformacién ciclica de {a Ran es regulada por dos proteinas: RCC1 y la Ran-Gap que
generan un gradiente Ran-GTP/Ran-GDP a ambos tados de la membrana nuclear.
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Tabla 7: Secuencias senal para transporte nucleo-citoplasma.

Senal Secuencia consenso propuesta
Secuencia NLS (Nuclear Localization Siganal) monopartita BBBBP(BBBX), BBB(H/P)
Secuencia NLS bipartita BBXXXXXXXXXXBBBXX
NLS Viral RXXRRXRBR
Secuencia NES (Nuclear Export Signal) rica en leucinas LX24 3 (FALIVIMYX, 23 LX(I/VIL)
Secuencia NES inusual IXXXIXXEXT, WXKIXLXP

B=Residuo basico (K o R)
X=Cualquier residuo
(/)=Residuos permitidos en esa posiciéon

Las sefiales o firmas estructurales NLS y NES se encuentran caracterizadas
principalmente en los virus, ya que la replicacién de su material genético depende de
exportar {as proteinas necesarias al nicleo de la célula hospedera. La primera
secuencia senal identificada para exportacién nuclear fue identificada en el antigeno T
del virus del simio (SV40). Esta secuencia PKKKKK, y la que se encuentra en la
nucleoplasmina (una protefna involucrada en el ensamble de la cromatina),
KRPAATKKAGQAKKKKLD, se consideran los prototipo para las sefales NLS
monopartita y bipartita (Macara 1.G, 2001). Por lo tanto la sefal bipartita se caracteriza
por (Dingwall C. et al 1991) :
(1) Dos aminoacidos basicos consecutivos (Arginina o Lisina).
(2) Una regi6én espaciadora de aproximadamente 10 aminoacidos.
(3) Por lo menos tres residuos de aminoacidos basicos (Arginina o Lisina) en las cinco
posiciones después de la region espaciadora.
Asi, la estructura primaria de aminoacidos de esta secuencia consenso bipartita seria
[RIK]IXXXXXXXXXX[H/R/K], donde X es cualquier aminoécido.‘

En el caso de sefales para exportacién de proteinas (NES), la secuencia prototipo
esta constituida por segmentos pequefios hidrofébicos (alrededor de 10 aminoacidos)
ricos en residuos de leucina (Gasca et al 2002). La estructura primaria de aminoacidos
de esta secuencia consenso de exportacion de proteinas seria LX1.3LX2.4LXL, donde X es

cualquier aminoacido. Ver tabla 8.
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Tabla 8: Ejemplos de secuencias NES

Proteina Secuencia
MAPKK (Mitogen Activated Protein Kinase Kinase) NLVOLQKKLEELELD
Rev (Human Immunodeficiency virusRev)) PVPLQLPPLERLTLD
PKI (Protein Kinase Inhibitor) ELALKLAGLDIN

f) Importancia de las proteinas que contienen NLS y NES.

Este tipo de senales o firmas estructurales se encuentran presentes en proteinas
con una importante actividad biolégica. Por ejemplo, en el caso de Diacilglicerol kinasal
que se encuentra involucrada en la transduccion de sefales metabotropicas de células
eucaribticas, Se comprobé que esta enzima encargada de regular los niveles
citoplasmicos de diacilglicerol, posee una NLS que provoca que su localizacion
subcelular dependa del tipo de célula y el estado de crecimiento de la misma. Esta
enzima, participa en importantes funciones neuronales (Hozumi Y. et al 2003). Otro
ejemplo, esta constituido por la SPHK2 (enzima encargada de catalizar la fosforilacion
de la esfingosina, un péptido bioactivo que regula diversos procesos bioldgicos), la cual
posee una NLS que le confiere la propiedad de localizarse en el nicleo induciendo la
inhibicion de la sintesis de ADN en varios tipos celulares (Igarashi N. et al).

Por lo que respecta a la presencia de NES, podemos citar a la Antizima-1, que es
una proteina inhibidora de la ornitina descarboxilasa, una enzima clave en la sintesis de
poliaminas. La Antizima-1 contiene dos NES, una en el extremo N-terminal y otra en el
extremo C-terminal, las cuales le confieren la propiedad de regular otras moléculas en
el nucleo como son transductores de senal y proteinas reguladoras del ciclo celular en
el nacleo (Murai N. et al 2003). En el caso de SOX9, una proteina humana que contiene
una secuencia NES localizada entre dos NLS’s, esta proteina se encuentra involucrada
en la determinacién del fenotipo sexual de las gonadas, ya que solo en las gonadas
masculinas se localiza en el nucleo (Gasca S. et al 2002).

Como se puede deducir las sefiales NLS y NES por si mismas desemperan un
papel muy importante en las proteinas donde se encuentran ya que determinan su
funcion.

Por otra parte, en la investigacion dentro del campo de la terapia génica (por

ejemplo en el cancer), uno de los métodos mas eficientes para la transfeccién de genes
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en células neoplasicas, es el basado en los vectores virales (retrovirus). Sin embargo,
se tienen problemas de seguridad debido a las repuestas inflamatorias, inmunes y
transformacion maligna debido a la mutagénesis provocada por la insercién de estos
agentes virales. Una alternativa mas segura a este procedimiento, esta constituida por
el uso de vectores no virales (“polyplexes”, “lipoplexes”), aunque con estos
procedimientos se observa bajos niveles de expresién génica in vivo. La transferencia
ineficiente de ADN del citoplasma hacia del nlcleo se ha identificado como una causa

- principal para lo anterior. Como ya se menciond, las proteinas celulares y virales entran
eficientemente al ndcleo gracias a la presencia de NLS's constituidas por intervalos de
aminoacidos que se unen a los receptores intracelulares (como son la importinas) para
el transporte, faciltando de esta manera el transporte a través del poro nuclear.
Expenmentos recientes revelan que las NLS's conservan su actividad cuando se
conjugan con proteinas no nucleares. La aplicacion de péptidos-NLS para la
trasferencia de genes no virales ha sido investigada ampliamente y parece tener un
gran potencial para mejorar la introduccion de ADN al nucleo (Bremner K.H. et al 2004).
De hecho, uno de los primeros transportes efectuados exitosamente lo constituye el de
la proteina Tat-g-Galactosidasa que tiene una masa molecular de aproximadamente
120 kDa. Esto se logré al crear un hibrido entre la proteina de interés y la sefial de
internalizacion rica en aminoacidos basicos. Esta metodologia de unir proteinas de gran
tamafio con los péptidos que contienen las senales apropiadas para el transporte al
interior del nucleo da lugar también a una nueva herramienta para incorporar moléculas
no peptidicas como son las sondas fluorescentes. (Schwarse S. R. et al 1999)

Otro aspecto importante de la caracterizacion de NLS y NES es su uso en el estudio
de rutas involucradas en la exportaciéon de ARNm (Gallouzi I-E. et al 2001) y en la
caracterizacién de las rutas de proteinas de interés. Un ejemplo, es el uso de la senal
del virus HIV Tat (48 YGRKKRRQRRRPPQ 60) para detectar secuencias peptidicas
capaces de unirse con alta afinidad a cGPK (en el inglés, cGMP-deependent protein
kinases type la y |18), ya que el aislamiento de tales secuencias permitira estudiar la ruta
de sefialamiento relacionada con este tipo de proteinas kinasas implicadas en una gran
variedad de respuestas celulares como son la relajacion del muasculo liso o la sinapsis
neuronal (Dostmann W. R. G. et al 2000).
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En este contexto, es facil deducir que las sefiales para localizacion en el nucleo
(NLS) y las de exportacion (NES) constituyen una herramienta experimental importante,
no solo para propésitos terapéuticos, sino que también para la entrega alternativa de
genes (sientan las bases para definir los requerimientos para el disefio y construccion
de vectores con NLS) y para comprender mecanismos celulares como son la

transduccion de senales y la trascripcion genética.

d) Recorte de las cadenas polipeptidicas.

Una amplia vanedad de moléculas (principalmente hormonas y neuropéptidos), son
sintetizadas como grandes precursores proteicos que posteriormente son editados
enzimaticamente. Los precursores proteicos de péptidos y polipéptidos biolégicamente
activos pueden ser subdivididos por lo menos en cuatro tipos diferentes, de acuerdo al
sitio donde se lleva a cabo el corte enziméatico de escision (Seidah NG et al. 1998).

a. Precursor tipo |, secuencia consenso X-X-R-X-(K/R)-R1-X-X (donde X es cualquier
aminoacido y la flecha indica el sitio de corte en el aminoacido basico): esta clase de
precursor incluye pro-proteinas sintetizadas en células secretorias constitutivas, como
son los factores de crecimiento, neurotrofinas, ciertos receptores, toxinas bacterianas y
glicoproteinas de superficie virales.

b. Precursor tipo ll, secuencia consenso X-X-X-X-(K/R)-(K/R)I-X-X (donde X es
cualquier aminoacido y la flecha indica el sitio de corte en el aminoacido basico):
normalmente son pro-proteinas que contienen la secuencia consenso en el carbono
terminal. Estos incluyen a la mayoria de los precursores de las hormonas polipéptidicas
y sustancias peptidicas bioactivas procesadas.

c. Precursor tipo Ill, secuencia consenso B-X-B-X-B-X-X-R1-X-X (donde X es cualquier
aminoacido, B un aminoacido basico y la flecha indica el sitio de corte en el aminoacido
basico): esta clase de precursores incluye a los de las hormonas polipéptidicas asi
como factores de crecimiento.

d. Precursor tipo IV, secuencia consenso B-X-B-X-B-X-B-(K/R)l-X-(R/K) (donde X es
cualquier aminoéacido, B un aminoacido basico y la flecha indica el sitio de corte en el
aminoacido basico): en este grupo se incluyen algunos precursores hormonales,

hormonas pancreaticas y algunos factores de crecimiento.
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Asimismo, las enzimas procesadoras especializadas en cortes proteoliticos
pertenecen a una familia de serina proteinasa del tipo subtilisina/kexina. Hasta la fecha
se conocen siete tipos de estas convertasas: PC1/PC3, PC2, furina, PACE4, PC4, PC5
y PC7. Para obtener mas informacién acerca de los péptidos generados a partir de una
proteina precursora es importante considerar los siguientes aspectos funcionales sobre
la familia de las convertasas (Seidah NG et al. 1998 ):

Tabla 9: Tipos de Proteina-Convertasas (PC'’s) y sus caracteristicas

Convertasa Tipo de convertasa Tipo de Ejemplo de Precursor
precursor escindido
PC1 Clase |l: se expresa principalmente en Hormonas POMC
células endocrinas y neurales (tejido  polipeptidicas Prolnsulina Humana
periférico y SNC). Se localiza en ProDinorfina
granulos secretorios y TGN. ProGlucagén
ProMCH

ProEncefalina
ProRenina Humana

PC2 Clase Il: se expresa principalmente en Enzimas POMC
células endocrinas y neurales (tejido Hormonas Prolnsulina Humana
periférico y SNC). Se localiza en polipeptidicas ProDinorfina
granulos secretorios. proTHR

ProGlucagén
Proneurotensina
Proencefalina

PC5-A Clase Il: se expresa tanto en células Hormonas MIS (sustancia
endocrinas como no endocrinas polipeptidicas inhibidora
(corteza adrenal, endoteliales y células receptores proMulleriana)
sertoli y sistema digestivo) R-PTPu

Como se observa en la tabla 9, PC1 y PC2 son dos convertasas responsables de
las escisiones proteoliticas efectuadas en las rutas de biosintesis peptidica reguladas
de las células endocrinas y neuronales. Su expresion restringida asegura que sélo se
lleve a cabo el procesamiento de secuencias en el tipo de células apropiadas. (Korner
J. et al 1991). Es pertinente mencionar que analisis especificos de Northern-blot en
tejidos que expresan PC2 y PC1/PC3 revelaron que su expresion esta altamente
restringida a tejidos neuroenddcrinos, incluyendo los islotes de Langerhans, la médula
pituitaria adrenal y varias regiones del cerebro (Steiner et al. 1992). Asimismo, la
expresion de PC2 y PC1/PC3 en varias fenotipos de células endécrinas y neuronales,

muchas veces da lugar a una variedad de mezclas de productos peptidicos que se
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derivan del mismo precursor con actividades antagénicés o divergentes. (An Zhou et al
1999).
j} La a-amidacién.

Los péptidos bioldgicamente activos como son las hormonas que actian a grandes
distancias en el cuerpo o los neurotransmisores son sintetizados a partir de grandes
precursores proteicos inactivos a los que se les ha efectuado una gran cantidad de
modificaciones post y co-traduccionales (adicién de péptido sefial, adicion de cadenas
de O y N-oligosacaridos y presencia de un par de aminoacidos basicos). Tales péptidos
tienen la caracteristica de tener a-amidado el dlitimo aminoacido del extremo carboxilo
terminal (Cuttitta F. 1993). Esta modificacién covalente es unica para los péptidos con
una funcién reguladora, y de hecho, ha sido utilizada como parametro para descubrir y
aislar nuevas moléculas con una actividad biol6gica potencial (Cuttitta F. 1993). La a-
amidacion de un polipéptido sucede como ultimo paso de una serie de modificaciones
postraduccionales efectuadas en el extremo C-terminal (Zastrow M. et al 1986). La
enzima PAM (por sus siglas en inglés Peptidylglycine a-Amidating Monooxygenase) es
la encargada de efectuar esta modificacion covalente (Eipper B.A. et al. 1993). La

secuencia consenso para que se lleve a cabo la a-amidacién es la que se muestra en la

figura 7.

Glicina es el Unico aminoacido conocido que
funciona como el donador del grupo amida para el
aminodcido vecino |

Generalmente:

Met Sitio para-procesamiento
Phe proteolitico
Pro ’ ES
Val RR
Leu
lle KKR
K

Figura 7: Diagrama estructural de la secuencia consenso para la a-amidacion
La importancia de la a-amidacién reside en que esta modificacién confiere
resistencia a la accién degradativa por el extremo carboxilo terminal de la
carboxipeptidasa-E, aumentando la vida media bioldgica y la afinidad de! polipéptido
amidado por su receptor, traduciéndose asi esto en un efecto biolégico mas potente y
de larga duracién (Cuttitta F. 1993).
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HL.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO
EXPERIMENTAL.

Como ya se menciond con anterioridad, existe un nimero significativo de genes
que codifican nuevas sustancias de tipo proteico y peptidico que esperan ser
caracterizadas a nivel estructural y funcional en los mamiferos, incluyendo el humano.
Durante el trabajo experimental inicial de rastreo inmunoldgico dirigido a la clonacién
del precursor de las endomorfinas, se aislé en forma no anticipada, como una falsa
inmunopositiva, una clona con un ADNc que codifica una molécula proteica no
caracterizada ain en el sistema nervioso de mamifero. Estudios de homologia
estructural efectuados en la base de datos del GenBank y con el programa de anélisis
del EMBL-EBI se confirm6 que esta proteina, denominada por nuestro grupo de trabajo
“Antolefinina”, no presenta identidad estructural con ninguna otra molécula ya clonada y
con funciones identificadas. En este contexto, debido a este hallazgo experimental no
anticipado y a la ausencia de identificacién funcional de esta molécula, mi trabajo de
tesis fue replanteado y dirigido hacia estudios estructurales de esta nueva proteina para
identificar la presencia en ella de secuencias consenso o firmas estructurales, las
cudles, al estar codificadas en proteinas y/o polipéptidos ya clonados con funciones
caracterizadas, nos pondria en posibilidad de proponer funciones fisiolégicas de esta
nueva proteina dentro del sistema nervioso de mamifero. Es claro deducir que se
necesita implementar una estrategia analitica que permita iniciar en forma sisteméatica y
dirigida la caracterizacion funcional de la Antolefinina. Esta estrategia analitica requiere
de programas y bases de datos especializadas en la identificacion de secuencias
corisenso para las cuales ya hay funciones establecidas. Anticipamos que la
informacion de estructura-funcion derivada de tales anélisis, servird de base para
estudios futuros con bioensayos especificos, llevados a cabo por nuestro y otros grupos
de trabajo experimental, dirigidos hacia la caracterizacion funcional extensiva de esta

nueva proteina.
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IV.-HIPOTESIS DEL TRABAJO EXPERIMENTAL.

La diversidad funcional de las proteinas esta estrechamente relacionada con su
estructura, de manera que estas moléculas codifican secuencias parciales de
aminoacidos que son blanco de cambios quimicos estructurales a nivel post-
traduccional, efectuados a través de reacciones enzimaticas. Muchas de estas
modificaciones estan implicadas en la regulaciéon de la actividad de las proteinas. Es
por esta razén, que el analisis de la estructura primaria de una proteina representa un
punto de partida importante para predecir sus funciones. Esta informacion inicial es de
importancia critica para el investigador, ya que da lugar al disefio y aplicacién de

bicensayos in vitro e in vivo especificos para caracterizar tales funciones.

En este contexto, dado que se cloné un ARNm alin no caracterizado en el
sistema nervioso de roedor y que codifica una proteina nueva que no presenta
homologos estructurales con funciones identificadas, si se procede a la identificacién de
secuencias peptidicas consenso o firmas estructurales especificas con ayuda de
programas disponibles (PROSITE, por ejemplo), entonces esta informacién no solo
servira de base para proponer la funcién de esta proteina llamada Antolefinina, sino que

también para plantear estudios futuros dirigidos a su caracterizacion.
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V.-OBJETIVOS DEL TRABAJO EXPERIMENTAL.
General:

El objetivo central de mi proyecto de tesis estuvo enfocado hacia la
implementacion de una metodologia experimental para aislar y caracterizar la estructura
del gen que da origen a la proteina precursora de los péptidos opioides llamados
Endomorfinas-1-2. Sin embargo, debido a que en el curso de estos estudios, se aisloé
en forma no anticipada, una clona de ADNc que codifica para una molécula proteica
que no es el precursor de estos péptidos y que no tiene identidad estructural con
proteinas ya identificadas, decidimos replantear el objetivo global hacia el analisis
estructural detallado de esta nueva proteina, con el fin de proponer sus posibles roles
funcionales a través de la identificacion de la presencia en ella de secuencias parciales
de aminoécidos con funciones identificadas.

Particulares:

* Identificacion de material proteico inmunoreactivo a las endomorfinas
expresado por una biblioteca de ADNc del cerebro total de raton
empleando anticuerpos contra estos péptidos generados por nuestro
equipo de trabajo.

¢ Aislamiento de las clonas que contienen el vector plasmidico con el o los
ADNCc’s que codifican para las proteinas identificadas por los anticuerpos.

o Purificacién del vector plasmidico con los ADNc’s identificados y aislados.

e Caracterizacion del tamafio molecular del los ADNc’s clonados mediante
un analisis electroforético en geles de agarosa.

« Caracterizacion de la secuencia nucleotidica de los ADNc’s clonados con
ayuda del método de sintesis de ADN en presencia de ddNTP’s marcados
con fluorescuencia a través de un secuenciador automatico de ADN de un
capilar.

e Analisis estructural de la secuencia nucleotidica del ADNc clonado
obtenida para determinar si se trata de un ARNm completo. Identificacion

de posibles marcos de lectura abiertos de traduccidon y de cajas
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nucleotidicas reguladoras en las regiones 5 y 3’ no codificantes del ARNm
aislado.

Andlisis estructural comparativo para la bGsqueda de secuencias
nucleotidicas con identidad estructural a nuestro ARNm clonado con
ayuda de la base de datos estructural del GenBank.

Analisis estructural comparativo para la blsqueda de secuencias de
aminoacidos con identidad estructural a la proteina deducida (llamada
Antolefinina) por el marco de lectura abierto de traduccién de nuestro
ARNm clonado en las bases de datos estructurales del GenBank y el
programa de analisis del EMBL-EBI.

Andlisis de la secuencia primaria de aminoacidos codificada por la
Antolefinina a través del uso de programas computacionales de
prediccion de funcién proteica (por ejemplo PredictProtein, PROSITE), con
el objetivo de determinar la presencia de secuencias parciales de

aminoacidos con funciones especificas.
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VI. -MATERIALES Y METODOS

a) Rastreo inmunolégico de la biblioteca de ADNc de cerebro total de ratén.

1. Descripcion de la biblioteca de ADNc

Se utilizé una biblioteca comercial (Stratagene # Catalogo 937319) de expresion
de ADNc del cerebro total de ratéon adulto (Mus musculus, BALB/c), la cual tiene
aproximadamente un 80% de ADNCc's clonados orientacionalmente (5-—3"). El tamano
molecular promedio de los insertos de ADNc’'s de esta biblioteca es de 1.8 Kb en el
sistema plasmidico pBlueScript SK (+/-) subclonado en el sistema del vector del fago
lambda Uni-ZAP-XR (ver tabla 10 y 11 y figura 8). Esta construccién de sistema vector
de clonacién esta disefiada para infectar y transformar ADNc en sistemas celulares
bacterianos como es la cepa XL1-Blue MRF’ de la bacteria E.coli.

Tabla 10: Enzimas que se pueden emplear en el sitio de
clonacion multiple del vector pBIuescript0 SK.

Enzima No. de sitios de corte | Posicién nucleotidica
Kpn / 1 653
Apa | 1 659
Eco0109 1 1 659
Dra ll 1 659
1 668
Hinc I 1 674
Accl 1 674
Sall 1 674
Bsp106/ 1 683
Clal 1 683
Hind 1l 1 689
EcoR V 1 695
EcoR | 1 701
Psti 1 707
Smal 1 713
1 719
1 725
- 1 731
1 737
1 738
1 744
1 749
1 755
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QOrigen de replicacién f1

Resistencia a Ampicilina

pBluescript SK
3.0 kb

MCS= Sitio de Clonacién Miltiple
Origen de replicacién pUC

Regién de sitios de clonacién mutltiple en el vector pBluescript® SK
{secuencia mostrada 601-826):

Hine

— Promotor 77 Kaal Do xo | l' i
TTGTAﬁAACGACGGCCAGTQAATTGTAATACGACTCACThTAGGGEFAATTGGGTACCGGGCCCCC TCGAGGTCGACGGT. . .
Sitio de unién del cebador M13 Sitio de unién del cebador T7 Sitio de union del cebador KS

Ewp1D8 Iz
Clo Hnd | EcoRY  EcoRf) Par | Sma Bam= | Spe tag Bad Sac ot
|

T i el i | I i
-« ATCGATAAGC TTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGRATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCA. . .
Sitio de unién del cebador KS Sitio de unién del cebador SK

Fragmemo ade la B-Gal
< Promotor T3

-+ GCTTTTGTTCOCTTTAGTGAGGGTTAATT TCGAGCT TGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC

SH) de unién def cebador T3  Sitio de unién del cebador antisentido M13

Figura 8: Mapa circular del vectof pBIuescript° SK

El sistema plasmidico del pBluescript, representa un ejemplo de vector de clonacién
estructuralmente complejo, puesto que posee un sitio de clonacién multiple que se encuentra
flanqueado por los sitios promotores T3 y T7 de la ARN polimerasa dependiente de ADN. Los
insertos de ADNc son subclonados en ef marco de lectura correcto cerca al sitio promotor /facZ’
de la bacteria, lo cual da la ventaja de encontrar de manera inmediata marcos de lectura
abiertos correctos asi como un conocimiento rapido de la secuencia primaria de la protefna
codificada por el ADNc insertado. Adicionalmente, el plasmido tiene el origen de replicacion f1
de bacteridfago lo que permite la recuperacion de ADN de cadena sencilla que puede ser
utilizado para secuenciacién nucleotidica o estudios de mutagénesis. Asimismo, este plasmido
contiene el origen de replicacién pUC. Los transcritos hechos a partir de los sitios promotores
T3 y T7 se pueden utilizar para generar sondas de ARNc de cadena sencilta empleadas en
estudios de Southern, Northern blot, hibridacién in situ y transcripcion in vitro. Finalmente el
promotor /acZ’ puede ser manipulado para generar proteinas fusionadas para realizar Western
blot.
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Tabla 11: Caracteristicas del vector de clonacién pBIuescript@’ SK

Caracteristica ) Posicién nucleotidica
Origen de replicaciéon f1 24-330
Secuencia codificante del fragmento o de la f-Galactosidasa (lacZ') 463-816

Sitio del promotor T7 para inicio de la transcripcién 643

Sitio de clonacién multiple 653-760

Sitio del promotor T3 para inicio de la transcripcién 774
Promotor lac 847-938

Origen de replicacién puC 1158-1825
Marco de lectura abierto para la resistencia a ampicilina 1976-2833

2. Titulacién y amplificacion de la biblioteca

La biblioteca fue titulada y amplificada de acuerdo a un protocolo estandar
recomendado por el proveedor (Uni-ZAP® Premade Library Instruction Manual, 2003,
Stratagene). Para la formacion de placas liticas, se mezcl6 una alicuota de la biblioteca
equivalente a 5 x 10* pfu (unidades formadoras de placas liticas) /placa de Petri de 15
mm de diametro y 600 pl. de células hospederas E. coli de la cepa XL1-BLue MRF'
ajustadas a una concentracién de 0.5 ODggo (Densidad Optica medida a una longitud de
onda de 600 nm). Se incubaron las bacterias y fagos durante 15 minutos a 37 °C para
permitir la adhesién e infeccion de los fagos a estas células. Se mezclé 6.5 mL de agar
suave NZY con la mezcla del fago y las bacterias, se esparcié en placas de agar NZY y
se agitdé cuidadosamente la placa para permitir que las células se distribuyeran
homogéneamente. Se dej6 reposar la vplaca durante 10 minutos hasta solidificacion del
agar suave NZY. Se incubaron las placas invertidas a 40°C por 4 horas para permitir la
aparicién de las placas liticas. Una vez transcurrido este tiempo las placas se enfriaron
durante 2 horas a 4°C para evitar que el agar se adhiriera posteriormente a las

membranas de nitrocelulosa.

3. Ensayo de inmunodot-blot

Para eliminar problemas que afectaran la sensibilidad del ensayo, como son la
presencia de falsos positivos y aumento de la sefial de fondo debidos a la reactividad
cruzada de los anticuerpos policlonales con algunas de las proteinas de E. coli y el
fago, se realizé lo siguiente: el estuche con el que se trabajo para el rastreo

inmunolégico (picoBlue™, Stratagene No. cat.200371) posee un lisado del fago y E.
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coli, el cual se utilizé para unirlo primero a las membranas de nitrocelulosa embebidas
previamente en una solucion 10mM (milimolar) de IPTG (Isopropil-1-tio-B-D-
galactopiranosido), y enseguida se incubaron éstas con la solucién de anticuerpo
primario, esto para adsorber los anticuerpos que presentaran una reaccién cruzada con
las proteinas de la bacteria o del fago.

A la caja de Petri con cultivo bacteriano lisado se le aplicé la membrana de nitrocelulosa
fratada como se describi®é anteriormente. Se permiti6 que las membranas se
humedecieran, evitando el dep6sito de burbujas. Se incubaron las cajas con agar
durante 4 horas a 37°C. Este procedimiento se realizé por duplicado para cada placa de
cultivo. Se identifico perfectamente la orientacién de la membrana de nitrocelulosa con
respecto a la caja con agar. Al cabo del tiempo de incubacién se removieron
cuidadosamente las membranas con las placas liticas transferidas con ayuda de pinzas
y se lavaron por 10 minutos a temperatura ambiente en una solucién de PBS 1X
(Solucion amortiguadora de fosfatos, por sus siglas en inglés Phosphate-Buffered
Saline) para eliminar restos del medio de cultivo. Una vez perfectamente lavadas las
membranas de nitrocelulosa se incubaron por 12 horas a 4°C con los anticuerpos
dirigidos contra la proteina precursora de las Endomorfinas, diluidos 1:20 en PBS/ 0.3%
gelatina de teledstato (SIGMAY 0.3% Tween 20 (SIGMA). Después de esta incubacion,
las membranas fueron lavadas con la misma solucidn pero sin anticuerpos para eliminar

el exceso de antisuero unido de manera inespecifica a las membranas.

4. Revelado de las membranas

Finalmente las membranas se incubaron en una solucién de anticuerpo anti-lgG
(Amersham) de conejo marcado radiactivamente con lodo'?® (dilucién 1:250) durante 2
horas a temperatura ambiente. Las clonas positivas fueron identificadas exponiendo las
membranas a peliculas X-O-Mat (Kodak) por 7 dias y revelando con D-19 Developer
(Kodak).
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b) Purificaciéon del plasmido que contiene el ADNc que da origen a la proteina
identificada con los anticuerpos.

Para la purificacion del plasmido, se empleo el estuche QlAprep®Spin Miniprep
Kit (de la marca QIAGEN # de catalogo 27106). El protocolo usado para este objetivo
experimental fue el recomendado por el distribuidor. El procedimiento de este estuche
esta basado en la lisis alcalina de las células bacterianas seguido por la absorcion de
ADN sobre una membrana de silica-gel en presencia de altas concentraciones de sales.
Se siguen tres pasos basicos:

1) Preparacion y limpieza del lisado de bacterias. Los componentes de la bacteria
son desnaturalizados y precipitados y removidos por filtracion.

2) Adsorci6n del ADN sobre la membrana QlAprep de silica-gel. Las caracteristicas
de esta membrana permiten que solo sea retenido ADN de doble cadena,
mientras que el ARN, proteinas y otros metabolitos no son retenidos.

3) Lavado y elucién del ADN plasmidico.

El rendimiento de este estuche es de 5-10 yg de ADN plasmidico/ 5mL de cultivo de
bacteria crecido en medio LB (Luria-Bertani) durante toda la noche.

c) Tratamiento con las enzimas de restriccion Xba ly Xho I.

Para la realizacion de los ensayos de restriccion se consider6 que una unidad de
enzima requiere 1 yg de ADN, y dos horas de incubacién a 37°C.
Las enzimas utilizadas Xbal (No. catalogo 15226-012) y Xhol (No. catdlogo 15231-012)
fueron de la marca GIBCOBRL® 2000U (1007 pL) al igual que el marcador de peso
molecular (1 kb DNA Ladder 1.0 g/ uL No. catalogo 15615-016).
La determinacién de la cantidad de ADN presente en la muestra se realiz6 mediante
medicién espectrofotométrica a una longitud de onda de 260nm, la concentracion del

plasmido fue 0.87 ug/ uL.
d) Analisis electroforético del inserto de ADNc en gel de agarosa.

Se prepar6 un gel de agarosa al 1% con 2.5% de bromuro de etidio. En cada
pozo del gel se cargaron 1.74 ug (2.0 yL) de ADN (ver tabla 12).
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Tabla 12: Carga de la muestra en el gel para correr la electroforesis

Pozo 1 Pozo 2 Pozo 3 Pozo 4 Pozo §
MwW Plasmido con Plasmido+Xbal Plasmido+Xhol Plasmido+Xbal+Xho!
inserto

ADN 0.5uL 2.0 uL 50uL 5.0uL 5.0uL
Sol. de carga de 2.0uL 2.0uL 20 uL 20uL 20ul
muestra (SB 5X)
Agua mQ 7.5uL 6.0 uL 3.0uL 3.0uL 3.0uL
Volumen total 10 puL 10 pL 10 pL 10 uL 10 uL

MW: Marcador de peso molecular
Agua mQ; Agua desionizada

La electroforésis se desarrollé en soluciéon amortiguadora TAE 0.5X con 0.5 ug/ pL de

bromuro de etidio.

e) Caracterizacion estructural del ADNc clonado a través de secuenciacién
nucleotidica automatizada con la ayuda del método de marcaje de nucleétido
terminal fluorescente por PCR:

Se empleo el estuche ABI PRISM® BigDye™ (Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit Version 2.0) y un secuenciador automéatico de un capilar ABlI PRISM
310 Genetic Analyzer de Applied Biosystems. El protocolo seguido fue el recomendado
por el proveedor y se describe en las tablas 13 y 14. '

Tabla 13: Preparacion de la reaccion para marcaje con nucleétidos fluorescentes

Reactivo Concentraciones Cantidades / volimenes
Molde 200-500 ng (nanogramos) ADN de 1.5uL
doble cadena
Cebador 3.2 pmol 2.0uL
Agua mQ - c.b.p. 20 L

Tabla 14: Protocolo de secuenciacién

Paso Accién

1 Colocar los tubos para PCR en el termociclador (Eppendorf Mastercycler
gradient)

2 Repetir lo siguiente por 25 ciclos:

e« Rampa térmica rapida a 96°C por 10 segundos
s Rampa térmica rapida a 50°C por 5 segundos
Rampa térmica rapida a 60°C por 4 minutos
3 e Rampa térmica rapida a 4°C, mantenerla hasta el momento de la
purificacion.
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Se emplearon como cebadores el oligonucledtido sentido complementario al
promotor T3 de 18 nucleotidos de longitud (5-TAACCCTCACTAAAGGGA-3') (Promoter
Sequencing Primer, marca GIBCO BRL®, 5ug/mL No.catalogo 18417-014), y el
oligonucleotido anti-sentido complementario al promotor T7 de 16 nucledtidos de
longitud (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3') (Promoter Sequencing Primer, marca
GIBCO BRL®, 5ug/mL No.catalogo 18716-016 ).

Para purificar los productos de extension de la PCR se usaron las columnas
Centri-Sep™ Spin Columns (marca Princeton Separations No.catalogo CS-901) y el
protocolo seguido fue el sugerido por el proveedor. Estas columnas se emplean para
una purificacién rapida y eficiente de moléculas grandes (proteinas, acidos nucleicos,
carbohidratos complejos, etc), eliminandose las moléculas pequefias como son
nucledtidos, sales de la solucidn amortiguadora, etc.

El disefio de la columna esta basado en un gel deshidratado que tiene la capacidad de
retener el exceso de ddNTP’s marcados con fluorescencia que no se emplearon en la
reaccién, dejando en solucion solo la cadena nucleotidica marcada fluorescentemente
por la extensién de la PCR. El gel remueve con una eficiencia superior al 98% los
dNTP’s marcados sin reaccionar.

El gel de la columna es hidratado con agua desionizada. El exceso de agua es
removido por centrifugacion. La muestra es colocada en la columna y recuperada por

centrifugacion a 14 000 x g durante 1 minuto.

f) Busqueda de secuencias estructuralmente homodlogas a la secuencia
nucleotidica del ARNm clonado con ayuda del programa BLAST (NCBI) de |la base
de datos del GenBank.

El estudio de homologia estructural nucleotidica de nuestro ARNm clonado se
realizd6 con el programa BLAST en su modalidad de comparaciéon de nucle6tido-
nucledtido (Altschul et al 1990) del NCBI (por sus siglas en inglés National Center for
Biotechnology Information). Este programa se encargdé de comparar secuencia primaria
nucleétido-nucleétido de un ARNm contra secuencias de ARNms clonadas y reportadas

en la base de datos del GenBank.
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g) Busqueda de secuencias primarias de aminoicidos de péptidos y proteinas
homélogas a la secuencia de aminoacidos codificada por el ARNm clonado.

El estudio de homologia estructural de la proteina deducida (Antolefinina) de
nuestro ARNm clonado en mi proyecto se realizd en la base de datos del EMBI-EBI
(European Bioinformatics Institute). Este programa se encargdé de comparar
aminoacido-aminoacido la secuencia proporcionada de la Antolefinina contra la base de
datos de secuencias peptidicas y protelcas clonadas y reportadas en esta base de

datos para organismos eucarioticos.

h) Analisis estructural de la secuencia primaria de aminoacidos obtenida para la
identificacion de la presencia de secuencias parciales de aminoacidos
(secuencias consenso) con funcién identificada en otras protelinas.

Para el analisis estructural de la secuencia primaria de aminoéacidos de la
Antolefinina codificada por el ARNm clonado en mi proyecto se emplearon los
siguientes programas computacionales disponibles en-linea a través del Internet:

B PROSITE (Bairoch A. et al, 1997)

PROSITE es una base de datos para localizar patrones y perfiles
estructurales y funcionales dentro de la secuencia de aminoacidos de
péptidos y proteinas.

R ProParam

Este programa se utilizd para predecir los parametros fisicoquimicos de la
Antolefinina a partir se la secuencia primaria de aminoacidos de ésta.(Gill et
al (1989).Anal. Biochem. 182:319-326(1989).

B TMHMM

TMHMM es un servidor en-linea por internet para llevar a cabo estudios de
predicciébn de tipos de hélices transmembranales en una proteina
(Sonnhammer E.L.L. et al 1998. Proc. of Sixth Int. Conf. on Intelligent
Systems for Molecular Biology, p 175-182).

B PHD (Rost B et al, 1996 Methoods in Enzimology, 266: 525-539)

PHD es un conjunto de programas encargados de predecir la estructura

secundaria de una proteina, (v.g., la Antolefinina) a partir de alineamientos
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multiples con las secuencias de aminoacidos de proteinas disponibles en esta
base de datos.
B PROF (Rost B. 2004, Mol. Biol, Articulo en revisién para ser publicado)
PROF es un conjunto de programas encargados de predecir la estructura
secundaria de una proteina a partir de alineamientos muitiples con las
secuencias de aminoécidos de proteinas disponibles en esta base de datos.
W Predictor of NOn-Regular Secondary Structure
Esta herramienta es utilizada para predecir estructura secundaria no regular
en una proteina. (B Rost and J Liu (2003) The PredictProtein Server. Nucleic
Acids Research 31(13): 3300-3304).
B GLOBE prediction of globularity ( Rost B. 1998, articulo no publicado)
Este programa se encarga de predecir si la proteina tendra una conformacién
globular.

Todos los programas anteriores se encuentran disponibles en el servidor de

consulta por internet en-linea del PredictProtein (B. Rost and J.Lui, 2003).
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VIIl. Resultados
Resultado 1: Obtencion de una clona inmunopositiva a partir del rastreo
inmunolégico efectuado.

Como resultado de la metodologia experimental implementada se llegd a la
identificacion de una clona inmunopositiva de ADNCc. Esta dltima, fue sometida a un
proceso de purificacion para tener en solucion Gnicamente al plasmido con el inserto de
ADNc subclonado. Una primera aproximacién para conseguir informacién acerca del
tamano del inserto de ADNc subclonado en el vector de clonaciéon aislado fue un

analisis electroforético en geles de agarosa.

Resultado 2: Obtencion de un inserto de ADNc menor a 1kb de tamafio molecular
purificado de la clona inmunopositiva en el ensayo.

El ADNc purificado del plasmido de la clona inmunopositiva aislada en mi trabajo
de tesis fue sometido a la caracterizacion de su tamafio molecular. La figura 9 muestra
la identificacion del tamafo molecular del inserto de ADNc escindido con las enzimas
de restriccion Xbal y Xho!l en un analisis electroforético en un gel de agarosa al 1% y

tincién con bromuro de etidio.

~4.0kb
4.072
3.054 ~3.0kb
1.018

~1.0kb

Figura 9: Analisis electroforético del inserto de ADNc en ge! de agarosa

MW: Marcador de peso molecular

1: Plasmido con el inserto de ADNc

2: Plasmido tratado con la enzima Xba/

3: Plasmido tratado con la enzima Xho/

4: Plasmido tratado con la enzima Xbal y Xhol
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En el carril 1 de este gel se observan los tres productos de ADN resueltos por el

gel que corresponden al tamafio molecular del plasmido con el inserto de ADNc sin
ningln tratamiento previo de restriccion enzimatica. De la parte superior a la inferior,del
carril, la primera de estas bandas de ADN pertenece a la forma estructural de plasmido
desplegado con un tamafio molecular superior a las 4.0 Kb (kilobases), la segunda
banda es representativa de la forma estructural de plasmido enrollada (=4 Kb) y la
tercera, con mayor movilidad electroforética, es la forma estructural del plasmido
superenrollado (menor de 3 Kb). Las bandas de ADN obtenidas en los carriles 2 y 3
son el resultado del tratamiento del plasmido con el inserto de ADNc restringido
respectivamente con la enzima Xbal o Xhol. De este resultado se deduce que el
plasmido tiene dos sitios inicos de corte, uno para cada enzima, dado que se observa
una Unica banda por carrii de aproximadamente 4.0 kb. Esta masa molecular
corresponde al plasmido enrollado no restringido enzimaticamente del carril 1.
En contraste, en el ultimo carril del gel (No. 4), se pueden apreciar tres bandas de ADN,
la primera de 4.0 Kb representa material plasmidico que no fue digerido por las enzimas
utilizadas, la segunda banda de ADN, con un tamarfio molecular aproximado de 3.0 kb
representa a el plasmido vacio y tinearizado, ya que la masa molecular corresponde con
la reportada por el fabricante de la biblioteca (Stratagene). Finalmente la ultima banda
de ADN, con una masa molecular menor a 1.0 Kb corresponde al inserto de ADNc
clonado que fue escindido por el tratamiento simultaneo con ambas enzimas.

Con esta informacion preliminar sobre el tamano molecular aproximado del
inserto de ADNc clonado (1Kb, aproximadamente), se procedi6 a caracterizar la
estructura primaria de ambas cadenas de la secuencia nucleétidica total de esta
molécula con la técnica de sintesis de ADN en presencia de ddNTP’s marcados con
fluorescencia, ya que la metodologia de secuenciacion estandarizada en nuestro
laboratorio (BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction V. 2.0) era capaz de
proporcionar la secuenciacion de segmentos nucleotidicos con confiabilidad y
resoluciéon arriba de los 600 nuleotidos en longitud. Asi, llevamos a cabo la
secuenciacion bi-direccional del inserto de ADNc¢ a partir de sus extremos 5’ y 3', a
través de PCR con oligonucleétidos cebadores complementarios a los sitios promotores

T3y T7, respectivamente.
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Resultado 3: Caracterizacién de la secuencia primaria de nucleétidos del ADNc
clonado.

La secuenciacion nucleotidica completa del ADNc clonado dio lugar a la
identificacidn de un ADNc de 821 pares de bases de longitud que fue registrado en la
base de datos del GenBank con el registro de acceso Gl: 37992801. El registro original
se muestra en la figura 10.

La secuencia nucleotidica del ADNc clonado codifica un ARNm que presenta
hechos estructurales de un ARNm completo: un codén de inicio (ATG) en la posicién
22, otro de término (TGA) en la posicion 761 y un marco de lectura abierto de 736
nucledtidos (ORF, por sus siglas en inglés Open Reading Frame). Adicionalmente, se
tienen los segmentos nucleotidicos no codificantes 5-UTR y 3'-UTR (por sus siglas en
inglés Untranslated Region), los cuales son de 21 nucledtidos y 58 nucleotidos
respectivamente. El segmento 3'-UTR cuenta con la secuencia de poli(A) caracteristica
de tos ARNm eucarioticos maduros y por otra parte la sedal consenso de
poliadenilacién en la posicion 784 de la regién 3-UTR. En la regién 5-UTR, esta
codificada una secuencia nucleotidica CAAT, la cual es representativa de una

secuencia consenso regulada por factores de transcripcién (ver tabla 15 y figura 11).

1 2 761 — : 821
8'UTR ORF, 3UTR
(21 NUCLEOTIDOS) (736 NUGLEOTIDOS) (68 NUCLEOQTIDOS)

Figura 11: Dibujo esquematico del ARNm clonado

El ARNm cadificado por el ADNc clonado presenta
caracteristicas estructurales de un ARNm compieto, es decir,
regiones 5'- y 3'-UTR. un solo coddn preferencial de tnicio y
otro de término de traduccién, una sola regién codificante
para protefna (ORF), una regién nucleotidica consenso de
poliadelinaciéon y una cola en el extremo 3'de de poli-A
encargada de proporcionar estabilidad a este ARNm.
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1: AY428767. Mus musculus stra...[gi:37992801]

LOCUS AY428767 821 bp MRNA linear ROD 01-NOV-2003

DEFINITION Mus musculus strain BALB/c tissue-type brain antolefinine mRNA,
complete cds.

ACCESSION AY428767

VERSION AY428767.1 GI:37992801
KEYWORDS
SOURCE Mus musculus (house mouse)

ORGANISM Mus musculus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 821)

AUTHORS Anton,B., Leff,P., Matus,M., Gonzaga,R., Medina,R., Calva,J.C.
Acevedo,R., Martinez,C., Retana,I., Saavedra,R., Arias,A.,
2avala,E., Pavon,L. and Alagon,A.

TITLE Cloning of a novel 821 bp cDNA from a whole mouse brain with an ORF
encoding a 246 aa protein referred to as Antolefinine

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 {bases 1 to 8§21

AUTHORS Anton,B., Leff,p., Matus,M., Gonzaga,R., Medina,R., Calva,J.C.,
Acevedo,R., Martinez,C., Retana,I., Saavedra,R., Arias,A.,
Zavala,E., Pavon,L. and ARlagon,A.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (07-0OCT-2003) Laboratory of Molecular Neurobiology and
Addictive Neurochemistry, National Institute of Psychiatry, Calzada
Mexico-Xochimilco # -101, Mexico City, D.F. 14370, Mexico

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..821
/organism="Mus musculus"
/mol _type="mRNA"
/strain="BALB/c"
/db_xref="taxon:10050"
/chromosome="5"
/map="L0C231020; between LOC231019 and LCC330032"
/tissue_type="brain"
/clone_lib="Uni-Zap XR, Stratagene Cat. # 937313%"
CDS 22..762
/oote="unknown neurobiological function"
/codon_startal
/product="antolefinine"”
/protein_id="AAR06606.1"
/db_xref:"GI:]?SSZHOZ"
/translation="MFPVKVKVEKSEMEMAKARNQLDAVLQCLLEKSHMDRERLDEEA
GKTPLDTHNKDCS IAATGKRPSARPPHORRKKRREMDDGLAEGGPQRSNTYVIKLFDR
SVDLAQFSENTPLYPICRAWMRNS PTVRERERSPGSPLPPLPEDGEGSEVINSKNRDYV
YKLPPPTAPGPLGDACRSRIPSPLQPETEGTPDDEPSEPEPSPSTLI YRNMQRWKRIR
QRWKEASHRNQLRYSESMKILREMYDRQ"
ORIGIN 1 gcacgagcct gcacccaaat catgttcccg gtaaaggtga aagtggagaa atcagagatg
61 gagatggcca aagcccggaa ccagctggat gccgttcttc agtgtctgct ggagaagagt
121 cacatggaca gggaacgcct ggatgaagaa gctgggaaaa cccccttgga tacgcacaac
181 aaggattgtt ccattgctgc cacaggcaaa aggccatctg cccgcttcce ccaccagcgg
241 aggaagaaga ggagggagat ggacgatggg ctcgctgagg ggggtcctca gagatccaat
301 acgtatgtga tcaagctatt tgaccggagt gtggacttgg cccagttcag tgagaacaca
361 ccactgtacc ccatctgccg cgcctggatg cgcaacagcc ccacagtgcg agagcgcgag
421 cgcrcacccg gctcaccgct gcoctcctctg cccgaggatyg gagagggttc agaggtcatc
481 aacagcaaaa accgtgatgt gtacaagctg cctccaccca cagctcctgg accacttgga
541 gatgcctgta gatccagaatb tccatcccca ctgcagcctg agaccgaggg tacccccgat
601 gatgaaccrtt ccgagcctga accttctcct tccacactta tctatcgcaa catgcaacgt
661 rggaaacgca tacgccagag gtggaaggag gcatctcatc ggaaccagct tcgctactca
721 gaaagtatga agatcctacg ggagatgtat gaccggcagt gaccttccca graaccccac
781 cccaataaat gLgCcCCCcca accaaaaaaa aaaaaaaaaa a

Figura 10: Registro en la base de datos del GenBank de la secuencia
primaria de nucleétidos del ARNm y de la secuencia de aminoacidos de la
proteina codificada por el Gnico marco de lectura abierto de traduccién
encontrado en este ARNm.
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Tabla 15: Resumen de las caracteristicas estructurales de la secuencia del ARNm
completo codificado por el ADNc clonado

4 A
Codén de inicio

ATG TTCOCG GTARRGGTGA AAGTGGAGRA ATCAGAGATG

721 GRAAGTATGA AGATCCTACG GGAGATGTAT GACCGGCAG TGA [ = |
Codén de término v
781 1 AAAAAAR AAARAAAARA A ”I_,Reglén J'UTR
Cola de poliA

Para obtener informacion adicional acerca de la identidad estructural de la secuencia
nucleotidica de ARNm clonada y registrada en la base de datos del GenBank se
procedio a una busqueda de secuencias nuclectidicas homologas en esta misma base

de datos.

Resultado 4: Resultado de la bisqueda de secuencias nucleotidicas homdlogas a
la secuencia del ARNm clonado.

En la figura 12 (ver abajo), se presenta en forma esquematica el resuitado de la
busqueda en la base de datos del GenBank del alineamiento estructural del ARNm
clonado con secuencias homdlogas de acidos nucleicos ya clonados y reportados en
esta base de datos. Los resultados de estos estudios, nos mostraron que al menos diez

secuencias nucleotidicas, reportadas después que la de nosotros, presentan
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segmentos nucleotidicos de diferente longitud con una alta homologia estructural contra
casi toda la secuencia nucleotidica de nuestro ARNm. Estas secuencias, de diferente
longitud de nucleétidos, tienen un perfil de alta identidad estructural de segmentos de

sus secuencias con nuestra secuencia completa de ARNm (=85-99% , ver tabla 16).

Clave de color para las marcas de alineamiento
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Figura 12: Representacion esquematica en formato del GenBank del estudio
de alineamiento estructural entre el ARNm clonado con secuencias de
acidos nucléicos reportados en esta base de datos.

La longitud de la secuencia de nuestro ARNm esta representada por la linea
roja gruesa en la parte superior de la figura, y esta subdivida por numeros (en
negro) que representan el numero progresivo de residuos de nucleétidos en una
onentacién 5— 3° de la izquierda a la derecha. Los indices numéricos de
homotogla estructural esta definida arbitrariamente por el programa por una clave
de cinco colores diferentes que dividen el intervalo de marcas en cinco grupos. El
rojo indica una homologia muy alta y el negro muy baja. Los colores restantes
indican indices de homologias intermedias.

Tabla 16: Resumen de las secuencias estructuralmente homélogas al ARNm clonado.

Nota: La descripcién se da en el mismo orden, de arriba hacia abajo, en que se presentan las lineas en
color rojo en la figura 12. Estas lineas son representativas de segmentos de ADN que tienen muy alta
homologla estructural con nuestra clona de referencia (la prmera linea roja gruesa con numeros de la

_figura).
Descripcién %de No. de bases Comentarios
Identidad comparadas

1. ADNc de pancreas de 99% 795 La secuencia nucleotidica del ADNc de pancreas
raton macho de 10 dias de difiere por 8 nucledtidos adicionales presentes
nacido en la regién 5UTR, el resto de la secuencia
Fecha de registro: 03 abril presenta 100% de identidad.

2004

2. ADN de ratén 99% 795 Esta secuencia nucleotidica proviene de ADN
Gen 1810054G18 genémico y tiene un marco de lectura abierto
Fecha de registro: 21 que presenta el 100% de identidad con la
diciembre 2003 _ secuencia nucleotidica obtenida.

3. ADN proveniente del Corresponde a una porcién de una secuencia
cromosoma 5 de raton genomica con marco de lectura abierto no
Clona RP23-212F6 95% 795 identificado.

Fecha de registro: 01

_enero2004
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4. ADN de rata (Rattus Este registro se deriva de una secuencia
norvegicus) gendmica para la cual se aplicé el método de
Fecha de registro: 23 prediccion de genes GNOMON. La secuencia
octubre 2003 94% 781 nucleotidica sofo difiere por 8 nucleétidos

adicionales presentes en la regién 5'UTR, el
resio de la secuencia presenta 100% de
identidad.

El ARNm se extrajo de retinoblastoma de ojo.
Este gen codifica una proteina que difiere en 12
aminoacidos con respecto a la protelna
presentada. Esta secuencia cuenta con todas las
caracteristicas estructurales de un ARNm

5. ADNg de humano

(Homo sapiens) Proteina

F25965 87% 758
Fecha de registro: 12

noviembre 2003

completo.
6. ADNc de humano Secuencia parcial de ARNm que no presenta
Fecha de registro: 01 abril 87% 712 marco de lectura abierto.
2004
7. ADNc de humano La identidad estructural observada con nueslro

Proteina MSTP084 ARNmM se localiza principalmente al nivel de la

Fecha de registro: 01 85% 477 region codificante.
agosio 2003 o )
8. ADN humano Se trata de ADN genémico. La identidad
proveniente del 889 664 estructural al nivel nucleétido-nucleétido aparece
cromosoma 19. Fecha de ° en diferentes porciones debido a la presencia de
regisiro: 16 octubre 1997 intfrones:53-298, 304-583 y 631-771
La secuencia estructural de este ADNc con
9. ADNe¢ de humano nuestra secuencia nucleotidica del ARNm
Fecha de registro: 18 88% 362 clonado en nuestro proyecto se localiza en
febrero 2000 diferentes segmentos: 53-166 y 211-460. No se
presenta marco de leciura abierto.
10. ADN de ratén Corresponde a un segmento de ADN genémico
proveniente del secuenciado, la cual no presenta marco de
cromosoma X 82% 149 lectura abierto.

Clona RP23-434M18
Fecha de registro: 24
agosto 2003

El ADNc que codifica el ARNm completo clonado mostré una identidad
estructural superior al 80%, en casi toda su longitud, con segmentos nucleotidicos de
10 secuencias de ADN reportadas en el GenBank. La primera de elias, pertenece a un
ADNc clonado de pancreas de ratén, el cual no codifica para una cola de poli(A)
caracteristica de los ARNm maduros. En esta forma, al no saber la orientacién correcta
de este ADNc, su marco de lectura abierto identificado fue reportado para traducir una
proteina de caracler hipotético, cuya secuencia primaria es idéntica a la codificada por
el ARNm clonado. Una situacidon similar se presenta con las secuencias 2, 3,4, 8 y 10,
ya que se frata de secuencias nucleotidicas de ADN gendmico, que aln contiene
intrones, y por lo cual las regiones codificantes deducidas se derivan de programas de

prediccion (por ejemplo GNOMON) o no se llegan a presentar. Para [as secuencias
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nuclebtidicas 6 y 9, aun cuando fueron determinadas de ADNc’s, no codifican para
ARNm’s completos, por lo que en ninglin caso se reportd region codificante
identificada. La secuencia nucleotidica 5, corresponde a un ADNc clonado del humano
y codifica a un ARNm completo con una regién codificante que presenta una aita
identidad estructural (= 95%) con la secuencia de ARNm clonada. Por uitimo, la
secuencia nucleotidica 7 que es también de un ADNc clonado del humano, da origen a
un producto proteico estructuralmente diferente al codificado por el ARNm aislado en
este trabajo experimental. _

De acuerdo a todo lo descrito anteriormente, el ADNc clonado representa a un ARNm
completo que no habia sido aislado ni caracterizado estructuralmente con anterioridad.
Ademés, tiene un ortologo del humano, por lo que se deduce que se expresa en otras
especies de mamiferos. En este contexto, el siguiente trabajo experimental de mi tesis
fue enfocado hacia estudios de la caracterizacién estructural y de prediccion funcional
de la proteina que codificaba este nuevo ARNm clonado. Como se observa en el
registro original de la bases de datos publica del GenBank de la figura 10, esta nueva

proteina se llamé Antolefinina.

Resultado 5: Analisis estructural de la secuencia primaria de aminoacidos de la
Antolefinina.

Como se menciond en el inciso anterior la secuencia primaria de la proteina llamada
por nuestro grupo de trabajo Antolefinina fue registrada en la base de datos del
GenBank (Figura 10). Asimismo, en la figura 13 se observa el andlisis predictivo de la
secuencia peptidica de la Antolefinina con el programa PROSITE.

Si bien en la secuencia de la Antolefinina no aparece el tetrapéptido correspondiente
a la EM-1 o la EM-2, se observan caracteristicas estructurales interesantes que por
orden de importancia se describen a continuacion:
¢ Fragmento localizado en la posicién 71 para localizacién en el nucleo (NLS), una

regién rica en prolinas hacia el extremo C-terminal y regién rica en leucinas en el

extremo N-terminal que constituye una sefial para exportacion del nucleo (NES).

Como se menciond en la introduccion estas tres caracteristicas corresponden a

proteinas destinadas a nucleo.
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e Sitio consenso en la posicidn 61 para a-amidarse. Sabemos que la a-amidacion es
sinénimo de actividad biologica de la molécula.

e Sitios para fosforilacion. La fosforilacion representa una manera de regular la
actividad biolégica de una proteina por lo que la presencia de esta modificaciéon es
también un indicativo fuerte de actividad biolégica.

« Oftras propiedades relevantes son la presencia de tres sitios potenciales para el
procesamiento proteolitico con ayuda de enzimas especializadas que reconocen y

escinden donde se encuentran pares de aminoacidos basicos.

Precursor tipo lIIBXBXBXX RXX

1 MFPVKVKVEKSEMEMAKARNQLDAVLOCLLEKSHMD RERL
Precursor tipo Il XXXXK/R RXX
41 DEEAGKTPLDTHNKDCSIAATGK RPSARFPHOR (RREM

81 DD PORSNTYVIKLFDRSVDLAQFSENTPLYPICR
121 AWMRNSPTVRERERSFPGSPLFPLPEDGEGSEVINSKNRDV

161 YKLFPPPTAPGPLGDACRSRIFSFPLQPETEGTPDDEFSEPE
Precursor tipo IV BXBXBXBR/K XR/K
201 PSPSTLIYRNMQRWKR IRQRWKEASHENQLRYSESMEILR

241 EMYDRQ

* v S,

'GKR | P

B Sitio de amidacién

B Sitio de fosforilacién acoplado a proteina kinasa |i
Sitio de fosforilacién acoplado a proteina kinasa C
Sefializacién para tocalizacién en nicleo.
Sitio de N-miristoilacién
Regién rica en prolinas
Reqibn rica en leucinas

Figura 13: Posibles sitios funcionales y de procesamiento postraduccional encontrados con

ayuda del programa PROSITE.
En la secuencia se muestran sitios potenciales de corte proteolitico (flechas color naranja), de

fosforilacion (Kishimoto A et al 1985, Pinna L.A. 1990), de amidacién, de N-miristoilacion, secuencias
ricas en prolinas y leucinas as! como una sefia! para localizacién en el ntcleo.

Esta serie de caracteristicas resultan interesantes desde el punto de vista funcional, en
la discusion de resultados se analiza cada uno de estos sitios consenso para tratar de

establecer la actividad de la Antolefinina en la fisiologia de las células nerviosas.
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La idea de lener una proteina cuya secuencia nucleotidica ain no se ha
caracterizado y con posibles sitios funcionales muy interesantes, nos hace
preguntarnos ahora si se trata de una proteina exclusiva del sistema nervioso o si se
encuentra en otros tejidos. Por otra parte es interesante conocer también si comparte
identidad a nivel estructural con otras proteinas ya caracterizadas.

De esta manera se procedid a realizar una segunda busqueda de estructuras

homélogas pero ahora a nivel de la estructura primaria de aminoacidos.

Resultado 6: Resultado de la busqueda de secuencias peptidicas homologas a la
Antolefinina.

De acuerdo a lo observado en la tabla 17 y figura 14 las proteinas que comparten
una homologia superior al 30% con la Antolefinina son proteinas hipotéticas atn no
caracterizadas. No obstante, las proteinas que si se encuentran descritas como son la
8. 9y 10 (que pertenecen a la familia SPRP) tienen la particularidad de compartir con la
estructura primaria de la Antolefinina solo la regién rica en prolinas, por lo cual se
podria intuir que nuestra proteina puede estar relacionada a la familia antes
mencionada. La secuencia de sefalizacién para ser transportada a nicleo y las
miltiples regiones con pares de aminoacidos basicos para procesamiento proteolitico
solo se conservan en las secuencias de aminoacidos derivadas de péancreas, higado,
ojo y aorta.

Tabla 17: Proteinas homélogas a la Antolefinina

No. Homologia Tejido y especie Observaciones
(%)
1 100 Pancreas Proteina hipotética (corresponde a la
o ______Mus musculus (ratén) mencionada en la tabla 12, secuencia No.1).
2 100 Higado Proteina derivada de un ADNc, todavia no
o Mus musculus (ratdn) caracterizada
3 95 Ojo Proteina derivada de un ADNc, todavia no
. Homo sapiens (humano) caracterizada L
4 91 Aorta Proteina derivada de un ADNc, todavia no
_ ___Homo sapiens (humano)  caracterizada _
5 35 Ventriculo Profeina derivada de un ADNc, todavia no
Homo sapiens (humano)  caracterizada
6 34 Timo Proteina derivada de un ADNc, todavia no
Mus musculus (raton) caracterizada
7 34 Cerebro Proteina derivada de un ADNc, todavia no

Homo sapiens (humano)  caracterizada
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8 25 Traquea Clasificacién: Proteina estructural
Sus scrofa (cerdo) Proteina regulada por la vitamina A en células
epiteliales de la traquea, ésta es inducida en los
tumores pulmonares. No se detecta en tejidos
pulmonares sanos, solo en los tejidos tumorales.
Familia: pertenece a la familia SPRP (por sus
siglas en inglés Small Proline-Rich Proteins).

9 25 Epitelio traqueobranquial  Clasificacién: Protelna estructural
Macaca mulata (primate)  Funcién: proteina ligada a la envoltura de los
keratinocitos. Primero aparece en el citosol, pero
posteriormente se convierte en una proteina
ligada a la membrana, lo que da como resuitado
la formacioén de una envoltura insoluble por
debajo de la membrana plasmatica.
Induccion: Durante la diferenciaciéon escamosa
de los keratinocitos
o ~ Familia: pertenece a la familia SPRP
10 24 Piel Clasificacion: Proteina estructural
Homo sapiens (humano)  Funcién: proteina ligada a la envoliura de los
keratinocitos. Primero aparece en el citosol, pero
posteriormente se convierte en una proteina
ligada a la membrana, lo que da como resultado
la formacién de una envoltura insoluble por
debajo de [a membrana plasmética.
Induccion: Durante la diferenciacidén escamosa
de los keratinocitos
Familia: pertenece a la familia SPRR

Con esta segunda busqueda de secuencias homélogas se confirmoé que la
Antolefinina es una proteina no caracterizada en tejido nervioso o algun otro érgano.
Por lo tanto, el Gltimo paso para obtener informacién adicional sobre la Antolefinina fue

la prediccién de pardmetros fisicoquimicos y estructura secundaria.
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SECUENCIA MFPVRVEVEKSEMEMAKARNQLDAVLG LLEXSHMDRERLDEEAGKTPLD THRND S LAATGHRP SARFPRQORAKKRREMDDGLAEGGPORSNTY VI KLFD

PANCREAS: MFPVEVEVEKSEMEMARARNQLDAVLO mmmmmnmm SLAATGERP SARFPHQRRFFRREMDDGLAEGGPQRENTYVIKLFD
HIGADO:

QJoC:

BORTA:

VENTRICULO:

TIMO:

CEREBRO:

TRAQUEA:

EPITELIO TRAQUECBRANQUIAL:
PIEL (H.SAPIENS}:

102 - - - - - - - - - -
SECUENCIA RSVDLAQFSENTPLYP I RARMRNS PTVRERERS PGSFLPPLPEDGEGSEVINSKNRDVYRLPPPTAPGPLGDA RERIPSPLOPETEGTPDDEPSEPEPS
1 PRANCREAS: RSVDLAQFSENTPLYPI RARMRNS PTVRERERS PGSFLPPLPEDGEGEEVINSKNRDVYELPPPTAPGPLGDA RERIPSPLOPETEGTPFDDEPSEPEPS
2 HIGADO: REVDLAQFSENTPLYPI RARMANS PTVRERERSPGSFLPPLPEDGEGSEVINSKNRDVYRLPPPTAPGPLGDA RSRIPSPLOPETEGTPDDEPSEPEPS
3 0JO: RSVDLAQFSENTPLYPI RARMENS PSVRERECSPSSPLPPLPEDEEGSEVTHNSKSRDVYRLPPPTPPGPPGDA. RERI PSPL{PEMQGTFDDEPSEFEPS
& AORTAR: ~ mememeee—eseeese e MINE PSVRERECS PSSPLPPLPEDEEGSEVINSKSRDVYRLPPPTPPGPPGDA RESRIPSPLOFEMQGTFDDEPSEFEPS
5 VENTRICULO: e e e et PEXLERVEKPAVPEPPPPRPVEEVEVPTVTKRE -REKI PEFTRVFE IKPAI PLPAPEFERFEAEKTIKPPFVEPEPT
6 TIMO: R --ETSPGBP-_ PPLELPSPGPQP-ETSPGSPCPPLPESPGPQPETSPGSPCPPLSLPSP-GPQPEGSP PPSLPSPPQFEASGESFDDSPQOPEPH
T CEREBRO: 0 mmmm———— ETSPGSP- PPLSLPSPGPQP-ETSPGSPCPPLPSPGPQPETSPGEPCPPLELPSP-GPQPEGSP PPSLPSFPOPEASGESFDDSPQQPEPHE
8 TRAQUEA: -QQQRQPCTP - PPQPQOOOVEQPCOPPPOEVPKTEE PCHP-KVPE P QPEVPEPCOPKVPEVFEPQPKVPEPC
9 EPITELIC TRAQUEOBRANQUIAL: -QOQKQPCTP- FPOLOQOQVRQPCOPPPOE ] PRTEEPCLP-KVPEP HPRVPEPCQPKV---FEPHPFEVFEPC
10 PIEL (H.SRAPIENS): = = see=esmeeceee—rme— e -OQQKQPCTP- PPQPQOOQVRQPCOPFPQEI PRTREPCQP-KVPEP HPKVPEPCOPKI - --FEPQPEVPEPC
203 - - - - 246

SECUENCIA

1 PANCREAS:

2 HIGADO:

3 oJo:

4 AORTA:

5 VENTRICULO:

& TIMO:

7 CEREERO:

8 TRAQUEA:

9 EPITELIO TRAQUECBRANQUIAL:

10 PIEL (H.SAPIENS):

Figura 14: Alineamiento de la secuencia primaria de las proteinas homologas a la Antolefinina
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Resultados

Resuitado 7: Prediccién de los parametros fisicoquimicos de la Antolefina
La prediccion de parametros fisicoquimicos tiene su utilidad sobre todo a nivel de

estudios futuros para aislar y purificar a la nueva proteina.

Tabla 18: Prediccién de los parametros fisicoquimicos con el programa ProtParam:

Peso molecular estimado: 28378.1
Composicién:

Ala (A) 13 5.3% Ile (I) 8 3.3%
Arg (R) 28 11.4% Leu (L) 18 7.3%
Asn (N) 9 3.7% Lys (K) 16 6.5%
Asp (D) 15 6.1% Met (M) 9 3.7%
Cys (C) 4 1.6% Phe (F) 4 1.6%
Gln (Q) 10 4.1% Pro (P) 26 10.6%
Glu (E) 23 9.3% Ser (S) 20 8.1%
Gly (G) 11 4.5% Thr (T) 10 4.1%
His (H) 4 1.6% Trp (W) 3 1.2%
Tyr (Y) 6 2.4% val (V) 9 3.7%

Numero total de residuos cargados negativamente: (Asp + Glu): 38
Numero total de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 44

Resultado 8: La Antolefinina presenta una estructura secundaria no convencional

Los programas GLOBE prediction of globularity, Ambivalent Sequence Predictor,
PROF predictions y Predictor of NOn-Regular Secondary Structure dan resultados
consistentes entre ellos, es decir todos muestran que la Antolefinina posee una
estructura secundaria no globular constituida principalmente de a-hélices y asas (ver

figura 15). Se predice que esta proteina no tendra una conformacién globular.
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Donde:

AA: secuencia de aminoacidos
L] Conformacion de hélice a
| Conformacion de hoja
B Conformacion de asa

PrH: Probabilidad de tener una conformacién de hélice (9= alta. O=baja)
PrE: Probabilidad de tener una conformacién de hoja (9= alta. 0=baja)
PrL: Probabilidad de tener una conformacién de asa (9= alta. O=baja)
PHD_sec: Prediccion de estructura secundaria (Profile network prediction HeiDelberg)
H= hélice
E= hoja
.= asa
SUB_sec: Prediccion de estructura secundarnia para la cual se tiene una exactitud superior al 82%
NORS: Estructura secundaria no comun (= regién NORS)
HTM: Hélices transmembranales (m= hélice transmembranal, espacio en blanco= no se tiene)

Figura 15: Prediccién de estructura secundaria
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Andlisis de resultados y conclusiones

Vil. Analisis de resultados y conclusiones.

El objetivo central de mi proyecto de tesis estuvo dirigido hacia la implementacion
de una metodologia experimentai para aislar una clona de ADN que codificara el gen
que expresa a la proteina precursora de las Endomorfinas, sin embargo a lo largo del
desarrollo experimental de este objetivo inicial se aisl6 de manera no anticipada una
clona de ADNc que codifica un ARNm con un marco de lectura abierto de traduccién de
una proteina denominada por nuestro grupo de trabajo Antolefinina. Debido a este
hallazgo el abordaje experimental de mi tesis se replanteo para caracterizar el producto
de dicho gen del sistema nervioso de mamifero.

En primer lugar, a partir de un analisis electroforético (resultado 2) se dedujo que
el tamafio aproximado del inserto de ADNc era menor de 1000 pares de bases,
confirmando esto posteriormente con la determinacion de la secuencia nucleotidica
(resultado3).

Es importante mencionar que se tomaron diversos criterios para considerar
relevante a la secuencia nucleotidica obtenida. En primer lugar se confirmoé que el
inserto de ADNc se hubiera secuenciado de manera total, es decir que las secuencias
obtenidas con los cebadores T3 y T7 para los extremos 5’ y 3’ respectivamente fueran
complementarias en algun sitio y que ademas se tuviera la cola de poli(A) caracteristica

de los ARNm maduros:

T3%» 5" GCACGAGCCTGCACCCARATCATGTTCCCGGTARAGGTGARAGT GGAGARATCAG
AGATGGAGATGGCCAAAGCCCGGAACCAGCTGGATGCCGTTCTTCAGTGTCTGCTGGAGARA
GAGTCACATGGACAGGGAACGCCTGGATGAAGAAGCTGGGARAACCCCCTTGGATACGCAC
AACAAGGATTGTTCCATTGCTGCCACAGGCAARAGGCCATCTGCCCGCTY ACCAGC
GGAGGAAGAAGAGGAGGGAGATGGACGATGGGC TCGCTGAGGGGR

Complementarias ¢———' A
TACGTATGTGATCAAGCTATTTGACCGGAGTGTGGACTTGGCCCAGTTCAGTGAGAACACA
CCACTGTACCCCATCTGCCGCGCCTGGATGCGCAACAGCCCCACAGTGCGAGAGCGCGAGC
GCTCACCCGGCTCACCGCTGCCTCCTCTGCCCGAGGATGGAGAGGGTTCAGAGGTCATCAA
CAGCAAAAACCGTGATGTGTACAAGCTGCCTCCACCCACAGCTCCTGGACCACTTGGAGAT
GCCTGTAGATCCAGAATTCCATCCCCACTGCAGCCTGAGACCGAGGGTACCCCCGATGATG
AACCTTCCGAGCCTGAACCTTCTCCTTCCACACTTATCTATCGCAACATGCAACGTTGGAA
ACGCATACGCCAGAGGTGGAAGGAGGCATCTCATCGGAACCAGCTTCGCTACTCAGARAGT
ATGAAGATCCTACGGGAGATGTATGACCGGCAGTGACCTTCCCAGTARCCCCACCCCAATA
AATGTGCCCCCCAACCARRAAAAAAARARAAAMA 37

Asimismo, se consideré importante que la secuencia se encontrara orientada en

sentido 5—3’, lo cual se corrobord con la presencia de la cola de poli{A) dispuesta
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especificamente en el extremo 3°. Otro punto analizado fue la presencia de elementos
de regulacién ubicados en las regiones 5’ y 3'UTR. Se sabe que la expresién de un gen
puede ser regulada a varios niveles, incluyendo la transcripcion, el procesamiento
alternativo del ARNm (splicing en inglés), estabilidad del ARNm vy eventos
postraduccionales (Strachan T. et al. 1999). En el caso del control del inicio de la
traduccion del ARNm, éste se encuentra determinado principalmente por las
propiedades estructurales en la regiéon 5 UTR. Dentro de este contexto, se realizo la
busqueda de elementos de regulacién en el extremo 5’ (resultado 3) y se encontr6 a la
caja CAAT que representa un promotor proximal. Lo relevante de esta caja es que
funge como un modulador de la trascripcién basal de otros promotores ubicados cerca
del sitio donde inicia la trascripcion, y ademas opera como una secuencia
intensificadora (enhancer sequence en inglés) de acuerdo al mecanismo mostrado en la
figura 16. (Strachan T. et al. 1999)

CTF: factor de trascripcion de unién a la caja CAAT
CBF: factor de trascripcion de union a la caja CAAT
@ también conocido como NF-I (Factor Nuctear 1)

Caja

CAAT [ ATG

o como NF-Y (Factor Nuclear Y)

Figura 16: Actividad moduladora de la caja CAAT

A esta secuencia se asocian proteinas (CTF y CBF) que asisten en la
unién de la ARN polimerasa Il a su promotor lo cual da como resultado la
oplimizaci6n de las velocidades de trascripcion.

La velocidad de sintesis del ARNm no es el Gnico factor determinante de los
niveles de un ARNm dentro de la célula sino también la vida media de éste Ultimo. Asi,
la cola de poli(A) presente en la region 3'UTR protege la cadena de ARNm de la
degradacion efectuada por las exonucleasas, se encarga de facilitar el transporte de las
moléculas de ARNm hacia el citoplasma, de estabilizarlas en éste, asi como de facilitar
la traduccién ya que permite la unién de elementos de reconocimiento en el ARNm que
son rastreados por la maquinaria ribosomal. Otro elemento importante asociado a la

cola de poli(A) es la secuencia AAUAAA encargada de establecer el sitio de corte en el
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extremo 3’ para la gran mayoria de los transcritos de la ADN polimerasa Il. El corte
ocurre en un lugar especifico localizado entre 15 y 30 nucledtidos corriente abajo del
elemento AAUAAA. Una vez que la ruptura ha ocurrido corriente abajo de este
elemento se adicionan los residuos de adenitalo con ayuda de la enzima poli(A)
polimerasa para formar la cola de poli(A). Los dispositivos analizados anteriormente
corresponden a elementos reguladores cis-acting (por su significado en inglés, que
actuan en el mismo sitio donde se encuentran) ya que su funcion esta limitada a ser
ejercida sobre la cadena doble de ADN en la cual residen.

Todo lo mencionado reafirma que el ARNm aislado es funcional, por lo que se
puede establecer que la proteina que se deriva del marco de lectura abierto no es
hipotética, sino que es sintetizada en el roedor dado que la existencia de un ARNm es
sinénimo de que la proteina se expresa.

A este nivel experimental, mi interés se centré entonces en esta proteina que de
acuerdo a los resultados de homologfa a nivel de nucledtidos y de aminoéacidos
(resultados 4, 5 y 6), definitivamente se trata de un ARNm completo que no habia sido
aislado en el roedor y cuya proteina no ha sido caracterizada. Informacién adicional que
se puede obtener de los resultados anteriores es que la Antolefinina no solo esta
presente en el cerebro del roedor sino también en otros drganos: pancreas, higado, ojo,
aorta y tiene homologia con proteinas de otros tejidos: ventriculo, timo, traquea, epitelio
traqueobranquial y piel.

A fin de lograr proponer una funcién para la Antolefinina las deducciones

obtenidas en el resultado 5 se analizan dando origen a la siguiente serie de propuestas.

e Propuesta1:

La propuesta 1 corresponde al caso mas simple, es decir, cuando toda la
proteina es funcional sin sufrir ningtin procesamiento enzimatico ligado a PC’s y solo
son funcionales la sefal bipartita para transporte a nucleo (NLS), la sefial para
transporte fuera del nucleo (NES) y la region rica en prolinas, ya que como se pudo
observar en las busquedas de homologia (figura 14), la region rica en prolinas tiende a
ser conservada, por lo que hay una fuerte probabilidad de que ésta sea funcional.

Ejemplos de actividad relacionada con una regién rica en prolinas es el de la proteina
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Hox-4.2 en la cual dicha region (ubicada en el extremo amino terminal) es un dominio
de activacion transcripcional fuerte (Rambaldi I. et al. 1994), o el del factor hepatico
nuclear 4 (HNF4) donde la region rica en prolinas localizada hacia el extremo carboxilo
terminal se encarga de reprimir la actividad del dominio 2 de activacion funcional (AF2)
(lyemere V.P. et al. 1998), y finalmente el ejemplo de las enzimas Kinasa MEK-1 y
MEK-2 donde la region rica en prolinas (ubicada en medio de su secuencia) regula la
funcidén de éstas y es ademas necesaria para la asociacion de importantes factores de
activacion (Catling A.D el al. 1995). Ver figura 17.

62 KRPSARFPHQRRKKAR 78

NH R ' — |cooH

/

22 ARNQ! DAV QC ' EK 30 136 P...P.....PGSPLPPLP......... TAP....... IPSPLQP..... DDEFSEF 203

| Sefial bipartita para localizacién en el nucleo (NLS)

[[] Sefial para transporte fuera del nacleo (NES)

EIRegién rica en prolinas

Figura 17. Propuesta 1: Se trata de una proteina funcional de
246 amino4cidos capaz de translocarse al interior y exportarse al
exterior del niicleo de células del sistema nervioso del raton.

Retomando lo de la secuencia de sefializacién para localizacién en nucleo, se
sabe que la exportacion de una proteina hacia el nicleo es extremadamente selectiva,
por lo que el procesamiento de proteinas nucleares debe incluir la presencia de senales
estructurales que especifiquen la acumulacion selectiva en el nucleo (Dingwall C et al
1986, Garcia-Bustos et al 1991). Como ya se mencioné estudios en algunas proteinas
nucleares tales como el antigeno T del virus SV40, han indicado que la parte de la
secuencia requerida para la translocacion a nucleo esta relacionada con la presencia de
residuos de aminoacidos basicos (Gomez-Marquez et al 1988), pero el parametro mas
confiable para establecer que se trata de una proteina que sera exportada a nucleo es
la sefial denominada bipartita. Esta ultima esta estructurada por un primer segmento

que contiene dos aminoacidos basicos juntos (Arginina o Lisina) y una segunda region
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a una distancia de diez aminoacidos aproximadamente conformada por lo menos de
tres aminoacidos basicos consecutivos. Adicional a lo mencionado, se ha encontrado
que para algunas sefiales para transporte a nicleo ademéas de estar constituidas por
repeticiones de aminoacidos basicos se tienen regiones ricas en prolina, las cuales se
encargan de conformar estructuras extendidas que son importantes para la
conformacion de sefiales de localizacion para nicleo (NLS) (Yuko el al. 1998). En el
caso de la Antolefinina estas dos condiciones (sefial bipartita y la regién rica en
prolinas) estan presentes, lo cual sugiere entonces que si se podria tratar de una
proteina que se va a nucleo.

Por otra parte, sabemos que una de las formas en que la célula incrementa la
diversidad de sus productos reside en modificaciones postraduccionales (como es la
fosforilacién y la amidacién) y en particular, en su habilidad para generar muitiples
péptidos y proteinas via la protedlisis sitio-especifica de una estructura precursora
unica, la Antolefinina cuenta con tres sitios potenciales para este ultimo tipo de

procesamiento proteolitico.

¢ Propuesta 2:

En la propuesta 2 se considera que se trata de una proproteina de la cual el
primer péptido derivado esta a-amidado y se genera al eliminarse la proregion de la
proteina. Se predijo la a-amidacion en el residuo 61 porque el precursor de hormonas y
otros péptidos activos que se encuentran amidados en el C-termina!l siempre esta
seguido por un residuo de glicina el cual provee el grupo amida y de manera frecuente
por al menos dos residuos basicos consecutivos (Arg o Lys) que funcionan
generalmente como precursores de sitios éctivos de corte. A pesar de que todos los
aminoacidos se pueden encontrar amidados, los residuos hidrofébicos neutros tales
como Val o Phe son buenos sustratos, mientras que residuos cargados como Asp o Arg
son menos reactivos (Kreil G. 1984, Smyth D.G, et al 1987). Esta posibilidad se
considero también de alta relevancia para la Antolefinina porque sabemos que la
amidacién se encuentra relacionada con la resistencia a la carboxipeptidasa lo cual se
traduce en aumento de la estabilidad y vida media biolégica del péptido amidado una

vez que es escindido de su molécula precursora, lo cual da como resultado un aumento
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en la afinidad del péptido amidado por su receptor, un efecto biologico mas potente y
expresion correcta de la actividad biologica (Cuttita F.1993).

Por todo lo mencionado anteriormente parece estimable la posibilidad de que se
genere un péptido amidado ya que es insignia de actividad biolégica.

Asimismo en esta propuesta se sigue considerando la posibilidad de un péptido
que es exportado a nucleo debido a la presencia de una sefial monopartita y un tercer

péptido (C) que podria tener una funcién neural desconocida.

NHL Pro__ X A K§ 3 B fR e _lcoon

1 36 63 136 203 216 246

Sefial monopartita para transporte a nacleo

] Pro=Pro-region

[0 A=Péptido amidado

[0 B=Péptido con sefalizacién para irse a niucleo y con regién rica en prolinas
[ C=Péptido del extremo carboxilo terminal

] Regién rica en prolinas

Generandose:

L ,/I?/o | [a_—NH: (w8 M

Se elimina Péptido amidado Péptido exportado a nucleo y PéptidoC
(27aa) rico en prolinas (153 aa) (30 aa)

Figura 18. Propuesta 2: Generacion de tres péptidos bioactivos
(A, B y C) de acuerdo a la presencia de sitios consenso para
procesamiento proteolitico.

s Propuesta 3:
La propuesta 3 solo difiere con respecto a la anterior en que el péptido central es
degradado, lo cual sucede en otras proproteinas, generandose de esta forma solo dos

péptidos bioactivos: uno amidado de 27 aminoacidos y otro de 30 aminoacidos.
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v [ F a oy f FB oo

1 36 63 l I(Se degrada) 216 246
|

v v v
| Pro// | [ A ],

Se elimma Péptido amidado Péptido B
(27 aa) (30 aa)

Figura 19. Propuesta 3: Se trata de una pre-proteina pero se
obtienen solo dos péptidos bioactivos (A y B) de acuerdo a la
presencia de sitios consenso para procesamiento proteolitico.

» Propuesta 4:

Finalmente en la propuesta 4 se establece que solo se crean dos péptidos

bioactivos: el que se va a nucleo con la sefial bipartita y el de 30 aminoacidos.

NH Pro R T fr B Jcoon
1 36 216 246

[ Senal bipartita para transporte a nicleo
() Regién rica en prolinas

v Y v

Pro I A I [ ]
rr
Se elimina Péptido con sefial bipartita para ser Péptido B

transportado a nicleo (180 aa) (30 aa)

Figura 20. Propuesta 4: Se generan dos péptidos bioactivos

Para las ultimas tres propuestas se podria establecer que los niveles y la
duracién de las bioactividades especificas de los péptidos que se generen a partir dei
precursor inactivo estarian limitadas a la protedlisis de este ultimo. Asimismo, si se trata
de una preproteina, los péptidos derivados de su procesamiento pueden tener su
érgano blanco lejos de donde fueron sintetizadas, esto Ultimo podria explicar porque se
encontraron secuencias homologas en una gran variedad de tejidos.

En dltimo lugar, otra forma de conocer informacién sobre una proteina

desconocida es mediante el andlisis de su estructura secundaria para localizar dominios
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que tienden a ser conservados entre familias de proteinas. Asi, en las figura 15 se
muestran los resuitados de los andlisis de prediccidon de estructura secundaria
efectuados con diferentes programas, los cuales dan resultados consistentes entre
ellos. De acuerdo a esto, se puede considerar que la Antolefinina seria una proteina no
globular donde solo los primeros treinta aminoacidos tienen sin lugar a duda una
conformacion de hélice, el resto de la estructura parece no estar bien definida
(presencia de asas) o tener una conformacién secundaria no comudn (regiones NORS),
lo cual no nos permite establecer la presencia de dominios conservados.

Finalmente, con todo lo desarrollado se pudo comprender que el abordaje de una
proteina nueva se puede hacer desde diferentes puntos de partida. Sin duda, el mas
simple es partir de la comparacion contra lo que ya se encuentra reportado para ver si
la proteina pertenece a una superfamilia ya caracterizada, lo cual se puede hacer con la
base de datos del GenBank (comparacion de una secuencia de nucleétidos) o la del
Instituto Europeoc de Bioinformatica (EBI) (comparacion de una secuencia de
aminoacidos). Una segunda aproximacion es sin duda la busqueda de patrones
importantes en la estructura primaria de la proteina, ya que son éstos los que nos
permiten intuir sobre funcionalidad, que fue lo que sucedid con las propuestas
suministradas.

En conclusion, el ADNc identificado corresponde a un gen que da origen a una
proteina en espera de ser caracterizada experimentalmente para identificar y confirmar
su(s) funcion(es), al menos en el sistema nervioso del roedor. De acuerdo a las
propuestas presentadas, la 1 es la que contiene un mayor niumero de elementos que
sugieren que la funcionalidad de la Antolefinina sera de una proteina que tiene

movilidad en el nacleo al ser importada y exportada de éste.
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IX. Aportaciones y perspectivas de trabajo.

Con este trabajo experimental de tesis se logré clonar un ARNm que da origen a
una proteina no caracterizada en el mamifero. De acuerdo a un andlisis estructural
cuidadoso se establecieron cuatro propuestas, cada una de las cuales abre Ia
posibilidad a una serie de experimentos necesarios para poder establecer el papel

funcional de esta proteina dentro de la fisiologia de distintos 6érganos.

Adicionalmente, se generé una estrategia metodolégica para obtener informacion
acerca de una proteina totalmente nueva, la cual sin lugar a duda puede aplicarse en
futuros experimentos donde el objetivo central sea caracterizar nuevas proteinas. En
particular, nuestro grupo de trabajo desarrolla estudios para la caracterizacion de
nuevos sistemas peptidicos, por lo que lo mencionado con anterioridad es una

herramienta de apoyo basica para esto.
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ANEXO

Caldo NZY

5g NaCl

2g de MgS04.7H0O

5g de extracto de levadura

10g de amina NZ

Adicionar agua desionizada hasta obtener un volumen final de 1L. Ajustar pH a 7.5 con

NaOH. Esterilizar con autoclave

Agar NZY

5g NacCl

2g de MgS04.7H,0

5g de extracto de levadura

10g de amina NZ

15g de agar

Adicionar agua desionizada hasta obtener un volumen final de 1L. Ajustar pH a 7.5 con

NaOH. Esterilizar con autoclave. Colocar en cajas petri (~25 mL/100-mm placa)

Agar suave NZY

Preparar 1L de caldo NZY, adicionar 0.7% {(m/v) de agarosa. Esterilizar por autoclave.

Agar LB (para 1L)
10 g NaCl

10 g triptofano

5 g extracto de levadura

20 g de agar

Ajustar a pH 7.0 con NaOH 5N, se adiciona agua desionizada para llevar a un volumen

final de 1L. Esterilizar con auotoclave. Colocar en cajas petri {(~25 mL/ 100mm placa)

Soluciéon IPTG
Disolver 2g de IPTG en 8 mL de agua destilada. Ajustar el volumen de la solucién a 10
mL con aguas destilada y esterilizar por filtracion a través de un filtro con un poro de

0.22 micras. Almacenar la solucién en alicuotas de 1 mL a —=20°C.

Soluciéon amortiguadora PBS 1X
Disolver 8g de NaCl, 0.2g KCl, 1.44g Na,HPOQO;,, y 0.24g de KH,PC4 en 800 mL de agua
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destilada. Ajustar el pH a 7.4 con HCI. Adicionar agua destilada para completar 1 litro.
Repartir la solucion en alicuotas apropiadas y esterilizar por autoclave durante 20

minutos en ciclo para liquidos. Aimacenar a temperatura ambiente

Solucién Amortiguadora SB (Sample Buffer) 5X:
0.125 % Azul de Bromofenol
25 % Glicerol

Solucion Amortiguadora TAE (Tris-acetate/EDTA)
Solucién 50X: |
242g Tris

57.1 mL de acido acético glacia

100 mL 0.5M EDTA (pH 8.0)

Solucion de EDTA (0.5M pH 8.0)
Adicionar 186.1g de EDTA-2H,0 a 800 mL de H»O. Agitar vigorosamente con ayuda de
un agitador magnético. Ajustar el pH a 8.0 con ayuda de NaOH. Repartir la solucion en

alicuotas apropiadas y esterilizar por autoclave.
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