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Resumen

l.-RESUMEN

Nuestro grupo de trabajo generó anticuerpos policlonales con la capacidad de

identificar material inmunorreactivo a las Endomorfinas en material proteico de alta

masa molecular.

Teniendo como antecedente la generación de estos anticuerpos para

reconocimiento potencial de las Endomorfinas, el objetivo de mi tesis se concentró en la

implementación y aplicación de una metodología 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 inmunológico diseñada y aplicada

como parte inicial del trabajo experimental de esta tesis se logro un hallazgo no

anticipado. Éste fue el aislamiento y caracterización molecular de una clona de ADN

que codifica un ARN mensajero con un marco de lectura abierto de traducción de una

proteína denominada por nuestro grupo de trabajo Antolefinlna. Debido a este hallazgo,

el interés de trabajo experimental de esta tesis se centró entonces en el análisis

estructural y funcional de esta proteína a través del empleo de programas

computacionales especializados para predecir funciones biológicas de biomoléculas a

través de la identificación de firmas estructurales de secuencias de aminoácidos con

función identificada en otras proteínas clonadas y reportadas en bases de datos.

De esta manera, se encontró una señal para localización en núcleo (secuencia

NLS), regiones ricas en prolinas y leucinas (secuencia NES),sitios potenciales para

fosforilación, amidación y procesamiento proteolitico relacionado con la presencia de

pares de aminoácidos básicos. A partir de un análisis detallado de las firmas

estructurales encontradas se establecieron cuatro propuestas para predecir función

biológica de la Antolefinina. Se llegó a la conclusión de que la Antolefinina tiene altas

probabilidades de ser una proteína funcional completa capaz de translocarse al interior

y exportarse al exterior del núcleo de células del sistema nervioso de roedor ya que de

acuerdo a la bibliografía revisada se ha encontrado que para algunas señales de



Resumen

localización para núcleo (NLS) es importante la presencia adicional regiones ricas en

prolina, lo cual se observa en la secuencia primaria de aminoácidos de la Antolefinina .

Finalmente, el análisis efectuado permitió obtener información necesaria para el

diseño futuro de estudios dirigidos a la caracterización de funciones biológicas que

permitirán obtener nuevos conocimientos acerca de la biología del sistema nervioso de

mamífero.
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Introducción

11. INTRODUCCiÓN

ANTECEDENTES GENERALES

a) La información genética y su organización.

Se llama genoma a la totalidad del material genético de un organismo . El

genoma puede estar constituido de una o más moléculas de ADN organizadas como

cromosomas cuyo número esta bien definido para cada especie (Klug W. et al 1999).

(ver figura 1)

e~$~jíB~~~~n lntrón - Ex6n - Intr6~x6n

Figura 1: La información 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 información necesaria para sintetizar
todas las proteinas requeridas por un organismo. Estas proteínas determinan
entre otras cosas el aspecto del organismo , su metabolismo , sus
mecanismos de defensa e íncluso su comportamiento. Los genes están
const ituidos por segmentos de ADN que se transcriben y se traducen en
proteinas (los exones) y de porciones de ADN entre las regiones codificantes
que se transcriben pero no aparecen en el ARNm maduro (los lntrones),
(Klug W. et al 1999)

El genama humano esta constituido aproximadamente de 20 000 a 25 000 genes

funcionales y sin embargo, actualmente aún con el ambicioso Proyecto del Genoma

Humano que tiene como uno de sus objetivos obtener un conocimiento básico de la

función de cada uno de tales genes, todavía existe una gran cantidad de genes sin

caracterizar (Human Genome Project Information). Por lo tanto resulta de interés

3



Introducción

involucrarse dentro del campo de la clonación de nuevos genes, y de manera particular

de los que se encuentran involucrados en la regulación de funciones fisiológicas aún

desconocidas.

Otro de los aspectos interesantes del Proyecto del Genoma Humano es el estudio

de otros genomas como son el de la bacteria Escheriehia eoli, la mosca de fruta y el del

ratón de laboratorio . La información derivada de la caracterización de los genes

presentes en los genomas de dichos organismos se puede utilizar para obtener nuevos

conocimientos acerca de la biología 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 caracterización de

genes de interés.

Actualmente, existen diferentes estrategias que ayudan en la investigación de

nuevos genes: la tecnología del ADN recombinante, métodos de análisis de las

secuencias clonadas, así como técnicas para caracterizar los productos de éstos.

El término ADN recombinante hace referencia a la creación de nuevas

combinaciones de segmentos o de moléculas de ADN que no se encuentran juntas de

manera natural (Harveyet al 2000). El procedimiento base consiste en la extracción y

corte del ADN en fragmentos que contienen desde uno hasta varios genes para ser

insertados individualmente en moléculas de ADN capaces de replicarse

autónomamente, en la tabla 1 se describen algunos ejemplos de vectores de clonación.

(Griffiths et al 1999).

El éxito del método de clonación se debe a que los vectores de clonación 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 población es llamada entonces

clona de ADN. De esta forma la clonación permite la amplificación y recuperación de un

segmento específico de ADN proveniente de una muestra compleja como es un

genoma (Alberts et al 2002).

4
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Tabla 1. Vectores de clonación: moléculas transportadoras de ADN

Vector de
clonación

Plásmidos

Vectores
virales

Cósmidos.

Tamaño del
inserto de

ADN
5-10 kb

Hasta 15 kb

Hasta 50 kb

Características

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 ingeniería genética se
han modificado de manera que contengan un número limitado de
sitios de restricción y genes de resistencia a antibióticos
específicos. Un ejemplo de un plásmido sencillo es el pBR322 que
sólo posee dos genes de resistencia , tet" y amp", cada uno de
los cuales tiene un sitio único para ser utilizado como blanco de
restricción.
El o los genes de interés son incorporados al genoma del virus.
Por ejemplo, Lambda es un bacteriófago, donde el tercio central
de su cromosoma puede reemplazarse' por ADN exógeno sin
afectar la capacidad del fago para infectar células y formar placas
líticas. Otro caso son el grupo de bacteriófagos 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 transfección.
Son vectores híbridos de fago lambda y plásmido. Los cósmidos
contienen la secuencia COS del fago lambda necesaria para el
empaquetamíento del ADN dentro de la cubierta proteica del fago
y secuencias plasmídicas de replicación y de genes de resistencia
a antibióticos que permiten identificar las células hospederas que
los contienen. Un ejemplo específico de este grupo es el vector
Uni-ZAP®XR que combina la alta eficiencia de construcción de
bibliotecas del fago lambda y la conveniencia de selección del
plásmido 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 pequeño deben

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

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

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

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

contienen grandes fragmentos cromosómicos, todos los genes están representados en

su fo rma nativa incluyendo intrones y secuencias reguladoras.

Por otra parte , la expresión 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

5
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tejidos específicos o de una etapa en particular de desarrollo (Griffiths et al 1999). (Ver

figura 2)

Síntesis de una proteína a partirde un gen
eucariótico

CAP ,.........~RNm~~:MAMA

5'"111""1,,_11,,111,,1--"111111111-3

1 1 1 1 1 11 1 111_1 1 11 11 1111_1 1 1 1 111 1 1 1 1_

5' '' 111 ''' '''__ 1' '1111 1''_1111111111._3'
Y ~1ARN polimerasa

Gen :ADN
de doble
cadena

Pre-ARNm

ExónInlrán Exón Inlrón

''1 Splicing

ORF

lntrón Exón

Cromosoma

-~-------

Síntesisde ADNc

5' AAAAAA 3'Hibrido de ARNm y ADNc
3'"'''''''''''''''''''''''''''' TTTTrT 5'

... . ¡ ARNasaH óOH

1"..·~.., TTTTrT 5' Cadena sencilla de ADNc

... ADN polimerasa

5 ..•.... """" " """"" " " · AAAAAA 3 'Doble cadena de ADN c
3''''''''''''''''''''' '' ''''''''' TTTTrT 5'

~~
~~

Células provenientes
de un órgano O tejido específico:

l1-LiSiS celular
2. Extracción de ARN total
3.Extracción de ARNm mediante una
columna cromatográfica de celulosa con
aligo (dT).

-----AAAAAA

¡ Transcriptasa reversa

Figura 2: DibuJo esquemático que muestra las diferencias entre la slntests 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
transcriptasa reversa. aislada originalmente de un retrovirus que la utiliza para formar un hibrido
ADN-ARN cuando se encuentra replicando su ARN gen6mico. 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 proteína funcional dentro de una
bacteria.
Por otra parte, el ADN gen6mico 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 modificaci6n de los extremos 5' y 3' (estructura de capucha-CAP en el extremo 5' y
residuos de adenilato en el extremo 3'). Otro aspecto importante de los ARNm maduros
eucariólicos 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 desempeñan
una funci6n moduladora de la transcripci6n.

Por otra parte. para la investigación de nuevos genes el análisis de la secuencia

clonada constituye otra herramienta primordial. El método de secuenciación

nucleotídíca más utilizado fue desarrollado por Fred Sanger. Este método esta basado

en la síntesis de ADN en presencia de ddNTP's (2,3' didesoxirribonucleósidos

trifosfato). los cuales difieren de los dNTP's (2'-desoxirribonucleósidos trifosfato)

normales en la falta de un grupo hidroxilo en la posición 3': Los respectivos ddNTPs

6
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pueden ser agregados a una cadena creciente , pero cuando son incorporados tenninan

la síntesis porque les falta el grupo 3' hidroxilo necesario para formar el enlace trifosfato

con el nucleótido siguiente, Se maneja una concentración menor de ddNTP's

comparada con la de sus análogos dNTP's, de modo que la tenninación 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 secuenciación automático ,

I Pequeñas cantidades de ddNTP 's
. dd ·, I,.

Cadenas que terminan con
GCAT Al ,", ddNTP's marcados con
<>CAT ATerC t , fluorescencia
GCAT AlGTCA"fCCA~

Precursores dNTP's

l· dd:IP

+ADNpoIimerasa
+excesod_~Tf

d TTP
d"" JF
rl 1TP

l.dd l l P

GCAl A GCM AlU '"

Al ATe ' Al A1GTCAGTt

GCAT ATGTCAG: GCAT AlG ""TC,

5' T TCAG 3, 1 Doble cadena de ADN
:T CGTATACAGTCAGGTC s' J

I
3' CG1A1ACAG1 CAGGTC s' Molécula de ADN de cadena sencilla a ser secuenciada
s' 3'

tCebador para la
ADN polimerasa

j.ddAIP
GCM i,

AlelC ~

e T ATGICAGTCC"

Para determinar la
secuencia total se

analizan los
productos de las

cuatro reacciones
con ddNTP's en un

gel de
poliacrilamida.

(!) La secuencia obtenida se presenta como un electroferog rama donde cada nucleót ido tiene un
color determinado .

TATAA AACATTTTAAAAOCTAGTACCCAOT ACCTTCTAOT1CCAAAOGCCAAT orT B~ T~C T A T GGT TCACA AT OGGAO CA
&O 1~ 100 '70 100 200 2 10 no

A " .nI\N ln \l\ . HltY~J ~~~~::'Y~w:r.....&...~r.dlo=I'(~'~~ ,~
Figura 3: Secuenciación nucleotldica con ayuda de un secuenciador automático de un capilar,

El ADN a ser secuenciado es utilizado como molde para sfntesis in vltro con la ayuda de la ADN
polimerasa. La rara incorporación del ddNTP's por la ADN polimerasa bloquea 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 láser, entonces los cuatro colores pueden ser detectados y
distinguidos en un capilar, fragmentos que difieren en tamaño por un único nucleótido pueden ser
separados en el gel de poliacrilamida (ASI PRISM DNA Sequencing 1995 The Perkin-Elmer
Corporationj.
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El método de secuenciación nucleotídica basado en la síntesis de ADN en

presencia de ddNTP's se efectúa con ayuda de la reacción en cadena de la polimerasa

(PCR); otra herram ienta clave en la investigación in vitro de nuevos genes. La técnica

de PCR es un procedimiento efectivo para amplificar grandes cantidades de secuencias

especificas de ADN. Los requerimientos básicos para efectuar una reacción de PCR

son (1) dos oligonucleótidos sintéticos como cebadores (-20 nucleótidos 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 (Taq

polimerasa, que proviene de la bacteria Thermus aquaticus) y (4) los cuatro

desoxiribonucleótidos.
,

Un proceso típico de PCR incluye los siguientes pasos:

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

temperatura hasta 95°C.

2.Renaturalización: la temperatura se disminuye hasta 55°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.Síntesis: la temperatura se aumenta hasta 75°C, que es la óptima para que

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

amplificación del fragmento de ADN de interés.

Ciclos repet idos de síntesis y desnaturalización dan como resultado un incremento

exponencial del número de segmentos de ADN replicados. La técnica de PCR es muy

sensible y puede detectar secuencias de interés que están presentes en la muestra en

nanogramos (Glick B.R. et al 1998) .

Sin embargo. para la implementación de una estrategia experimental que de

forma especifica y dir igida conduzca hacia la identificación y aislamiento de genes aún

no caracterizados por la tecnologia del ADN recombinante se requiere de técnicas y

metodologías de abordaje experimental auxiliares.
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e) Técnicas auxiliares para la caracterización de nuevos genes y sus productos.

La técnica de rastreo inmunológico fundamentada en el uso de anticuerpos

específicos, representa una metodología experimental de alta especificidad y

sensibilidad (Girjes et a1.1993, 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

expresión de tales productos (Cheng et al. 1996). En la figura 4 se describe en que

consiste esta técnica.

Membrana de
nitrocelulosa o nylon

Colocar la membrana
~ de nitrocelulosa sobre

la placa de agar quen contiene colonias de
y bacterias separadas

@i~ I~~.
¿ _~:uperaci6n de la colonia original

€§~~®-\

"~I: inicial r!
A Identificar la
ll colonia positiva

y propagarla en rAA:",,,
medio liqu ido •

Colocar la membrana invertida en una
placa de agar nueva y permitir que se
regeneren las colonias de bacterias

Remover la
membrana que
contiene las colonias
de bacterias

,,--- - .. Crecimiento
,- <, en medio de,, e '\, cultivo liqu ido,,

t
\Placa I •\\
,

de
,,

rayos X
,

@ r,
" - --

a) Desnaturalizar
b) Neutralizar
e) Lavar
d) Secar/fijar el ADN

1. Uso de un
anticuerpo

marcado 1

2. Lavado
3. Autoradiografia

Prote inas
fijadas a la

membrarana
de

nitroce lulosa

Figura 4: Rastreo inmunológico de un gen de interés
Se puede rastrear una biblioteca de expresión con la ayuda de anticuerpos capaces de identif icar 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 peptídicos expresados para ser identificados
mediante el empleo de anticuerpos especificas (Strachan et al 1999). Las proteínas son identificadas con
un anticuerpo marcado (también se puede emplear un primer anticuerpo que identifica la proteína de
interés y un segundo anticuerpo marcado contra 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 información concerniente a la secuencia nucleotídica del gen

en cuestión 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 expresión de proteínas eucarióticas en células bacterianas

para manipular a éstas como a un sistema para rastrear genes aun no identificados y

caracterizados al nivel molecular.

La técnica de rastreo inmunológ ico se ha empleado de manera exitosa en una

gran variedad de modelos experimentales de clonación de genes. La clonación del gen

TnAV-CP que da origen a la proteina estructural de mayor importancia en el ascovirus

Trichoplusia ni-2a es un ejemplo de lo anterior. Para lograrlo , se realizó el rastreo

inmunológico de una biblioteca de ADNc con la ayuda de anticuerpos especificos contra

proteínas totales de dicho virus. (Zhao et al 2003) La clonación de la enzima

acetiltranferasa también se logró a partir del rastreo inmunológico de una biblioteca de

expresión de ADNc. Las clonas que poseian proteínas con una actividad enzimática

capaz de expresarse en las bacterias hospederas se detectaron con un antisuero con

especificidad inmunológica para distinguir entre las enzimas propias de la bacteria y la

enzima de interés (Eberwine et al 1987). De igual manera, la clonación, expresión y

caracterización del gen que codifica la proteína ribosomal S15 de Taenia solium, se

logró con el uso de anticuerpos que identificaron de manera específica 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 inmunológico es la clonación y

caracterización del gen que codifica un receptor de unión a inmunoglobulina en la

superficie celular de miembros de la familia Tripanosomatidae. La identificación de tal

receptor no había sido lograda, por lo que para clonar el gen que codificara para la

proteína representativa de este receptor, se utilizó el rastreo con ayuda de antisueros

de una biblioteca de ADNc construida a partir de Leishmania major. Se logró el

aislamiento de un gen nombrado Lmspl que da origen de manera potencial a la proteína

representativa del receptor buscado (Campos-Neto A. et al 2003).

Por otro lado, un ejemplo de una aplicación distinta a lo mencionado

anteriormente, es el protocolo experimental implementado para la identificación de

nuevos fármacos y vacunas potenciales contra Onchocerca volvulus causante de
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cegueras infecciosas en el ser humano. Se partió de la generación de bibliotecas de

expresión de ADNc construidas a partir de O. volvulus en diferentes etapas criticas para

el desarrollo de la infección. El rastreo inmunológico para la detección de genes

candidato para la terapéutica contra oncocerciasis se realizó 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 generación de vacunas y nuevos fármacos (Lizotte-Waniewski M.

et al 2000).

Como se puede observar, la técnica de rastreo inmunológico combinada con el

uso de bibliotecas de ADNc se ha empleado satisfactoriamente para aislar genes de

interés. Asimismo, el uso simultáneo de estas herramientas permite aislar de manera

adicional genes nuevos que codifiquen proteínas con una naturaleza similar a la de

interés.

Es importante notar que cuando se están aislando genes nuevos, una herramienta

adicional para obtener información preliminar acerca de las identidades estructurales y

funcionales de la nueva secuencia nucleotídica y de la secuencia proteica codificada ,

esta constituida por las bases de datos especializadas en efectuar estudios de

homología 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 teoría

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 alcanza r el estado funcional específico de las proteínas . De manera

que cuando se esta ante un gen nuevo que codifica para un proteína de función

desconocida, lo que se busca son motivos o firmas estructurales de secuencias

consenso (sequence motif o structura l functional signatures , respectivamente, por su

nomenclatura en el inglés) constituidas por secuencias parciales de residuos contiguos
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de aminoácidos que se conservan y están asociados con alguna función particular

dentro de la estructura de una proteína dada. La localización de dichas secuencias

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

clasificación dentro de una fam ilia o superfamilia de miembros moleculares de una

proteína 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
localización de una proteina

para predecir la

Destino de la proteína
Retículo endoplasmático y
proteínas secretadas

Mitocondria

Núcleo

Lisosoma

Localización y características de la secuencia consenso
20 o más aminoácidos muy hidrofóbicos en el extremo N-terminal
(por ejemplo la insulina humana, que tiene como péptido señal 24
aminoácidos altamente hidrofóbicos
NH2MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAA)

a-hélice en el extremo N-terminal con residuos cargados
positivamente en una cara e hidrofóbicos en la otra (un ejemplo es
la enzima aldehído deshidrogenasa de la mitocondria humana
NH2MLRAAARPGPRLGRRLL)

Secuencias internas de aminoácidos básicos acompañadas de
manera común de residuos de prolina (por ejemplo la secuencia
del antígeno SV40 del virus del VIH TPPKKKRKV)
Adición de residuos de Manosa 6-fosfato

Fosforilación (P04-) Tirosina, serina,
treonina

Tipo de modificación Amínoácido blanco
(grupo adicionado)

Tabla 3: Principales modificaciones postraduccionaies
consenso con el programa PROSITE

Metilación (CH3)

Hidroxilación

Acetilación (CH3CO)

Carboxilación (COOH)
N-glicosilación
(carbohidrato complejo)

O-glicosilación (carbohidrato
complejo)
GPI (Glicolípido)

Miristoilación
Ácido graso C14 )

Lisina
Prolina, lisina, ácido
aspartico

Lisina
Glutamato
Asparagina,
usualmente en la
secuencia Asn-X­
Ser/Thr
Serina, treonina,
hidroxilisina
Aspartato en el
carbono terminal
Glicina en el amino
terminal

para las cuales se busca secuencias

Comentario

Llevado a cabo por kinasas
específicas, puede ser reversible por
las fosfatasas
Llevado a cabo por metilasas
Hidroxiprolina e hidroxilisina son
particularmente comunes en los
colágenos
Llevado a cabo por una acetilasa
Llevado a cabo por v-carboxilasa
Se efectua en el retículo
endoplasmático, X es cualquier
aminoácido diferente a prolina

Se efectua en el complejo de Golgi, es
menos común que la N-glicosilación
Sirve para anclar proteínas en la
membrana celular
Sirve para anclar proteínas en la
membrana celular
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Palmitoilación
(Ácido graso C16)

Farnesilación
(Grupo prenilo CIS)

a-Amidación (NH2)

Cisteína para formar
la unión S-palmitoil
Cisteína en el .
carbono terminal
Glicina que provee el
grupo amida

Introducción

Sirve para anclar proteínas en la
membrana celular
Sirve para anclar proteínas en la
membrana celular
Llevado a cabo por la enzima PAM
(por sus siglas en inglés
Peptidylglycine a-amidating
monooxygenase)

Además de PROSITE se dispone de otros programas que buscan secuencias

consenso que dan información adicional de una secuencia pol ipéptidica nueva (ver

tabla 4).

secuencias consenso que ayudan en la predicción de

Tipo de predicción

Tabla 4: Programas para identificar
funcionalidad en una proteina nueva

Péptido señal

Segmentos
transmembranales

Ubicación de la
proteína

Dominios "coiled coil"

Estructura secundaria

Utilidad
Presente en polipéptidos que actúan como
moléculas precursoras, sirve como una señal de
reconocimiento para transporte a través de las
membranas celulares, esta señal es
posteriormente escindida y degradada.
Para establecer perfiles de hidrofobicidad de las
cadenas polipeptídicas y en algunos casos
establecer la topología de la proteína en la
membrana celular.

Puede tratarse de una proteína citosólica,
destinada a un organelo en particular o para
excreción.
Las proteínas no globulares son generalmente
a-superhélices formadas por series de
repeticiones de aminoácidos hidrofóbicos,
usualmente leucinas.
La predicción por si misma de la estructura
secundaria puede dar una indicación de función,
ya que la estructura de una proteína se
conserva más que la secuencia primaria de
aminoácidos.

Programa
SignallP
PSORT

TMHMM
TopPred2
PhDhtm
PSORT

DAS
Tmpred
HMMTop

TMAP
Memsat
PSORT

COILS
Parcoil

Multicoil

PHD
PREDATOR

JPred

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

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

proveer al investigador de información preliminar importante sobre la predicción de las

relaciones estructura-actividad biológica de esta molécula, aún en la ausencia de

13



Introducción

homólogos estructurales ya clonados con funciones identificadas. La identificación 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

diseñar los bioensayos pertinentes para confirmarlas en experimentación ulterior

(Koonin E.V et al 2004).

ANTECEDENTES PARTICULARES

La técnica de rastreo inmunológico antes mencionada, fue diseñada 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

proteína 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 más alta afinidad y

selectividad de unión por el receptor opioide J1 (Zadina et al. 1997) de todos los

neuropéptidos endógenos conocidos a la fecha actual. Su capacidad para modular la

nocicepción y antinocicepción en el roedor, entre otras actividades (ver tabla 5), les

confieren un potencial papel farmacológico en la clínica del dolor (Soignier et al. 2000,

Wilson et al. 2000).

Tabla 5: Actividades modulatorias de la EM-1 y EM-2

Endomorfina

EM-1 YEM-2

Actividad
• Potente actividad antinociceptiva en una gran variedad de modelos

animales de dolor agudo, neuropático y alodínico (Wilson et al 2000,
Sakurada 2001, Sakurada et al 2002)

• Vasodilatación de capilares sanguíneos mediada por un mecanismo
dependiente de óxido nítrico endotelial (Champion et al. 1999)

• Actividad vasodepresora (Champion et al. 1998)
• Actividad cardiovascular y respiratoria en roedor (Czapla et al. 2000)
• Regulación de la fagocitosis , quimiotaxis y producción de ión superóxido

en células de microglía (Azuma et al. 2001)
• Papel importante en desórdenes de movimientos hipercinéticos a través

de la inducción sostenida de la activación de receptores opioides (Mehta
et al. 2001).

Sin embargo, a lo largo del desarrollo experimental de este objetivo inicial de trabajo

de la tesis, se logro un hallazgo experimental no anticipado . Éste fue el aislamiento y

caracterización molecular de una clona de ADNc que codifica un ARN mensajero
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(ARNm) con un marco de lectura abierto de traducción de una proteína nueva

denominada por nuestro grupo de trabajo Antolefinina. Debido a este hallazgo, el

interés de trabajo experimental se centró entonces en el análisis estructural y funcional

de esta proteína a través del empleo de programas computacionales especializados

para predecir funciones biológicas de biomoléculas a través de la identificación de la

presencia de firmas estructurales de secuencias de aminoácidos con función

identificada en otras proteínas clonadas. De hecho, en esta sección de antecedentes

(ver siguiente inciso), nos parece justificado hacer una revisión de algunas de estas

firmas estructurales de aminoácidos, las cuales consideramos de importancia para

llevar cabo nuestro estudio predictivo funcional de la proteína Antolefinina, que es

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

e) Poros nucleares y señales para ímportación y exportación de proteínas al

núcleo.

La compartamentalización es una característica que ofrece a la célula la oportunidad

de regulación. Así, la importación y exportación de proteínas y ácidos nucleicos entre el

núcleo y el citoplasma es un proceso estrictamente controlado. Éste se efectúa con la

ayuda de proteínas acarreadoras que interaccionan tanto con la carga eléctríca de la

molécula a transportar como con el complejo de poro nuclear (NPC, por su

nomenclatura en el inglés) (Macara I.G, 2001). Ver figura 5.
~-----------,

Figura 5: Micrografía electrónica y dibujo esquemático de un poro nuclear
La envoltura nuclear consiste de dos membranas (interna y externa , inner and outer membrane ,

por su nomenclatura en inglés) que periódicamente se unen definiendo poros, los cuales se rodean de
proteínas que conforman el complejo de poro nuclear encargado de regular selectivamente la entrada
y salida del núcleo. Este complejo restringe la libre difusión de particu las y proteínas de diámetro
superior a 9 nrn (tamaño correspondiente a proteínas de 40-60 kD). Sin embargo 'complejos de hasta
25 nm son transportados eficientemente siempre que lleven adicionados una señal de exportación o
importación nuclear. (Hipertextos del área de la Biología).
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La mayor parte de las proteínas encargadas de transportar la carga eléctrica

pertenecen a una familia denominada importina,8/karioferina,8 (Ver tabla 6). Una

característica común a todas las karioferinas (es así como se refiere de manera general

a los miembros de esta familia) es que se unen a las nucleoporinas, las proteínas que

conforman el complejo de poro nuclear. Otra característica importante es que las

karioferinas pueden formar un complejo con la enzima RanGTPasa (Ran es el miembro

más abundante de la superfamilia de GTPasas Ras) y de hecho es a partir de tal

interacción que se regula la unión 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: Proteínas involucradas en el transporte de moléculas al interior y exterior del núcleo

Tipo de acarreador

Importina

Transportina 1, kap{J2
Transportina SR
Hmtr10
Importina 7
Importina 11
Importina 5, Kap{J3
Import ina IX

Exportina 5
Grm1
Gas
Export ina-t
Exportina 4

Función
IMPORTINAS

Importa la Importina ex, pro teinas ribosomales, las proteínas virales HIV
Rev , HIV Tat y HIV Rex
Importa prote inas de unión al ARNm y prote lnas ribosomales
Importa proteinas de unión al ARNm
Desconocida
Importa proteínas ribosomales
Importa a UbcM2
Importa proteinas ribosomales
Funciona como un adaptador para importina {J

EXPORTINAS
Exporta proteinas fosfori ladas
Exporta acarreadores para prote lnas con una señal NES rica en leucinas
Exporta Importina IX

Exporta ARNt
Exporta elF5A

Tap/Mex 67
Galreticulina

OTROS TRANSPORTADORES
Transporte de ARNm y ARNr
Promueve la exportación de moléculas que contienen una señal
NLS

El transporte mediado por importinas y exportinas depende de una señal o firma

estructural de aminoácidos en la molécula a ser transportada (Macara I.G, 2001). Ver

tabla 7.

16



Introducción

Ciclo de importación hacia el núcleo

Citoplasma

­... _.,­
_oNU

ano-...

Ciclo de exportación desd el núcl o

<Cu - u _, '~@..,

Figura 6: Dibujo esquemático que muestra el ciclo de importación y
exportación hacia el núcleo para una molécula con una señal NLS o NES

El poro se puede dilatar hasta 26 nm cuando recibe la señal apropiada (secuencias ricas
en lisina, argínina y prolina o aminoácidos hidrofóbicos presentes en las proteínas). La
molécula Ran-GTP es la que impone direccionalidad al transporte. Se encuentra presente en
grandes concentraciones solo en el núcleo donde disocia el complejo de importación
constituido por la carga más importina y estabiliza en complejo de exportación. La
transformación cíclica de la Ran es regulada por dos protefnas: RCC1 y la Ran-Gap que
generan un gradiente Ran-GTP/Ran-GDP a ambos lados de la membrana nuclear.
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Tabla 7: Secuencias señal para transporte núcleo-citoplasma.

Señal Secuencia consenso propuesta

Secuencia NLS (Nuclear Localization Síganal) monopartita BBBBP(BBBX), BBB(H/P)

Secuencia NLS bipartita BBXXXXXXXXXXBBBXX

NLS Viral RXXRRXRBR

Secuencia NES (Nuclear Export Signal) rica en leucinas LX263(F/IIUV/M)X,,2,3 LX(lN/L)

Secuencia NES inusual IXXXIXXLXT, WXKIXLXP

B=Residuo básico (K o R)

X=Cualquier residuo

(/)=Residuos permitidos en esa posición

Las señales o firmas estructurales NLS y NES se encuentran caracterizadas

principalmente en los virus, ya que la replicación de su material genético depende de

exportar las proteínas necesarias al núcleo de la célula hospedera. La primera

secuencia señal identificada para exportación nuclear fue identificada en el antígeno T

del virus del simio (SV40). Esta secuencia PKKKKK, y la que se encuentra en la

nucleoplasmina (una proteína involucrada en el ensamble de la cromatina),

KRPAATKKAGQAKKKKLD, se consideran los prototipo para las señales NLS

monopartita y bipartita (Macara I.G, 2001). Por lo tanto la señal bipartita se caracteriza

por (Dingwall C. et al 1991) :

(1) Dos aminoácidos básicos consecutivos (Arginina o Lisina).

(2) Una región espaciadora de aproximadamente 10 aminoácidos.

(3) Por lo menos tres residuos de aminoácidos básicos (Arginina o Lisina) en las cinco

posiciones después de la región espaciadora .

Asi, la estructura primaria de aminoácidos de esta secuencia consenso bipartita sería

[RlK]XXXXXXXXXX[H/RlK], donde X es cualquier aminoácido.

En el caso de señales para exportación de proteínas (NES), la secuencia prototipo

esta constituida por segmentos pequeños hidrofóbicos (alrededor de 10 aminoácidos)

ricos en residuos de leucina (Gasca et al 2002). La estructura primaria de aminoácidos

de esta secuencia consenso de exportación de proteinas sería LX1_3LX2_3LXL,donde X es

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

Proteína

MAPKK (Mitogen Activated Protein Kinase Kinase)

Rev (Human Immunodeficiency virusRev))

PKI (Protein Kinase Inhibitor)

Secuencia

NLVDLQKKLEELELD

PVPLQLPPLERLTLD

ELALKLAGLDIN

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

Este tipo de señales o firmas estructurales se encuentran presentes en proteínas

con una importante actividad biológica. Por ejemplo, en el caso de Diacilglicerol kinasa(

que se encuentra involucrada en la transducción de señales metabotrópícas de células

eucarióticas, Se comprobó que esta enzima encargada de regular los niveles

citoplásmicos de diacilglicerol, posee una NLS que provoca que su localización

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 fosforilación

de la esfingosina, un péptido bioactivo que regula diversos procesos biológícos), la cual

posee una NLS que le confiere la propiedad de localizarse en el núcleo induciendo la

inhibición de la síntesis 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 proteína inhibidora de la omitina 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 núcleo como son transductores de señal y proteínas reguladoras del ciclo celular en

el núcleo (Murai N. et al 2003). En el caso de SOX9, una proteína humana que contiene

una secuencia NES localizada entre dos NLS's, esta proteína se encuentra involucrada

en la determinación del fenotipo sexual de las gónadas, ya que solo en las gónadas

masculinas se localiza en el núcleo (Gasea S. et al 2002).

Como se puede deducir las señales NLS y NES por si mismas desempeñan un

papel muy importante en las proteínas donde se encuentran ya que determinan su

función .

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

ejemplo en el cáncer), uno de los métodos más eficientes para la transfección de genes

19



Introducción

en células neoplásicas, es el basado en los vectores virales (retrovirus). Sin embargo,

se tienen problemas de seguridad debido a las repuestas inflamatorias , inmunes y

transformación maligna debido a la mutagénesis provocada por la inserción de estos

agentes virales. Una alternativa más segura a este procedimiento, esta constituida por

el uso de vectores no virales ("polyplexes", "lipoplexes"), aunque con estos

procedimientos se observa bajos niveles de expresión génica in vivo. La transferencia

ineficiente de ADN del citoplasma hacia del núcleo se ha identificado como una causa

. principal para lo anterior. Como ya se mencionó, las proteínas celulares y virales entran

eficientemente al núcleo gracias a la presencia de NLS's constituidas por intervalos de

aminoácidos que se unen a los receptores intracelulares (como son la importinas) para

el transporte, facilitando de esta manera el transporte a través del poro nuclear.

Experimentos recientes revelan que las NLS's conservan su actividad cuando se

conjugan con proteínas no nucleares. La aplicación de péptidos-NLS para la

trasferencia de genes no virales ha sido investigada ampliamente y parece tener un

gran potencial para mejorar la introducción de ADN al núcleo (Bremner K.H. et al 2004) .

De hecho, uno de los primeros transportes efectuados exitosamente lo constituye el de

la proteína Tat-é-Galactosldasa que tiene una masa molecular de aproximadamente

120 kDa. Esto se logró al crear un híbrido entre la proteína de interés y la señal de

internalización rica en aminoácidos básicos. Esta metodología de unir proteínas de gran

tamaño con los péptidos que contienen las señales apropiadas para el transporte al

interior del núcleo da lugar también a una nueva herramienta para incorporar moléculas

no peptídicas como son las sondas fluorescentes. (Schwarse S. R. et al 1999)

Otro aspecto importante de la caracterización de NLS y NES es su uso en el estudio

de rutas involucradas en la exportación de ARNm (Gallouzi I-E. et al 2001) Y en la

caracterización de las rutas de proteínas de interés. Un ejemplo, es el uso de la señal

del virus HIV Tat (48 YGRKKRRQRRRPPQ 60) para detectar secuencias peptídicas

capaces de unirse con alta afinidad a cGPK (en el inglés, cGMP-deependent protein

kinases type la y IP), ya que el aislamiento de tales secuencias permitirá estudiar la ruta

de señalamiento relacionada con este tipo de proteínas kinasas implicadas en una gran

variedad de respuestas celulares .como son la relajación del músculo liso o la sinapsis

neuronal (Dostmann W. R. G. et al 2000).
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En este contexto, es fácil deducir que las señales para localización en el núcleo

(NLS) y las de exportación (NES) constituyen una herramienta experimental importante,

no solo para propósitos terapéuticos, sino que también para la entrega alternativa de

genes (sientan las bases para definir los requerimientos para el diseño y construcción

de vectores con NLS) y para comprender mecanismos celulares como son la

transducción de señales y la trascripción genética.

g) Recorte de las cadenas polipeptídicas.

Una amplia variedad de moléculas (principalmente hormonas y neuropéptidos), son

sintetizadas como grandes precursores proteicos que posteriormente son editados

enzimáticamente. Los precursores proteicos de péptidos y polipéptidos biológicamente

activos pueden ser subdivididos por lo menos en cuatro tipos diferentes, de acuerdo al

sitio donde se lleva a cabo el corte enzimático de escisión (Seidah NG et al. 1998).

a. Precursor tipo 1, secuencia consenso X-X-R-X-(KlR)-Rl-X-X (donde X es cualquier

aminoácido y la flecha indica el sitio de corte en el aminoácido básico): esta clase de

precursor incluye pro-proteínas sintetizadas en células secretorias constitutivas, como

son los factores de crecimiento, neurotrofinas, ciertos receptores, toxinas bacterianas y

glicoproteínas de superficie virales.

b. Precursor tipo 11, secuencia consenso X-X-X-X-(KlR)-(KlR)l-X-X (donde X es

cualquier aminoácido y la flecha indica el sitio de corte en el aminoácido básico):

normalmente son pro-proteínas que contienen la secuencia consenso en el carbono

terminal. Estos incluyen a la mayoría de los precursores de las hormonas polipéptidicas

y sustancias peptídicas bioactivas procesadas.

c. Precursor tipo 111, secuencia consenso B-X-B-X-B-X-X-Rl-x-x (donde X es cualquier

aminoácido, B un aminoácido básico y la flecha indica el sitio de corte en el aminoácido

básico): esta clase de precursores incluye a los de las hormonas polipéptidicas así

como factores de crecimiento.

d. Precursor tipo IV, secuencia consenso B-X-B-X-B-X-B-(KlR)l-X-(R/K) (donde X es

cualquier aminoácido, B un aminoácido básico y la flecha indica el sitio de corte en el

aminoácido básico): en este grupo se incluyen algunos precursores hormonales,

hormonas pancreáticas y algunos factores de crecimiento.
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Asimismo, las enzimas procesadoras especializadas en cortes proteolíticos

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 PC? Para obtener más información acerca de los péptidos generados a partir de una

proteína 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

precursor
PC1

PC2

PCS-A

Clase 11: se expresaprincipalmente en
célulasendocrinas y neurales (tejido

periféricoy SNC). Se localizaen
gránulos secretorios y TGN.

Clase 11: se expresaprincipalmente en
célulasendocrinas y neurales(tejido

periférico y SNC). Se localizaen
gránulos s~cretorios .

Clase 111: se expresatanto en células
endocrinascomo no endocrinas

(cortezaadrenal, endoteliales y células
sertoli y sistemadigestivo)

Hormonas
polipeptidicas

Enzimas
Hormonas
polipeptidicas

Hormonas
polipeptidicas
receptores

Ejemplode Precursor
escindido

POMC
Prolnsulina Humana
ProDinorfina
ProGlucagón
ProMCH
ProEncefalina
ProRenina Humana

POMC
Prolnsulina Humana
ProDinorfina
proTHR
ProGlucagón
Proneurotensina
Proencefalina
MIS (sustancia
inhibidora
proMulleriana)
R-PTPJl

Como se observa en la tabla 9, PC1 y PC2 son dos convertasas responsables de

las escisiones proteolíticas efectuadas en las rutas de biosíntesis peptídica reguladas

de las células endocrinas y neuronales. Su expresión restringida asegura que sólo se

lleve a cabo el procesamiento de secuencias en el tipo de células apropiadas. (Korner

J. et al 1991). Es pertinente mencionar que análisis específicos de Northern-blot en

tejidos que expresan PC2 y PC1/PC3 revelaron que su expresión esta altamente

restringida a tejidos neuroendócrinos, incluyendo los islotes de Langerhans, la médula

pituitaria adrenal y varias regiones del cerebro (Steiner et al. 1992). Asimismo, la

expresión de PC2 y PC1/PC3 en varias fenot ipos de células endócrinas y neuronales,

muchas veces da lugar a una variedad de mezclas de productos peptídicos que se
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derivan del mismo precursor con actividades antagónicas o divergentes. (An Zhou et al

1999).

j) La a-amidación.

Los péptidos biológicamente activos como son las hormonas que actúan 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 (adición de péptido señal, adición de cadenas

de O y N-oligosacáridos y presencia de un par de aminoácidos básicos). Tales péptidos

tienen la característica de tener a-amidado el último aminoácido del extremo carboxilo

terminal (Cuttitta F. 1993). Esta modificación covalente es única para los péptidos con

una función reguladora, y de hecho, ha sido utilizada corno parámetro para descubrir y

aislar nuevas moléculas con una actividad biológica potencial (Cuttitta F. 1993). La a­

amidación de un polipéptido sucede como último 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 modificación covalente (Eipper BA et al. 1993). La

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

figura 7.

Figura 7: Diagrama estructural de la secuencia consenso para la o-amldaclén

La importancia de la a-amidación reside en que esta modificación confiere

resistencia a la acción degradativa por el extremo carboxilo terminal de la

carboxipeptidasa-E, aumentando la vida media biológica y la afinidad del polipéptido

amidado por su receptor, traduciéndose asi esto en un efecto biológico más potente y

de larga duración (Cuttitta F. 1993).
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III.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACiÓN DEL TRABAJO

EXPERIMENTAL.

Como ya se mencionó con anterioridad, existe un número significativo de genes

que codifican nuevas sustancias de tipo proteico y peptídico que esperan ser

caracterizadas a nivel estructural y funcional en los mamíferos, incluyendo el humano.

Durante el trabajo experimental inicial de rastreo inmunológico dirigido a la clonación

del precursor de las endomorfinas, se aisló en forma no anticipada, como una falsa

inmunopositiva, una clona con un ADNc que codifica una molécula proteica no

caracterizada aún en el sistema nervioso de mamífero. Estudios de homología

estructural efectuados en la base de datos del GenBank y con el programa de análisis

del EMBL~EBI se confirmó que esta proteína, 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 identificación funcional de esta molécula , mi trabajo de

tesis fue replanteado y dirigido hacia estudios estructurales de está nueva proteína para

identificar la presencia en ella de secuencias consenso o firmas estructurales, las

cuáles, al estar codificadas en proteínas y/o polipéptidos ya clonados con funciones

caracterizadas, nos pondría en posibilidad de proponer funciones fisiológícas de esta

nueva proteína dentro del sistema nervioso de mamífero. Es claro deducir que se

necesita implementar una estrategia analitica que permita iniciar en forma sistemática y

dirígida la caracterización funcional de la Antolefinina. Esta estrategia analitica requiere

de programas y bases de datos especializadas en la identificación de secuencias

consenso para las cuales ya hay funciones establecidas. Anticipamos que la

información de estructura-función derivada de tales análisis, servírá de base para

estudios futuros con bioensayos específicos, llevados a cabo por nuestro y otros grupos

de trabajo experimental, dirigidos hacia la caracterización funcional extensiva de esta

nueva proteína.
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IV.-HIPÓTESIS DEL TRABAJO EXPERIMENTAL.

La diversidad funcional de las proteínas está estrechamente relacionada con su

estructura, de manera que estas moléculas codifican secuencias parciales de

aminoácidos que son blanco de cambios químicos estructurales a nivel post­

traduccional, efectuados a través de reacciones enzimáticas. Muchas de estas

modificaciones están implicadas en la regulación de la actividad de las proteínas. Es

por esta razón, que el análisis de la estructura primaria de una proteína representa un

punto de partida importante para predecir sus funciones. Esta información inicial es de

importancia critica para el investigador, ya que da lugar al diseño y aplícación de

bioensayos in vitro e in vivo específicos para caracterizar tales funciones.

En este contexto, dado que se clonó un ARNm aún no caracterizado en el

sistema nervioso de roedor y que codifica una proteína nueva que no presenta

homólogos estructurales con funciones identificadas, si se procede a la identificación de

secuencias peptidícas consenso o firmas estructurales específicas con ayuda de

programas disponibles (PROSITE, por ejemplo), entonces esta información no solo

servirá de base para proponer la función de esta proteína llamada Antolefinina, sino que

también para plantear estudios futuros dirigidos a su caracterización .
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V.-OBJETIVOS DEL TRABAJO EXPERIMENTAL.

General:

El objetivo central de mi proyecto de tesis estuvo enfocado hacia la

implementación de una metodología experimental para aislar y caracterizar la estructura

del gen que da origen a la proteína precursora de los péptidos opioides llamados

Endomorfinas-1-2. Sin embargo, debido a que en el curso de estos estudios, se aisló

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

proteínas ya identificadas, decidimos replantear el objetivo global hacia el análisis

estructural detallado de esta nueva proteína, con el fin de proponer sus posibles roles

funcionales a través de la identificación de la presencia en ella de secuencias parciales

de aminoácidos con funciones identificadas.

Particulares:

• Identificación de material proteico inmunoreactivo a las endomorfinas

expresado por una biblioteca de ADNc del cerebro total de ratón

empleando anticuerpos contra estos péptidos generados por nuestro

equipo de trabajo.

• Aislamiento de las clonas que contienen el vector plasmídico con el o los

ADNc's que codifican para las proteínas identificadas por los anticuerpos.

• Purificación del vector plasmídico con los ADNc 's identificados y aislados.

• Caracterización del tamaño molecular del los ADNc's clonados mediante

un análisis electroforético en geles de agarosa.

• Caracterización de la secuencia nucleotídica de los ADNc 's clonados con

ayuda del método de síntesis de ADN en presencia de ddNTP's marcados

con f1uorescuencia a través de un secuenciador automático de ADN de un

capilar.

• Análisis estructural de la secuencia nucleotídica del ADNc clonado

obtenida para determinar si se trata de un ARNm completo. Identificación

de posibles marcos de lectura abiertos de traducción y de cajas
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nucleotídicas reguladoras en las regiones 5' y 3' no codificantes del ARNm

aislado.

• Análisis estructural comparativo para la búsqueda de secuencias

nucleotídicas con identidad estructural a nuestro ARNm clonado con

ayuda de la base de datos estructural del GenBank.

• Análisis estructural comparativo para la búsqueda de secuencias de

aminoácidos con identidad estructural a la proteína deducida (llamada

Antolefinina) por el marco de lectura abierto de traducción de nuestro

ARNm clonado en las bases de datos estructurales del GenBank y el

programa de análisis del EMBL-EBI.

• Análisis de la secuencia primaria de aminoácidos codificada por la

Antolefinina a través del uso de programas computacionales de

predicción de función proteica (por ejemplo PredictProtein, PROSITE), con

el objetivo de determinar la presencia de secuencias parciales de

aminoácidos con funciones específicas.

27



Materiales y Métodos

VI. -MATERIALES Y MÉTODOS

a) Rastreo inmunológico de la biblioteca de ADNc de cerebro total de ratón.

1. Descripción de la biblioteca de ADNc

Se utilizó una biblioteca comercial (Stratagene # Catálogo 937319) de expresión

de ADNc del cerebro total de ratón adulto (Mus muscu/us, BALB/c), la cual tiene

aproximadamente un 80% de ADNc 's clonados orientacionalmente (5'----3'). El tamaño

molecular promedio de los insertos de ADNc 's de esta biblioteca es de 1.8 Kb en el

sistema plasmídico pBlueScript SK (+/-) subclonado en el sistema del vector del fago

lambda Uni-ZAP-XR (ver tabla 10 Y 11 Y figura 8). Esta construcción de sistema vector

de clonación está diseñada para infectar y transformar ADNc en sistemas celulares

.bacterianos como es la cepa XL1-Blue MRF' de la bacteria E.co/i.

Tabla 10: Enzimas que se pueden emplear en el sitio de
clonación múltiple del vector pBluescript4!l SK.

Enzima No. de sitios de corte Posición nucleotidica
Kpn 1 1 653
ADa1 1 659
Eco01091 1 659
Dra 11 1 659

I~¡¡01f 1 668
Hinc 11 1 674
Acc 1 1 674
Sall 1 674
Bsp1061 1 683
ela 1 1 683
Hind 111 1 689
EcoRV 1 695
EcoR 1 1 701
Pstl 1 707
Smal 1 713
BamHI 1 719
Soe 1 1 725
~l:iá.l1 1 731
Not 1 1 737
Eaq 1 1 738
BstXl 1 744
Sac 11 1 749
Sac 1 1 755
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Resistencia a Ampicilina

MCS= Sitio de Clonación Múltiple

Origen de replicación pUC

Región de sitios de clonación múltiple en el vector pBluescript" SK
(secuencia mostrada 601-826):

AC:l! ' .,¡ ee 11
f<oOlOO ~ J.co l

r-- Promotor T7.. ~' l roo 1 ro1 r '
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGGGCCCCC AGGTCGACGGT .•.-------..... .

Sitio de unión del cebador M13 Sitio de unión del cebador T7 Sitio de unión del cebador KS
ho 06 1 EJ ,..
(Jo I - tnd IU ~leo~ v Ece-A J :ltJf I ~""'~ I eOf9'll"1 1 ~f-4 o IE~; I 3stX I :ac Zac:
I I I I I I I I I I I

.. .~GATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGíATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCA . . •
Sitio de unión del cebador KS SitIOde unión del cebador SK

FraEmento a de la I3-Gal
+- Promotor T3 1 f' I

. •. GCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC
4 ,

Sitio de unión del cebador T3 Sitio de unión del cebador antisentido M13

Figura 8: Mapa circular del vector pBluescript* SK

El sistema plasrnldlco del pBluescript, representa un ejemplo de vector de clonación
estructuralmente complejo, puesto que posee un sitio de clonación múltiple 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 el marco de lectura correcto cerca al sitio promotor JaeZ'
de la bacteria, lo cual da la ventaja de encontrar de manera inmediata marcos de lectura
abiertos correctos as! como un conocimiento rápido de la secuencia primaria de la proteina
codificada por el ADNc insertado. Adicionalmente , el plásmido tiene el origen de replicación f1
de bacteriófago lo que permite la recuperación de ADN de cadena sencilla que puede ser
utilizado para secuenciación nucleotrdica o estudios de mutagénesis . Asimismo, este plásmido
contiene el origen de replicación puc. Los transcritos hechos a partir de los sitios promotores
T3 y T7 se pueden utilizar para generar sondas de ARNc de cadena sencilla empleadas en
estudios de Southern, Northern blot, hibridación in situ y transcripción in vitro. Finalmente el
promotor JaeZ' puede ser manipulado para generar proteinas fusionadas para realizar Western
blot.
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Tabla 11: Características del vector de clonación pBluescript<l!l SK

Característica
Origen de replicación f1
Secuencia codificante del fragmento a de lap-Galactosidasa (IacZ')
Sitiodelpromotor T7 para iniciode la transcripción
Sitiode clonación múltiple
Sitiodelpromotor T3 para inicio de la transcripción
Promotor lac
Origen de replicación pUC
Marco de lectura abierto para la resistencia a ampicilina

Posición nucleotidíca
24-330

463-816
643

653-760
774

847-938
1158-1825
1976-2833

2. Titulación y amplificación de la biblioteca

La biblioteca fue titulada y amplificada de acuerdo a un protocolo estándar

recomendado por el proveedor (Uni-ZAP® Premade Library Instruction Manual, 2003,

Stratagene). Para la formación de placas Iiticas, se mezcló una alícuota de la biblioteca

equivalente a 5 x 104 pfu (unidades formadoras de placas líticas) ¡placa de Petri de 15

mm de diámetro y 600 JlL de células hospederas E. coli de la cepa XL1-BLue MRF'

ajustadas a una concentrac ión de 0.5 00600 (Densidad Óptica medida a una longitud de

onda de 600 nm). Se incubaron las bacterias y fagos durante 15 minutos a 37 "C para

permitir la adhesión e infección de los fagos a estas células . Se mezcló 6.5 mL de agar

suave NZY con la mezcla del fago y las bacterias, se esparció en placas de agar NZV y

se agitó cuidadosamente la placa para permitir que las células se distribuyeran

homogéneamente. Se dejó reposar la placa durante 10 minutos hasta solidificación del

agar suave NZY. Se incubaron las placas invertidas a 40°C por 4 horas para permitir la

aparición de las placas líticas. 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 señal de fondo debidos a la reactividad

cruzada de los anticuerpos policlonales con algunas de las proteínas de E. coli y el

fago , se realizó lo siguiente: el estuche con el que se trabajó para el rastreo

inmunológico (picoBlue TM, Stratagene No. cat.200371) posee un lisado del fago y E.
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coli, el cual se utilizó para unirlo primero a las membranas de nitrocelulosa embebidas

previamente en una solución 10mM (milimolar) de IPTG (lsopropil-1-tio-P-D­

galactopiranosido), y enseguida se incubaron éstas con la solución de anticuerpo

primario, esto para adsorber los anticuerpos que presentaran una reacción cruzada con

las proteínas de la bacteria o del fago.

A la caja de Petri con cultivo bacteriano lisado se le aplicó la membrana de nitrocelulosa

tratada como se describió anteriormente. Se permitió que las membranas se

humedecieran, evitando el depósito de burbujas. Se incubaron las cajas con agar

durante 4 horas a 3rC. Este procedimiento se realizó por duplicado para cada placa de

cultivo. Se identificó perfectamente la orientación de la membrana de nitrocelulosa con

respecto a la caja con agar. Al cabo del tiempo de incubación se removieron

cuidadosamente las membranas con las placas líticas transferidas con ayuda de pinzas

y se lavaron por 10 minutos a temperatura ambiente en una solución de PBS 1X

(Solución 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 proteína precursora de las Endomorfinas, diluidos 1:20 en PBS/ 0.3%

gelatina de teleóstato (SIGMA)/ 0.3% Tween 20 (SIGMA). Después de esta incubación,

las membranas fueron lavadas con la misma solución pero sin anticuerpos para eliminar

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

4. Revelado de las membranas

Finalmente las membranas se incubaron en una solución de anticuerpo anti-lgG

(Amersham) de conejo marcado radiactivamente con lod0125 (dilución 1:250) durante 2

horas a temperatura ambiente. Las clonas positivas fueron identificadas exponiendo las

membranas a películas X-O-Mat (Kodak) por 7 días y revelando con 0-19 Developer

(Kodak).
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b) Purificación del plásmido que contiene el ADNc que da origen a la proteina

identificada con los anticuerpos.

Para la purificación del plásmido, se empleó el estuche QIAprep®Spin Miniprep

Kit (de la marca QIAGEN # de catálogo 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 absorción de

ADN sobre una membrana de sílica-gel en presencia de altas concentraciones de sales.

Se siguen tres pasos básicos:

1) Preparación y limpieza del lisado de bacterias. Los componentes de la bacteria

son desnaturalizados y precipitados y removidos por filtración.

2) Adsorción del ADN sobre la membrana QIAprep de sílica-gel. Las características

de esta membrana permiten que solo sea retenido ADN de doble cadena,

mientras que el ARN, proteínas y otros metabolitos no son retenidos.

3) Lavado y elución del ADN plasmídico.

El rendimiento de este estuche es de 5-10 pg de ADN plasmidícol 5mL de cultivo de

bacteria crecido en medio LB (Luria-Bertani) durante toda la noche.

e) Tratamiento con las enzimas de restricción Xba / y Xho /.

Para la realización de los ensayos de restricción se consideró que una unidad de

enzima requiere 1 pg de ADN, y dos horas de incubación a 3rC.

Las enzimas utilizadas Xbal (No. catálogo 15226-012) y Xhol (No. catálogo 15231-012)

fueron de la marca GIBcoBRL® 2000U (10UI pL) al igual que el marcador de peso

molecular (1 kb DNA Ladder 1.0 pgl pL No. catálogo 15615-016).

La determinación de la cantidad de ADN presente en la muestra se realizó mediante

medición espectrofotométrica a una longitud de onda de 260nm, la concentración del

plásmido fue 0.87 pgl pL.

d) Análisis electroforético del inserto de ADNc en gel de agarosa.

Se preparó un gel de agarosa al 1% con 2.5% de bromuro de etidio. En cada

pozo del gel se cargaron 1.74 pg (2.0 pL) 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 5
MW Plásmido con Plásmido+Xba/ Plásmido+Xhol Plásmido+Xba/+Xho/

inserto
ADN 0.5pL 2.0pL 5.0pL 5.0pL 5.0pL
Sol. de carga de 2.0pL 2.0pL 2.0pL 2.0pL 2.0pL
muestra (S8 5X)

Agua mQ 7.5pL 6.0pL 3.0pL 3.0pL 3.0pL
Volumen total 10pL 10pL 10 pL 10pL 10pL
MW: Marcador de peso molecular
Agua mQ: Agua desion izada

La electroforésis se desarrolló en solución amortiguadora TAE 0.5X con 0.5 Jlgl JlL de

bromuro de etidio.

e) Caracterización estructural del ADNc clonado a través de secuenciación

nucleotidica automatizada con la ayuda del método de marcaje de nucleótido

terminal fluorescente por PCR:

Se empleo el estuche ABI PRISM® BigDye™ (Terminator Cycle Sequencing

Ready Reaction Kit Versión 2.0) y un secuenciador automático de un capilar ABI 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: Preparación de la reacción para marcaje con nucleótidos fluorescentes

Reactivo
Molde

Cebador
Agua mQ

Concentraciones
200-500 ng (nanogramos) ADN de

doble cadena
3.2 pmol

Cantidades I volúmenes
1.5 JlL

2.0 JlL
c.b.p. 20 JlL

Tabla 14: Protocolo de secuenciación

Paso Acción
1 Colocar los tubos para PCR en el termociclador (Eppendorf Mastercycler

gradient)
2 Repetir lo siguiente por 25 ciclos:

• Rampa térmica rápida a 96°C por 10 segundos
• Rampa térmica rápida a 50°C por 5 segundos
Rampa térmica rápida a 60°C por 4 minutos

3 • Rampa térmica rápida a 4°C, mantenerla hasta el momento de la
purificación.
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Se emplearon como cebadores el oligonucleótido sentido complementario al

promotor 13 de 18 nucleótidos de longitud (5'-TAACCCTCACTAAAGGGA-3') (Promoter

Sequencing Primer, marca GIBCO BRL®, 5Jlg/mL No.catálogo 18417-014), Y el

oligonucleotido anti-sentido complementario al promotor T7 de 16 nucleótidos de

longitud (5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3') (Promoter Sequencing Primer, marca

GIBCO BRL" . 5Jlg/mL No.catálogo 18716-016 ).

Para purificar los productos de extensión de la PCR se usaron las columnas

Centri-Sep™ Spin Columns (marca Princeton Separations No.catálogo CS-901) y el

protocolo seguido fue el sugerido por el proveedor. Estas columnas se emplean para

una purificación rápida y eficiente de moléculas grandes (proteínas, ácidos nucleicos,

carbohidratos complejos, etc), eliminándose las moléculas pequeñas como son

nucleótidos, sales de la solución amortiguadora, etc.

El diseño 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

reacción, dejando en solución solo la cadena nucleotídica marcada fluorescentemente

por la extensión 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 centrifugación. La muestra es colocada en la columna y recuperada por

centrifugación a 14 000 x g durante 1 minuto.

f) Búsqueda de secuencias estructuralmente homólogas a la secuencia

nucleotídica del ARNm clonado con ayuda del programa BLAST (NCBI) de la base

de datos del GenBank.

El estudio de homologia estructural nucleotídica de nuestro ARNm clonado se

realizó con el programa BLAST en su modalidad de comparación de nucleótido­

nucleótido (Altschul et al 1990) del NCBI (por sus siglas en inglés National Center for

Biotechnology Information). Este programa se encargó de comparar secuencia primaria

nucleótido-nucleótido de un ARNm contra secuencias de ARNms clonadas y reportadas

en la base de datos del GenBank.
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g) Búsqueda de secuencias primarias de aminoácidos de péptidos y proteínas

homólogas a la secuencia de aminoácidos codificada por el ARNm clonado.

El estudio de homología estructura l de la proteína deducida (Antolefinina) de

nuestro ARNm clonado en mi proyecto se realizó en la base de datos del EMBI-EBI

(European Bioinformatics Institute) . Este programa se encargó de comparar

aminoácido-aminoácido la secuencia proporcionada de la Antolefinina contra la base de

datos de secuencias peptídicas y proteícas clonadas y reportadas en esta base de

datos para organismos eucarióticos.

h) Análisis estructural de la secuencia primaria de aminoácidos obtenida para la

identificación de la presencia de secuencias parciales de aminoácidos

(secuencias consenso) con función identificada en otras proteínas.

Para el análisis estructural de la secuencia primaria de aminoácidos de la

Antolefinina codificada por el ARNm clonado en mi proyecto se emplearon los

siguientes programas computacionales disponibles en-línea a través del Internet:

• 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 aminoácidos de

péptidos y proteínas.

• ProParam

Este programa se utilizó para predecir los parámetros fisicoquímicos de la

Antolefinina a partir se la secuencia primaria de aminoácidos de ésta.(GiII et

al (1989).Anal. Biochem. 182:319-326(1989).

11 TMHMM

TMHMM es un servidor en-linea por internet para llevar a cabo estudios de

predicción de tipos de hélices transmembranales en una proteína

(Sonnhammer E.L.L. et al 1998. Proc. of Sixth In1. Conf. on Intelligent

Systems for Molecular Biology , p 175-182).

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 proteína, (v.g., la Antolefinina) a partir de alineamientos
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múltiples con las secuencias de aminoácidos de proteínas disponibles en esta

base de datos.

11 PROF (Rost B. 2004, Mol. Biol, Articulo en revisión para ser publicado)

PROF es un conjunto de programas encargados de predecir la estructura

secundaria de una proteína a partir de alineamientos múltiples con las

secuencias de aminoácidos de proteinas disponibles en esta base de datos.

Predictor of NOn-Regular Secondary Structure

Esta herramienta es utilizada para predecir estructura secundaria no regular

en una proteína. (B Rost and J Liu (2003) The PredictProtein Server. Nucleic

Acids Research 31(13): 3300-3304).

• GLOBE prediction of globularity ( Rost B. 1998, artículo no publicado)

Este programa se encarga de predecir si la proteína tendrá una conformación

globular.

Todos los programas anteriores se encuentran disponibles en el servidor de

consulta por internet en-línea del PredictProtein (8. Rost and .Ll.ul, 2003).
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VIII. Resultados

Resultado 1: Obtención de una clona inmunopositiva a partir del rastreo

inmunológico efectuado.

Como resultado de la metodología experimental implementada se llegó a la

identificación de una clona inmunopositiva de ADNc. Ésta última, fue sometida a un

proceso de purificación para tener en solución únicamente al plásmido con el inserto de

ADNc subclonado. Una primera aproximación para conseguir información acerca del

tamaño del inserto de ADNc subclonado en el vector de clonación aislado fue un

análisis electroforético en geles de agarosa.

Resultado 2: Obtención de un inserto de ADNc menor a 1kb de tamaño molecular

purificado de la clona inmunopositiva en el ensayo.

El ADNc purificado del plásmido de la clona inmunopositiva aislada en mi trabajo

de tesis fue sometido a la caracterización de su tamaño molecular. La figura 9 muestra

la identificación del tamaño molecular del inserto de ADNc escindido con las enzimas

de restricción Xbal y Xhol en un análisis electroforético en un gel de agarosa al 1% Y

tinción con bromuro de etidio.

MW 2 3 4

4.072
3.054

1.018

-4.0kb

-s.oxe

- 1.0kb

Figura 9: Anál isis electroforético del inserto de ADNc en gel de agarosa

MW: Marcador de peso molecular
1: Plásmido con el inserto de ADNc
2: Plásmido tratado con la enzima Xbal
3: Plásmido tratado con la enzima Xhol
4: Plásmido 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 tamaño molecular del plásmido con el inserto de ADNc sin

ningún tratamiento previo de restricción enzimática. De la parte superior a la inferior,del

carril, la primera de estas bandas de ADN pertenece a la forma estructural de plásmido

desplegado con un tamaño molecular superior a las 4.0 Kb (kilobases), la segunda

banda es representativa de la forma estructural de plásmido enrollada (==4 Kb) Y la

tercera, con mayor movilidad electroforética, es la forma estructural del plásmido

superenrollado (menor de 3 Kb). Las bandas de ADN obtenidas en los carriles 2 y 3

son el resultado del tratamiento del plásmido con el inserto de ADNc restringido

respectivamente con la enzima Xbal o Xhol. De este resultado se deduce que el

plásmido tiene dos sitios únicos de corte, uno para cada enzima, dado que se observa

una única banda por carril de aproximadamente 4.0 kb. Esta masa molecular

corresponde al plásmido enrollado no restringido enzimáticamente del carril 1.

En contraste, en el último carril del gel (No. 4), se pueden apreciar tres bandas de ADN,

la primera de 4.0 Kb representa material plasmidíco que no fue digerido por las enzimas

utilizadas, la segunda banda de ADN, con un tamaño molecular aproximado de 3.0 kb

representa a el plásmido vació y linearizado, ya que la masa molecular corresponde con

la reportada por el fabricante de la biblioteca (Stratagene). Finalmente la última banda

de ADN, con una masa molecular menor a 1.0 Kb corresponde al inserto de ADNc

clonado que fue escindido por el tratamiento simultáneo con ambas enzimas.

Con esta información preliminar sobre el tamaño molecular aproximado del

inserto de ADNc clonado (1Kb, aproximadamente), se procedió a caracterizar la

estructura primaria de ambas cadenas de la secuencia nucleótídica total de esta

molécula con la técnica de síntesis de ADN en presencia de ddNTP's marcados con

fluorescencia, ya que la metodología de secuenciación estandarizada en nuestro

laboratorio (BigDye Terminato r Cycle Sequencing Ready Reaction V. 2.0) era capaz de

proporcionar la secuenciación de segmentos nucleotídicos con confiabilidad y

resolución arriba de los 600 nuleotidos en longitud. Así, llevamos a cabo la

secuenciación bi-direccional del inserto de ADNc a partir de sus extremos 5' y 3', a

través de PCR con oligonucleótidos cebadores complementarios a los sitios promotores

T3 y T7, respectivamente.
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Resultado 3: Caracterización de la secuencia primaria de nucleótidos del AONc

clonado.

La secuenciación nucleotídica completa del AONc clonado dio lugar a la

identificación de un ADNc de 821 pares de bases de longitud que fue registrado en la

base de datos del Gen8ank con el registro de acceso GI: 37992801. El registro original

se muestra en la figura 10.

La secuencia nucleotídica del ADNc clonado codifica un ARNm que presenta

hechos estructurales de un ARNm completo: un codón de inicio (ATG) en la posición

22, otro de término (TGA) en la posición 761 y un marco de lectura abierto de 736

nucleótidos (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 nucleótidos y 58 nucleótidos

respectivamente . El segmento 3'-UTR cuenta con la secuencia de poli(A) característica

de los ARNm eucarióticos maduros y por otra parte la señal consenso de

poliadenilación en la posición 784 de la región 3"-UTR. En la región 5"-UTR, esta

codificada una secuencia nucleotídica CMT, la cual es representativa de una

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

TGA AAAAAA,AA _ 3'
761 L----.,;~~;;;:..;:~ 821

5'UTR
(21 NUCLE6TIOOS)

ORF
(135 NUCLE6TIOOS)

3'UTR
(58 NUCLE6TIOOS)

Figura 11: Dibujo esquemático del ARNm clonado

El ARNm codificado por el AONc clonado presenta
caracterlsticas estructurales de un ARNm completo, es decir,
regiones 5'· y 3'-UTR, un solo codón preferencial de inicio y
otro de término de traducción, una sola región codificante
para proteína (ORF), una región nucleotldica consenso de
poliadelinación y una cola en el extremo 3'de de poli-A
encargada de proporcionar estabilidad a este ARNm.
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atcagagatg
ggagaagagt
tacgcacaac
ccaccagcgg
gagatccaat
tgagaacaca
agagcgcgag
agaggtcatc
accacttgga
tacccccgat
catgcaacgt
t c g cta c t c a
gtaaccccac

Mus musculus (house mouse)
Mus mu s culus
Eukaryota ; Metazoa¡ Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalía ; Eutheria ; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae ; Mus.
1 (bases 1 to 821)
Anton ,B ., Leff, P ., Matus,M ., Gonzaga ,R. , Medina,R. , Calva,J.C .,
Acevedo,R . , Martinez,C., Retana,l ., Saavedra,R ., Arias,A .,
Zavala,E ., Pavon,L. and Alagan,A .
Cloning of a novel 821 bp cONA from a whole mouse brain with an ORF
encoding a 246 aa protein referred to as Antolefinine
Unpublished
2 (bases 1 to 821 )
Anton,B . , Le f f ,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 Alagan,A.
Direct Submission
Submi tted (0 7-0CT -2003) Lab o r ato r y o f Mole cula r Neur ob i o l ogy a nd
Addictive Neurochem istry , National I n s t i tut e of Psychiatry, Calzada
Mexico-Xochimilco # '101 , Mexico City , D.F. 14370 , Mexico

Location/Qualifiers
1. . 8 21
/ a r g an i s m="Mus musculus"
/ mo l _ t ype ="rnRNA"
/ s t ra i n = "BALB/ c "
/ db xref= "taxon:l0090 "
/ch;omosome= -S "
/ map ." LOC2 31 02 0 ; between LOC231019 and LOC330032 "
/tissue_type="brain"
/ c l one l i b ="Un i - Zap XR, S t rat a g ene Cat o # 937319 11

22 • . 762
/note="unknawn neurobiological functian "
/codan start:a1
/product=-antolefinine"
/pratein id=-AAR06 6 06 . 1 "
/db xref:"GI : 3 79 928 02 "
/tr~nslation."MFPVKVKVEKSEMEMAKARNQLDAVLQCLLEKSHMDRERLDEEA
GKTPLDTHNKDCSlAATGKRPSARFPHQRRKKRREMDDGLAEGGPQRSNTYVIKLFOR
SVDLAQFSENTPLYPICRAWMRNSPTVRERERSPGSPLPPLPEDGEGSEVINSKNRDV
YKLPPPTAPGPLGOACRSRIPSPLQPETEGTPODEPSEPEPSPSTLIYRNMQRWKRIR
QRWKEASHRNQLRYS ESMKILREMYDRQ"
gcacccaaat catgt tcccg gtaaaggtga aag tggagaa
aagcccggaa ccagct9gat gccgttcttc agtgtctgct
gggaacgcct ggatgaagaa gctgggaaaa cccccttgga
ccattgctgc cacaggcaaa aggccatctg cccgcttccc
g g a gggag a t ggacgatggg ctcgctgagg gg ggtc c t c a
t c a ag c t a t t tgaccggagt 9 t9g a c t t gg c c c ag tt c ag
ccatctgccg cgcctggatg cgcaacagcc c cac ag t g c g
gctcaccgct gcctcctctg c c c g agg a tg gagagggttc
accgtgatgt gtacaagctg cctccaccca cagctcctgg
gatccagaat tccatcccca ctgcagcctg agaccgaggg
ccgagcctga accttctcct tccacactta tctatcgcaa
t a c g c c ag ag g tggaaggag gcatctcatc ggaaccagct
agatcctacg ggagatgtat gaccggcagt gacct tccca
gtgcccccca accaaaaaaa aaaaaaaaaa a

gcacgagcct
gagatggcca
cacatggaca
aaggattgtt
aggaagaaga
acgtatgtga
c c a ctgt a c c
cgctcacccg
aacagcaaaa
gatgcctgta
gatgaacctt
t99aaacgca
gaaagtatga
cccaataaat

1
61

121
181
241
3 01
36 1
421
481
541
601
661
72 1
781

COS

TITLE

TITLE
JOURNAL

ORIGIN

1: AY428767. Mus musculus stra ...[gi:37992801]

LOCUS AY428767 821 bp mRNA linear ROO 01-NOV -2003
DEFINITION Mus musculus strain BALB/e tissue -type brain antolefinine mRNA ,

complete cds.
AY428767
AY428767 .1 GI :37992801

FEATURES
s ource

J OURNAL
REFERENCE

AUTHORS

REFERENCE
AUTHORS

ACCESSION
VERSION
KEYWOROS
SOURCE

ORGANI SM

Figura 10: Registro en la base de datos del GenBank de la secuencia
primaria de nucleótidos del ARNm y de la secuencia de aminoácidos de la
proteína codificada por el único marco de lectura abierto de traducción
encontrado en este ARNm.
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Tabla 15: Resumen de las caracterlsticas estructurales de la secuencia del ARNm
completo codificado por el AONc clonado

Región 5'UTR Caja CAATE ~ Codón de Inlcío
1 :x:ACGAGCCTGCJI~ ATG TTCCCG GTAAAGGTGA AAGTGGAGAA ATCAGAGATG

61 GAGATGGCCA AAGCCCGGAA CCAGCTGGAT GCCGTTCTTC AGTGTCTGCT GGAGAAGAGT

121 CACATGGACA GGGAACGCCT GGATGAAGAF. GCTGGGAAAA CCCCCTTGGA TACGCACAAC

181 AAGGATTGTT CCATTGCTGC CACAGGCAAA AGGCCATCTG CCCGCTTCCC CCACCAGCGG

241 AGGAAGAAGA GGAGGGAGAT GGACGATGGG CTCGCTGAGG GGGGTCCTCA GAGATCCAAT

301 ACGTATGTGA TCAAGCTATT TGACCGGAGT GTGGACTTGG CCCAGTTCAG TGAGAACACA

361 CCACTGTACC CCATCTGCCG CGCCTGGATG CGCAACAGCC CCACAGTGCG AGAGCGCGAG

421 CGCTCACCCG GCTCACCGCT GCCTCCTCTG CCCGAGGATG GAGAGGGTTC AGAGGTCATC

481 AACAGCAAAA ACCGTGATGT GTACAAGCTG CCTCCACCCA CAGCTCCTGG ACCACTTGGA

541 GATGCCTGTA GATCCAGAAT TCCATCCCCA CTGCAGCCTG AGACCGAGGG TACCCCCGAT

601 GATGAACCTT CCGAGCCTGA ACCTTCTCCT TCCACACTTA TCTATCGCAA CATGCAACGT

661 TGGAAACGCA TACGCCAGAG GTGGAAGGAG GCATCTCATC GGAACCAGCT TCGCTACTCA

721 GAAAGTATGA AGATCCTACG GGAGATGTAT GACCGGCAG TGA CCTTCCCA GTAACCCCA

Codón de término

78 1~TGTGCCCCCCA ACCAUA»A ¡ aaa.aua,. JI.~egiÓn 3'UTR

I
S al de poli nll IOn Cola de poliA

Para obtener información adicional acerca de la identidad estructural de la secuencia

nucleotídica de ARNm clonada y registrada en la base de datos del GenBank se

procedió a una búsqueda de secuencias nucleotídicas homólogas en esta misma base

de datos.

Resultado 4: Resultado de la búsqueda de secuencias nucleotídicas homólogas a

la secuencia del ARNm clonado.

En la figura 12 (ver abajo), se presenta en forma esquemática el resultado de la

búsqueda en la base de datos del GenBank del alineamiento estructural del ARNm

clonado con secuencias homólogas de ácidos nucleicos ya clonados y reportados en

esta base de datos. Los resultados de estos estudios, nos mostraron que al menos diez

secuencias nucleotídicas, reportadas después que la de nosotros, presentan
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segmentos nucleotídicos de diferente longitud con una alta homología estructural contra

casi toda la secuencia nucleotídica de nuestro ARNm. Estas secuencias, de diferente

longitud de nucleótidos, 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

¡ i I
800

¡ ¡ I
700

I i I
600

I i ¡
500

I ¡ ¡
400

i ¡ I
300

¡ i I
200

¡ i ¡
100

1_5144;,...........IIIIIIl~...........IIIIII......~....IIIIII...IIIIIIl..............IlIII!...............
O

Figura 12: Representación esquemática en formato del GenBank del estudio
de alineamiento estructural entre el ARNm clonado con secuencias de
ácidos nucléicos reportados en esta base de datos.

La longitud de la secuencia de nuestro ARNm está representada por la Ifnea
roja gruesa en la parte superior de la figura, y esta subdivida por números (en
negro) que representan el número progresivo de residuos de nucleótidos en una
orientación 5"- 3" de la izquierda a la derecha. Los Indices numéricos de
homologla 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 homologla muy alta y el negro muy baja . Los colores restantes
indican Indices de homologías intermedias.

Tabla 16: Resumen de las secuencias estructuralmente homólogas al ARNm clonado.
Nota: La descripción se da en el mismo orden, de arriba hacia abajo, en que se presentan las líneas en
color rojo en la figura 12. Estas Ifneas son representativas de segmentos de ADN que tienen muy alta
homologla estructural con nuestra clona de referencia (la primera línea roja gruesa con números de la
figura).

Descripción %de No. de bases
Identidad comparadas

Comentarios

1. ADNc de páncreas de 99%
ratón macho de 10 días de
nacido
Fecha de registro: 03 abril
2004

795 La secuencia nucleotld ica del AONc de páncreas
difiere por 8 nucleótidos adic ionales presentes
en la región 5'UTR, el resto de la secuencia
presenta 100% de identidad.

2. ADN de ratón 99%
Gen 1810054G18
Fecha de registro: 21
diciembre 2003

795 Esta secuencia nucleotidlca proviene de ADN
genómico y tiene un marco de lectura abierto
que presenta el 100% de identidad con la
secuencia nucleotldica obtenida.

3. ADN proveniente del
cromosoma 5 de ratón
Clona RP23-212F6 95%
Fecha de registro: 01
enero 2004

795

Corresponde a una porción de una secuencia
genómica con marco de lectura abierto no
identificado.
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4. ADN de rata (Raltus
norvegicus)
Fecha de registro : 23
octubre 2003

5. ADNc de humano
(Homo sapiens) Proteína
F25965
Fecha de registro: 12
noviembre 2003

6. ADNc de humano
Fecha de registro: 01 abril
2004
7. ADNc de humano
Proteína MSTP064
Fecha de registro: 01
agosto 2003
8. ADN humano
proven iente del
cromosoma 19. Fecha de
registro : 16 octubre 1997

9. ADNc de humano
Fecha de registro: 18
febrero 2000

10. ADN de ratón
proveniente del
cromosoma X
Clona RP23-434M18
Fecha de registro : 24
agosto 2003

94%

87%

87%

85%

88%

88%

82%

781

758

712

477.

664

362

149

Resultados

Este registro se deriva de una secuencia
genómica para la cual se aplicó el método de
predicción de genes GNOMON. La secuencia
nucleotíd ica solo difiere por 8 nucleólidos
adicionales presentes en la región 5'UTR, el
resto de la secuencia presenta 100% de
identidad .
El ARNm se extrajo de retinoblastoma de ojo.
Este gen codifica una proteína que difiere en 12
aminoác idos con respecto a la prote lna
presentada . Esta secuencia cuenta con todas las
caracter ísticas estructurales de un ARNm
completo .
Secuencia parcial de ARNm que no presenta
marco de lectura abierto .

La identidad estructural observada con nuestro
ARNm se localiza principalmente al nivel de la
región codificante.

Se trata de ADN genómico. La identidad
estructural al nivel nucleótido-nucleótido aparece
en diferentes porciones debido a la presencia de
intrones:53-298, 304-583 y 631-771
La secuenc ia estructural de este ADNc con
nuestra secuencía nucleotídica del ARNm
clonado en nuestro proyecto se localiza en
diferentes segmentos : 53-166 y 211-460. No se
presenta marco de lectura abierto .
Corresponde a un segmento de ADN genómico
secuenciado, la cual no presenta marco de
lectura abierto .

El ADNc que codifica el ARNm completo clonado mostró una identidad

estructural superior al 80%, en casi toda su longitud, con segmentos nucleotídicos de

10 secuencias de ADN reportadas en el GenBank. La primera de ellas, pertenece a un

ADNc clonado de páncreas de ratón, el cual no codifica para una cola de poli(A)

característica de los ARNm maduros . En esta forma, al no saber la orientación correcta

de este ADNc, su marco de lectura abierto identificado fue reportado para traducir una

proteína de carácter hipotético, cuya secuencia primaria es idéntica a la codificada por

el ARNm clonado. Una situación similar se presenta con las secuencias 2, 3, 4, 8 Y 10,

ya que se trata de secuencias nucleotídicas de ADN genómico , que aún contiene

intrones, y por lo cual las regiones codificantes deducidas se derivan de programas de

predicción (por ejemplo GNOMON) o no se llegan a presentar. Para las secuencias
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nucleotídicas 6 Y 9, aún cuando fueron determinadas de ADNc's, no codifican para

ARNm's completos, por lo que en ningún caso se reportó región codificante

identificada. La secuencia nucleotídica 5, corresponde a un ADNc clonado del humano

y codifica a un ARNm completo con una región codificante que presenta una alta

identidad estructural (;;::: 95%) con la secuencia de ARNm clonada. Por último, la

secuencia nucleotídica 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 había sido aislado ni caracterizado estructuralmente con anterioridad.

Además, tiene un ortólogo del humano, por lo que se deduce que se expresa en otras

especies de mamíferos. En este contexto, el siguiente trabajo experimental de mi tesis

fue enfocado hacia estudios de la caracterización estructural y de predicción funcional

de la proteína que codificaba este nuevo ARNm clonado. Como se observa en el

registro original de la bases de datos pública del GenBank de la figura 10, esta nueva

proteína se llamó Antolefinina.

Resultado 5: Análisis estructural de la secuencia primaria de aminoácidos de la

Antolefinina.

Como se mencionó en el inciso anterior la secuencia primaria de la proteína 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 análisis predictivo de la

secuencia peptídica 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 características estructurales interesantes que por

orden de importancia se describen a continuación:

• Fragmento localizado en la posición 71 para localización en el núcleo (NLS), una

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

extremo N-terminal que constituye una señal para exportac ión del núcleo (NES).

Como se mencionó en la introducción estas tres características corresponden a

proteínas destinadas a núcleo.

44



Resultados

• Sitio consenso en la posición 61 para a-amidarse. Sabemos que la a-amidación es

sinónimo de actividad biológica de la molécula.

• Sitios para fosforilación. La fosforilación representa una manera de regular la

actividad biológica de una proteína por lo que la presencia de esta modificación es

también un indicativo fuerte de actividad biológica.

• Otras propiedades relevantes son la presencia de tres sitios potenciales para el

procesamiento proteolítico con ayuda de enzimas especializadas que reconocen y

escinden donde se encuentran pares de aminoácidos básicos.

Precursor tipoIIIBXBXBXX RXX

1 MFPVKVKVEKSEMEMAKARNQLDAVLQCLLEKSBMD RERL
Precursor tipo 11 XXXXK/ R RXX

41 DEEAGKTPLDTHNKDCSlAATGK RPSARFPHQ EM

81 DD PQRSNTYVI KLFDRSVDLAQFSENTPLYPI CR

121 AWMRNSPTVRERERSPGSPLPPLPEDGEGSEVINSKNRDV

161 YKLPPPTAPGPLGDACRSRI PSPLQPETEGTPDDEPSEPE
Precursor lipo IV BXBXBXBR/K XR/ K

201 PSPSTLI YRNMQRWKR ¡ I RQRWKEASHRNQLRYSESMKI LR

241 EMYDRQ

QRRKKR

• Sitio de amidaci6n
• Sitio de fosforilaci6n acoplado a proteína kinasa 11
• Sitio de fosforilaci6n acoplado a proteína kinasa e
• Señalizaci6n para localizac i6n en núcleo.

Sitio de N-miristo ilaci6n
• Regi6n rica en prolinas
• Regi6n rica en leucinas

Figura 13: Posibles sitios funcionales y de procesamiento postraduccional encontrados con
ayuda del programa PROSITE.

En la secuencia se muestran sitios potencia les de corte proteoHtico (flechas color naranja ), de
fosfor ilaci6n (Kishimoto A., et al 1985, Pinna L.A. 1990), de amidaci6n, de N-miristoilaci6n, secuenc ias
ricas en prolinas y leucinas así como una señal para localizaci6n en el núcleo.

Esta serie de características resultan interesantes desde el punto de vista funcional , en

la discusión de resultados se analiza cada uno de estos sitios consenso para tratar de

establecer la actividad de la Antolefinina en la fisiología de las células nerviosas.
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La idea de tener una proteína cuya secuencia nucleotídica aún no se ha

caracterizado y con posibles sitios funcionales muy interesantes, nos hace

preguntarnos ahora si se trata de una proteína 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 proteínas ya caracterizadas.

De esta manera se procedió a realizar una segunda búsqueda de estructuras

homólogas pero ahora a nivel de la estructura prima ria de aminoácidos.

Resultado 6: Resultado de la búsqueda de secuencias peptídicas homólogas a la

Antolefinina.

De acuerdo a lo observado en la tabla 17 y figura 14 las proteínas que comparten

una homología superior al 30% con la Antolefinina son proteinas hipoté ticas aún no

caracterizadas. No obstante, las proteínas que si se encuentran descritas como son la

8,9 Y 10 (que pertenecen a la familia SPRP) tienen la particularidad de compartir con la

estructura prima ria de la Antolefinina solo la región rica en prolinas, por lo cual se

podría intuir que nuestra proteína puede estar relac ionada a la familia antes

mencionada. La secuencia de señalización para ser transportada a núcleo y las

múltiples regiones con pares de aminoácidos bás icos para procesamiento proteolítico

solo se conservan en las secuencias de aminoácidos derivadas de páncreas, hígado,

ojo y aorta .

Tabla 17: Proteínas homólogas a la Antolefinina

Observaciones

Proteína derivada de un ADNc, todavía no
caracterizada
Proteína derivada de unADNc, todaVfa ño ·- - ·
caracterizada
Proteína derivada de un ADNc, todavía no
caracterizada
Proteína derivada de un ADNc, todavía no
caracterizada
Proteína derivada de un ADNc, todavía no
caracterizada

Proteína derivada de un ADNc, todavía no
caracterizada

Proteína hipotética (corresponde a la
mencionada en la tabla 12, secuencia NO.1).

Tejido y especie

Hígado
Mus musculus (ratón)

Páncreas
Mus musculus (ratón)

Timo
Mus musculus (ratónL) --::==~===--:--'-----c-=-c--'--'--'-"-----­

Cerebro
Homo sapiens (humano)

Ojo
_ _ ~H.:..;;omo ~-ª¡.>iens (humanoL

Aorta
Homo sapiens "-h:,::uc.:m.:;:a::-n:,::0:.L--::=-::=-====--,--,-_ -,-=-c-,-__-,-,,-- _

Ventrículo
Homo sapiens (humano)

No. Homología
(%)
100

2 100

3 95

4 91

---_._- ------ -
5 35

6 34

7 34
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8

9

10

25

25

24

Traquea
Sus scrofa (cerdo)

Epitelio traqueobranquial
Macaca mulata (primate)

Piel
Horno sapiens (humano)

Resultados

Clasificación: Proteína estructural
Proteína 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).
Clasificación: Proteína estructural
Función: proteína ligada a la envoltura de los
keratinocitos. Primero aparece en el citosol, pero
posteriormente se convierte en una proteína
ligada a la membrana, lo que da como resultado
la formación de una envoltura insoluble por
debajo de la membrana plasmática.
Inducción: Durante la diferenciación escamosa
de los keratinocitos
Familia: pertenece a la familia SPRP _
Clasificación : Proteína estructural
Función: proteina ligada a la envoltura de los
keratinocitos . Primero aparece en el citosol, pero
posteriormente se convierte en una proteína
ligada a la membrana, lo que da como resultado
la formación de una envoltura insoluble por
debajo de la membrana plasmática.
Inducción: Durante la diferenciación escamosa
de los keratinocitos
Familia: pertenece a la familia SPRR

Con esta segunda búsqueda de secuencias homólogas se confirmó que la

Antolefinina es una proteína no caracterizada en tejido nervioso o algún otro órgano.

Por lo tanto, el último paso para obtener información adicional sobre la Antolefinina fue

la predicción de parámetros fisicoquímicos y estructura secundaria.
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SECUENCI A
1 PANCREAS :
2 HIGADO :
3 OJO:
4 AORTA :
5 VENTRICULO :
6 TIMO:
7 CEREBRO :
8 TRAQUEA :
9 EPI TELIO TRAQUEOBRANQUIAL:

10 PI EL (H.SAPIENS) :

1 - - - - - - - - - 101
MFPVIMM!:KSEMI!:Hl'IKAANQLDAVLQ LLEKSBMDRERLDEEAGKTPLDTBNlID SIAATGlCRPSARFPHQRRKKRREKlDGLAEGGPQRSNTYVl lO.FD
MF~VLQ LLEKSHMDRERLDEEAG!tTPLDTBNlID SIAATGlCRPSARFPHQRRKKIUlEMDDGLAEGGPQRSNTYVIlO.FD
--------------Ml'J(AJUlQLDAVLQ LLEKSBMDRERLDEEAGKTPLDTBNlID SIAATGlCRPSARFPHQRRKKIUlEMDDGLAEGGPQRSNTYVIlO.FD
MFPVJMtVE!tSI!:LEMl\!O\JUIQLDAVLQ LLEKSIlMDRERLDEEAGKTPSDTBNlID SIAATGlCRPSARFPHQRRKKIUlEMDDGLAEOOPQRSNTYVIlO.FD

1 02 - - - - - - - - - - 2 02
llSVDLl\QFSENTPLYPI RAJIMIlNSPTVREIU!:RSPGSPLPPLPEDGEGSEVINSIQlRDVYKLPPPTAPGPLGDA RSRIPSPLQPZTEGTPDDEPSEPEPS
llSVDLl\QFSENTPLYPI RAJIMIlNSPTVRERERSPGSPLPPLPEDGEGSEVINSIQlRDVYKLPPPTAPGPLGDA RSRIPSPLQPETEGTPDDEPSEPEPS
1lSVDLAQFSENTPLYPI RA1iMIUISPTVREIU!:RSPGSPLPPLPEDGEGSEVINSIQlRDVYKLPPPTAPGPLGDA llSRIPSPLQPETEGTPDDEPSEPEPS
1lSVDLl\QFSENTPLYPI RAJlHIlNSPSVRERECSPSSPLPPLPEDEEGSEVTNS!CSRDVYKLPPPTPPGPPGDA RSRIPSPLQPEHQGTPDDEPSEPEPS
---------------------MRNSPSVRERECSPSSPLPPLPEOEEGSEVTNSKSRDVYKLPPPTPPGPPGDA RSRIPSPLQPEHQGTPDDEPSEPEPS
-------------------------PKKLEKVKKPAVPEPPPPKPVEEVEVPTVTKRE-RKlPEPTKVPEIXPAIPLPAPEPKKPEAEKTIKPPPVEPEPT
---------ETSPGSP- PPLSLPSPGPQP-ETSPGSPCPPLPSPGPQPZTSPGSPCPPLSLPSP-GPQPEGSP PPSLPSPPQPEASGSPODSPQQPEPB
---------ETSPGSP- PPLSLPSPGPQP-ETSPGSPCPPLPSPGPQPETSPGSPCPPLSLPSP-GPQPEGSP PPSLPSPPQPEASGSPDDSPQQPEPB
-----------------------------QQQKQPCTP- PPQPQQQQVKQPCQPPPQEVPKTKEPCBP-KVPEP QPKVPEPCQPKVPEVPEPQPKVPEPC
-----------------------------QQQKQPCTP- PPQLQQQQVKQPCQPPPQEIPKTKEPCLP-KVPEP HPKVPEPCQPKV---PEPHPKVPEPC
-----------------------------QQQKQPCTP- PPQPQQQQVKQPCQPPPQEIPKTKEPCQP-KVPEP HPKVPEPCQPKI---PEPQPKVPEPC

SECUENCIA
1 PANCREAS :
2 HIGADO:
3 OJO:
4 AORTA :
5 VENTRICULO :
6 TIMO :
7 CEREBRO :
8 TRAQUEA:
9 EPITELIO TRAQUEOBRANQUIAL:

10 PIEL (H.SAPIENS) :

2 03 - - - - 246
PSTLI YRNMQRWlIlURQRWKEASBRNQLRYSESMKILIlEMYDRQ
PSTLI YRNMQRWlIlURQRWKEASBRNQLRYSESMKILREMlCDRQ
PSTLI~RQRWKEASIIRNQLRl/'SESMKILIlEMYDRQ

PSTLI YRNMQRJOOURQRWKEASIIRNQLRl/'SESMKILREHlIERQ
PSTLI YRNMQR1IKRIRQRWKEASHRNQLRYSESMKILREHlIERQ
P------------------------------------------­
PGSL---------------------------------------­
PGSL---------------------------------------­
PSPVI- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
PSTV- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ­
PSTV- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

SECUENCIA
1 PANCREAS:
2 HIGADO :
3 OJO:
4 AORTA :
5 VENTRI CULO :
6 TIMO:
7 CEREBRO :
8 TRAQUEA :
9 EPITELI O TRAQUEOBRANQUIAL :

10 PIEL (H.SAPIENS) :

Figura 14: Alineamiento de la secuencia primariade las protelnas homologas a la Antoleflnlna
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3 .3 %
7 .3 %
6 .5 %
3 .7%
1.6 %

10 .6 %
B . 1%
4 . 1%
1. 2 %
3 . 7%

Resultados

Resultado 7: Predicción de los parámetros fisicoquímicos de la Antolefina

La predicción de parámetros fisicoquím icos tiene su utilidad sobre todo a nivel de

estudios futuros para aislar y purificar a la nueva proteína.

Tabla 18: Predicción de los parámetros fisicoquímicos con el programa ProtParam:

Peso molecular estimado: 28378.1
Composición :
Ala (A) 13 5.3 % Ile (1 ) B
Arg (R) 2B 11 .4 % Leu (L) lB
Asn (N) 9 3 . 7% Lys (K) 16
Asp (D) 15 6 .1% Me t (M) 9
Cys (e) 4 1. 6 % Phe (F) 4
Gln (Q) 10 4.1 % Pro (P) 26
Glu (E) 23 9.3 % Se r (S) 20
Gly (G) 11 4 . 5% Thr (T) 10
His (H) 4 1. 6 % Trp (W) 3
Ty r (Y) 6 2 .4 % Val (V) 9
Número total de residuos cargados negativamente: (Asp + Glu): 38
Número total de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 44

Resultado 8: La Antolefinina presenta una estructura secundaria no convencional

Los programas GLOSE 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 proteína no tendrá una conformación globular.

49



• • • • • • • •• 1 •• • • , • •• • :I•• • • , ••• • ~ •••• • • • •• 4 • •••• • • • •5•••• , • • • •6 •••••• ••• 1•• •• •••• • • • • • ••••• •9• •• ••• • •• 10 . 1 •••••• 11. 1. , • • •• 12. 1 ••••• •13 .1 •• • ••• 14 .1., • • •• 15. 1• • • ••• 16 .1 • ••• •• 11 . 1••••• •1' .1 • • •• •• 1' . 1 . , • • • •20 .1 • • •• • • 21.1 •• •••• 22 . 1., • • • •23.1 • • • • • • 24 .1., .

u....VI.QCJ.Io IUlHlAlIlLOUa.GICTtLOTllln;DC.IM.NUJlI.unaO~~QGPQ1I.IWTTV lnroJt.JVO~'.hM"PtYPICIlAloHQIS~ UPG.'LP'LPIl'CiDa5lVIIlSDlUVlKLnPTa.PGP14C.loCJ.l1J;"'Ll;t,l'tlGTPOOtJ>Sl'lP$PSTLIY

ill.a ..i.. .. l ..... .. ... ti

'flVlCIl. I IlQJ.VIC.ASHJ:tfQJ.J:rSl !HXILADn'['JitO
---- 1. 0O.,O.,O.,O.,O.,O.,

0.3
0.3

prB ••e 100000000011>&9''''''''9999(999815410156541)2200010000013 455420000 1IOOOOlZ555S)3 4!l61e 8'7110001266655111U24 4165211000006t1l1&e1)OO(043)100000000000000001)444)34100000000000100001000000000001:l0000011000G0000461,999999,99''',,,76554222)2) 5U999U9UI0

I .A ...L .... ... "...& .....
1.0O.,O. ,
0.3O.,O.,O. ,O.,
0.3

pr l • • e 100146665 21000000000000000000(01)0000000000000000000000000 1100001220000000000:l00000000000(00001232 101)()100000100000000000000000000222110000000000000012444210000320000000000000000000000000000000000000000000000 00000000000000000000000:1)22 000000000000

. .1
lJ 11..1 ".I.t. l..... ,&.1IIiIIi ~ ,~ ¡¡

--------_._--------- _._~----------~ -------~-- ------------------ -------- --_ . _- --- - ----~------------------------_._---------------------------- -------- --------~-- ---------------.-- ---~--- ---- -~---------------------------- ------ ------------ ---------

pr L ••e I 9985 32) 466310000 00000000000000115188) 2456'11sseeee 999864) 241""6"8'876)))) 455422 1127899986 ) 2110002 445452~ 457899'" ~1111 O1588895 4461799 99'9999 998997 4111344188668999'8 98988988' 89999' 9&98118' 98978 8' ''" 99!!l)200Q00000000000002) 4346763))1000000001689

::::~ • •~.~Wi¡¡3i06l ........--a:'.• ~.•.__ .~_._.~...~.~.....~._ _ ._.. .. .~.. ... . ~DiUiiQG"'4i""~ •••• • ••"'••

IIOU IlJOlMl"JOl'JrIIlQfJIlIlII'1fIfIfVllN")OIIl'"""'~LIOItfl·Ii""III1Inj"III1"II"II1lIol"IIJ1J1J1N""II""II")OIIlIl.'"11

11M

Donde:
AA: secuencia de aminoácidos
• Conformación de hélice a
• Conformación de hoja ~

• Conformación de asa
PrH: Probabilidad de tener una conformación de hélice (9= alta. O=baja)
PrE: Probabilidad de tener una conformación de hoja (9= alta . O=baja)
Prl: Probabilidad de tener una conformación de asa (9= alta. O=baja)
PHD_sec: Predicción de estructura secundaria (Profile networ\< prediction HeiDelberg)

H= hélice
E= hoja
... ."= asa

SUB_sec: Predicción de estructura secundaria para la cual se tiene una exactitud superior al 82%
NORS: Estructura secundaria no común (N= región NORS)
HTM: Hélices transmembranales (m= hélice transmembranal, espacio en blanco= no se tiene)

Figura 15: Predicción de estructura secundaria
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VII. Análisis de resultados y conclusiones.

El objetivo central de mi proyecto de tesis estuvo dirigido hacia la implementación

de una metodología experimental para aislar una clona de ADN que codificara el gen

que expresa a la proteína precursora de las Endomorfinas, sin embargo a lo largo del

desarrollo experimental de este objetivo inicial se aisló de manera no anticipada una

clona de ADNc que codifica un ARNm con un marco de lectura abierto de traducción de

una proteína 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 mamífero.

En primer lugar, a partir de un análisis electroforético (resultado 2) se dedujo que

el tamaño aproximado del inserto de ADNc era menor de 1000 pares de bases,

confirmando esto posteriormente con la determinación de la secuencia nucleotidíca

(resuttedos) .

Es importante mencionar que se tomaron diversos criterios para considerar

relevante a la secuencia nucleotidíca obtenida. En primer lugar se confirmó 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 algún sitio y que además se tuviera la cola de poli(A) característica

de los ARNm maduros:

T3-'S' GCACGAGCCTGCACCCAAATCATGTTCCCGGTAAAGGTGAAAGTGGAGAAATCAG
AGATGGAGATGGCCAAAGCCCGGAACCAGCTGGATGCCGTTCTTCAGTGTCTGCTGGAGAA
GAGTCACATGGACAGGGAACGCCTGGATGAAGAAGCTGGGAAAACCCCCTTGGATACGCAC
AACAAGGATTGTTCCATTGCTGCCACAGGCAAAAGGCCATCTGCCCGCT AGC
GGAGGAAGAAGAGGAGGGAGATGGACGATGGGCTCGCTGA CCTCAGAGATCC

Complementarias ... !..- I CCTCAGAGATCC
TACGTATGTGATCAAGCTATTTGACCGGAGTGTGGACTTGGCCCAGTTCAGTGAGAACACA
CCACTGTACCCCATCTGCCGCGCCTGGATGCGCAACAGCCCCACAGTGCGAGAGCGCGAGC
GCTCACCCGGCTCACCGCTGCCTCCTCTGCCCGAGGATGGAGAGGGTTCAGAGGTCATCAA
CAGCAAAAACCGTGATGTGTACAAGCTGCCTCCACCCACAGCTCCTGGACCACTTGGAGAT
GCCTGTAGATCCAGAATTCCATCCCCACTGCAGCCTGAGACCGAGGGTACCCCCGATGATG
AACCTTCCGAGCCTGAACCTTCTCCTTCCACACTTATCTATCGCAACATGCAACGTTGGAA
ACGCATACGCCAGAGGTGGAAGGAGGCATCTCATCGGAACCAGCTTCGCTACTCAGAAAGT
ATGAAGATCCTACGGGAGATGTATGACCGGCAGTGACCTTCCCAGTAACCCCACCCCAATA
AATGTGCCCCCCAACCJU'_....aaaaaa_.._~.._a_~.._a.A 3'

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

sentido 5'-+3', lo cual se corroboró con la presencia de la cola de poli(A) dispuesta
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específicamente en el extremo 3'. Otro punto analizado fue la presencia de elementos

de regulación ubicados en las regiones 5' y 3'UTR. Se sabe que la expresión de un gen

puede ser regulada a varios niveles, incluyendo la transcripción, el procesamiento

alternativo del ARNm (splicing en inglés) , estabilidad del ARNm y eventos

postraduccionales (Strachan T. et al. 1999). En el caso del control del inicio de la

traducción del ARNm, éste se encuentra determinado principalmente por las

propiedades estructurales en la región 5' UTR. Dentro de este contexto, se realizó la

búsqueda de elementos de regulación en el extremo 5' (resultado 3) y se encontró a la

caja CMT que representa un promotor proximal. Lo relevante de esta caja es que

funge como un modulador de la trascripción basal de otros promotores ubicados cerca

del sitio donde inicia la trascripción , y además opera como una secuencia

intensificadora (enhancer sequence en inglés) de acuerdo al mecanismo mostrado en la

figura 16. (Strachan T. et al. 1999)

Caja
CAAT

CTF: factor de trascripc ión de unión a la caja CAAT

CBF: factor de trascripc ión de unión a la caja CAAT

también conocido como NF-I (Factor Nuclear 1)

o como NF-Y (Factor Nuclear Y)

r--__ATG

Figura 16: Actividad moduladora de la caja CAAT

A esta secuencia se asocian proteínas (CTF y CBF) que asisten en la
unión de la ARN polimerasa 11 a su promotor lo cual da como resultado la
optimización de las velocidades de trascripción.

La velocidad de síntesis del ARNm no es el único factor determinante de los

niveles de un ARNm dentro de la célula sino también la vida media de éste último. Asi,

la cola de poli(A) presente en la región 3'UTR protege la cadena de ARNm de la

degradación efectuada por las exonucleasas, se encarga de facilitar el transporte de las

moléculas de ARNm hacia el citoplasma, de estabilizarlas en éste, así como de facilitar

la traducción ya que permite la unión 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 MUAM encargada de establecer el sitio de corte en el
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extremo 3' para la gran mayoría de los transcritos de la ADN polimerasa 11. El corte

ocurre en un lugar específico localizado entre 15 y 30 nucleótidos 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

actúan en el mismo sitio donde se encuentran) ya que su función 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 proteína 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

sinónimo de que la proteina se expresa.

A este nivel experimental, mi interés se centró entonces en esta proteina que de

acuerdo a los resultados de homologia a nivel de nucleót idos y de aminoácidos

(resultados 4, 5 Y 6), definitivamente se trata de un ARNm completo que no había sido

aislado en el roedor y cuya proteína no ha sido caracterizada. Información 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 órganos: páncreas , hígado, ojo,

aorta y tiene homología con proteínas de otros tejidos: ventrículo, timo, traquea , epitelio

traqueobranquial y piel.

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

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

• Propuesta 1:

La propuesta 1 corresponde al caso más simple , es decir, cuando toda la

proteína es funcional sin sufrir ningún procesamiento enzimático ligado a PC's y solo

son funcionales la señal bipartita para transporte a núcleo (NLS), la señal para

transporte fuera del núcleo (NES) y la región rica en prolinas , ya que como se pudo

observar en las búsquedas de homología (figura 14), la región 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 región rica en prolinas es el de la proteína
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Hox-4.2 en la cual dicha región (ubicada en el extremo amino terminal) es un dominio

de activación transcripcional fuerte (Rambaldi 1. et al. 1994), o el del factor hepático

nuclear 4 (HNF4) donde la región rica en prolinas localizada hacia el extremo carboxilo

terminal se encarga de reprimir la actividad del dominio 2 de activación funcional (AF2)

(Iyemere V.P. et al. 1998), y finalmente el ejemplo de las enzimas Kinasa MEK-1 y

MEK-2 donde la región rica en prolinas (ubicada en medio de su secuencia) regula la

función de éstas y es además necesaria para la asociación de importantes factores de

activación (Catling A.O el al. 1995). Ver figura 17.

62 KRPSARFPHQRRKKRR 78

.•••.•.IPSPLQP•••.•PDDEPSEP 203

NH2 '---+_->,;,-- ---,.4.- ..::::...'""""'-" OOH

If:l Señal bipartita para localización en el núcleo (NLS)

!TI Señal para transporte fuera del núcleo (NES)

O Región rica en prolinas

Figura 17. Propuesta 1: Se trata de una protefna funcional de
246 aminoácidos capaz de translocarse al interior y exportarse al

exterior del núcleo de células del sistema nervioso del ratón.

Retomando lo de la secuencia de señalización para localización en núcleo, se

sabe que la exportación de una proteína hacia el núcleo es extremadamente selectiva,

por lo que el procesamiento de proteínas nucleares debe incluir la presencia de señales

estructurales que especifiquen la acumulación selectiva en el núcleo (Oingwall C et al

1986, García-Bustos et al 1991). Como ya se mencionó estudios en algunas proteínas

nucleares tales como el antígeno T del virus SV40, han indicado que la parte de la

secuencia requerida para la translocación a núcleo esta relacionada con la presencia de

residuos de aminoácidos básicos (Gómez-Márquez et al 1988), pero el parámetro más

confiable para establecer que se trata de una proteína que será exportada a núcleo es

la señal denominada bipartita. Esta última esta estructurada por un primer segmento

que contiene dos aminoácidos básicos juntos (Arginina o Lisina) y una segunda región
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a una distancia de diez aminoácidos aproximadamente conformada por lo menos de

tres aminoácidos básicos consecutivos. Adicional a lo mencionado, se ha encontrado

que para algunas señales para transporte a núcleo además de estar constituidas por

repeticiones de aminoácidos básicos se tienen regiones ricas en prolina, las cuales se

encargan de conformar estructuras extendidas que son importantes para la

conformación de señales de localización para núcleo (NLS) (Yuko el al. 1998). En el

caso de la Antolefinina estas dos condiciones (señal bipartita y la región rica en

prolinas) están presentes, lo cual sugiere entonces que si se podría tratar de una

proteína que se va a núcleo.

Por otra parte, sabemos que una de las formas en que la célula incrementa la

diversídad de sus productos reside en modificaciones postraduccionales (como es la

fosforílación y la amídación) y en particular, en su habilidad para generar múltiples

péptidos y proteínas vía la proteólisis sitio-especifica de una estructura precursora

única, la Antolefínina cuenta con tres sitios potenciales para este último tipo de

procesamiento proteolít ico.

• Propuesta 2:

En la propuesta 2 se considera que se trata de una proproteína de la cual el

primer péptido derivado esta a-amidado y se genera al eliminarse la proregión de la

proteína. Se predijo la a-amidación en el residuo 61 porque el precursor de hormonas y

otros péptídos activos que se encuentran amidados en el e-terminal siempre está

seguido por un residuo de glicina el cual provee el grupo amida y de manera frecuente

por al menos dos residuos básicos consecutivos (Arg o Lys) que funcionan

generalmente como precursores de sitios actívos de corte . A pesar de que todos los

aminoácidos se pueden encontrar amídados, los residuos hidrofóbicos 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 posíbilidad se

considero también de alta relevancia para la Antolefinina porque sabemos que la

amidación se encuentra relacionada con la resistencia a la carboxipeptidasa lo cual se

traduce en aumento de la estabilidad y vída media biológíca 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 biológico más potente y

expresión correcta de la actividad biológica (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 biológica .

Asimismo en esta propuesta se sigue considerando la posibilidad de un péptido

que es exportado a núcleo debido a la presencia de una señal monopartita y un tercer

péptido (C) que podría tener una función neural desconocida .

a :
136

:: :

I]J Señal monopartita para transporte a núcleo
O Pro=Pro-región
O A=Péptido amidado
O B=Pépt ido con señalización para irse a núcleo y con región rica en prolinas
O C=Péptido del extremo carboxilo terminal
O Región rica en prolinas

Generándose:

r::jf;:J ITJ- NH2

Se elimina Péptido amidado
(27aa)

o"

S ----....;...,--

Péptido exportado a núcleo y
rico en prolinas (153 aa)

PéptidoC
(30 aa)

Figura 18. Propuesta 2: Generación de tres péptidos bioactivos
(A, B Y e) de acuerdo a la presencia de sitios consenso para
procesamiento proteolítico.

• Propuesta 3:

La propuesta 3 solo difiere con respecto a la anterior en que el péptido central es

degradado , lo cual sucede en otras proproteínas , generándose de esta forma solo dos

péptidos bioactivos : uno amidado de 27 aminoácidos y otro de 30 aminoácidos.
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pOOH

246

•I B I
Péptido B
(30 aa)

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

• Propuesta 4:

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

bioactivos: el que se va a núcleo con la señal bipartita y el de 30 aminoácidos.

36

Señal bipartita para transporte a núcleo
O Región rica en prolinas

216

OOH

246

Se elimina Péptido con señal bipartita para ser
transportado a núcleo (180 aa)

Figura 20. Propuesta 4: Se generan dos péptidos bioactivos

B

Péptido B
(30 aa)

Para las últimas tres propuestas se podría establecer que los niveles y la

duración de las bioactividades específicas de los péptidos que se generen a partir del

precursor inactivo estarían limitadas a la proteólisis de este último. Asimismo, si se trata

de una preproteína, los péptidos derivados de su procesamiento pueden tener su

órgano blanco lejos de donde fueron sintetizadas, esto último podría explicar porque se

encontraron secuencias homólogas en una gran variedad de tejidos.

En último lugar, otra forma de conocer información sobre una proteína

desconocida es mediante el análisis de su estructura secundaria para localizar dominios
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que tienden a ser conservados entre familias de proteínas . Así , en las figura 15 se

muestran los resultados de los análisis de predicción de estructura secundaria

efectuados con diferentes programas, los cuales dan resultados consistentes entre

ellos. De acuerdo a esto, se puede considerar que la Antolefinina sería una proteína no

globular donde solo los primeros treinta aminoácidos tienen sin lugar a duda una

conformación de hélice, el resto de la estructura parece no estar bien definida

(presencia de asas) o tener una conformación secundaria no común (regiones NüRS),

lo cual no nos permite establecer la presencia de dominios conservados.

Finalmente, con todo lo desarrollado se pudo comprender que el abordaje de una

proteína nueva se puede hacer desde diferentes puntos de partida. Sin duda, el más

simple es partir de la comparación 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 (comparación de una secuencia de nucleótidos) o la del

Instituto Europeo de Bioinformática (EBI) (comparación de una secuencia de

aminoácidos). Una segunda aproximación es sin duda la búsqueda de patrones

importantes en la estructura primaria de la proteína, ya que son éstos los que nos

permiten intuir sobre funcionalidad, que fue lo que sucedió con las propuestas

suministradas .

En conclusión , el ADNc identificado corresponde a un gen que da origen a una

proteína 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 número de elementos que

sugieren que la funcionalidad de la Antolefinina será de una proteína que tiene

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

Con este trabajo experimental de tesis se logró clonar un ARNm que da origen a

una proteína no caracterizada en el mamífero. De acuerdo a un análisis estructural

cuidadoso se establecieron cuatro propuestas, cada una de las cuales abre la

posibilidad a una serie de experimentos necesarios para poder establecer el papel

funcional de esta proteína dentro de la fisiología de distintos órganos.

Adicionalmente, se generó una estrategia metodológica para obtener ínformación

acerca de una proteína totalmente nueva, la cual sin lugar a duda puede aplicarse en

futuros experimentos donde el objetivo central sea caracterizar nuevas proteínas. En

particular, nuestro grupo de trabajo desarrolla estudios para la caracterización de

nuevos sistemas peptídicos, por lo que lo mencionado con anterioridad es una

herramienta de apoyo básica para esto.
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ANEXO

Caldo NZY

5g NaCI

2g de MgS04.7H20

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

AgarNZY

5g NaCI

2g de MgS04.7H20

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 mU100-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 9 NaCI

10 9 triptofano

5 9 extracto de levadura

20 g de agar

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

final de 1L. Esterilizar con auotoclave. Colocar en cajas petri (-25 mLl1 OOmm placa)

Solución IPTG

Disolver 2g de IPTG en 8 mL de agua desti lada. Ajustar el volumen de la solución a 10

mL con aguas destilada y esteriliza r por filtrac ión a través de un filtro con un poro de

0.22 micras . Almacenar la solución en alícuotas de 1 mL a -20°C.

Solución amortiguadora PBS 1X

Disolver 8g de NaCI, 0.2g KCI, 1.44g Na2HP04, y 0.24g de KH2P04en 800 mL de agua
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destilada. Ajustar el pH a 7.4 con He!. Adicionar agua destilada para completar 1 litro.

Repartir la solución en alícuotas apropiadas y esterilizar por autoclave durante 20

minutos en ciclo para líquidos. Almacenar a temperatura ambiente

Solución Amortiguadora SB (Sample Buffer) 5X:

0.125 % Azul de Bromofenol

25 % Glicerol

Solución Amortiguadora TAE (Tris-acetate/EDTA)

Solución 50X:

242g Tris

57.1 ml de ácido acético glacia

100 m,l 0.5M EDTA (pH 8.0)

Solución de EDTA (O.5M pH 8.0)

Adicionar 186.1g de EDTA·2H20 a 800 ml de H20. Agitar vigorosamente con ayuda de

un agitador magnético . Ajustar el pH a 8.0 con ayuda de NaOH. Repartir la solución en

alícuotas apropiadas y esterilizar por autoclave.
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