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Il. ABREVIATURAS

ABD
ABP
ADP
AMP
AMPc

CvHSP

Dominio de unién a actina ("Actin Binding Domain”)
Proteinas de unién a actina (“Actin Binding Proteins”)
Adenosin difosfato

Adenosin mono fosfato

Adenosin mono fosfato ciclico

Proteina cardiovascular de choque térmico (“Cardiovascular

heat-shock protein™)

F- actina
FcyR
FLNA
GP-lba
HRP
IPTG
kDa
N-terminal
PBS
PCR
PKA

SB

SCA

St

STE

T167

Actina filamentosa

Fraccién cristalizable gamma R
Filamina A

Glicoproteina iba

Peroxidasa de rabano ("Horsh radish peroxidase”)
Isopropil tiogalactésido

kilo Daltones

Amino terminal
Solucién salina de fosfatos

Reaccién en cadena de la polimerasa
Proteina Cinasa dependiente de AMPc
Buffer de carga ("Sample buffer”)
Sistema canalicular abierto

Estandar Dual Color
Solucién Tris - EDTA

Treonina 167



Ill. RESUMEN

La plaqueta es una célula sin nlcleo que deriva de los megacariocitos.
Cuando la plaqueta se ve sometida a estimulos externos, sufre cambios en su
estructura y funcién. Estos cambios se acompafan de modificaciones en el
citoesqueleto. El citoesqueleto esta formado por distintas clases de proteinas,
entre las que destaca la actina. Los cambios en la estructura del citoesqueleto
estan acompanados de procesos de gelificacidn/desgelificacién de la malla
periférica de actina, es decir, la actina asociada a la membrana citoplasmica.
En este sentido, la filamina es la principal protefna entrecruzadora de
filamentos de actina y de su integridad depende la conformacién de esta
estructura subcelular.

La filamina (ABP-ZéO, filamina no muscular 0 FLNA) es un homodimero
de 280 kDa, la cual promueve la ramificacién ortogonal de filamentos de actina
y ademas une los filamentos de actina a glicoproteinas de membrana en
respuesta a diversos estimulos exdgenos y fisiologicos.

Estudios previos han indicado que la filamina estd regulada por un
proceso de fosforilacién/desfosforilacién en regiones especificas de la protefna.
Sin embargo, hasta la fecha, alin no se han identificado ni caracterizado todos
los posibles sitios de regulacion por este mecanismo de modificacion
postraduccional. En este estudio se propuso identificar un sitio potencial de
fosforilacién, cuya participacién en la unién a actina fue previamente sugerido
en la literatura.

Esto se realizé mediante la generacion de proteinas recombinantes en
forma nativa y mutada. Asi mismo, el andlisis por mutagénesis dirigida en el

residuo de treonina 167, previamente propuesto como sustrato potencial para



cinasa dependiente de AMPc (PKA), permitié confirmar que este residuo
efectivamente es un sitio sujeto a fosforilacion.
Como se discute en el presente trabajo, este es un suceso crucial

durante la reorganizacion del citoesqueleto de actina en la plaqueta.



IV. ANTECEDENTES.
Las plaquetas.

Las plaquetas son estructuras celulares sin nucleo que se forman en la
megacariocitopoyesis a nivel de la médula ésea por fragmentacién de la
membrana plasmatica de los megacariocitos, para postenormente distribuirse
por el torrente sanguineo. En condiciones de reposo tienen una forma discoide
con un didametro de 2 a 3 pm y con una vida media en la circulacién sanguinea
de 6 a 10 dfas [1] [Figura 1]. Las plaquetas contienen una variedad de
organelos de almacenamiento que contribuyen a su funcién homeostética por
la liberacién de sus contenidos a los espacios extracelulares. Existen dos tipos
principales de granulos secretonios: los granulos alfa (que son la pobiacién mas
prominente en tamafio y nimero) y los granulos densos. Los granulos densos
contienen un almacén de ATP, ADP, calcio y magnesio. En el interior de las
plaguetas se encuentran pequeras cantidades de casi todas las proteinas
plasmaticas, por lo que las concentraciones circulantes de éstas determinan
sus niveles plaquetarios [2].

Los principales organelos de la plaqueta son la membrana plasmatica, el
citoesqueleto, el sistema canalicular abierto (SCA), el sistema tubular denso y
los granulos. Sin embargo, estan presentes otros, incluyendo mitocondrias y

granulos de glucégeno.



Figura1. Micrografia electronica de plaquetas. Normalmente las plaquetas
tienen forma de disco (A), pero al ser activadas, cambian su forma (B) hasta
formar pseudépodos (C y D) [19].

En plaquetas en reposo y activadas se han descrito varios
constituyentes del citoesqueleto, incluyendo a los filamentos de actina, al anillo
marginal de microtibulos, moléculas de miosina y proteinas de unién a actina
(ABP), como la a-actinina, vinculina, talina, espectrina y la filamina [3-12]. Las
plaquetas circulan en un estado inactivado a través de un complejo sistema
vascular rodeado de una monocapa de células endoteliales. En respuesta al
dario de las paredes de los vasos sanguineos, alteraciones en el flujo de la
sangre o estimulos quimicos, las plaguetas manifiestan una tn'adav de
respuestas funcionales: adhesion, secrecién y agregacion. La activacion de las
plaquetas resulta en cambios rapidos y Unicos en la morfologia de esta célula 'y

en la secrecién del contenido de los distintos granulos, los cuales contribuyen a

it



la agregacion plaquetaria. Para llevar a cabo estas respuestas, se requiere de
una serie de reorganizaciones del citoesqueleto plaquetario, los cuales incluyen

el entrecruzamiento de los filamentos de actina por filamina {13].

El citoesqueleto de la plaqueta.

El citoesqueleto de la plaqueta consiste en una red de estructuras
filamentosas que mantienen la estructura de la plagueta, estando la
reorganizacion de estas estructuras implicada en las respuestas de la plaqueta
a la activacién. Contiene las proteinas contractiles actina y miosina, proteinas
implicadas en la formacién de los microtibulos (principalmente la tubulina), y
otras asociadas a éstas {14,15]. La actina se encuentra (en las plaquetas no
activadas) tanto en la forma polimerizada, actina-F (40-50%), como en la forma
monomeérica, actina-G. Los mondémeros poseen un peso molecular de 44 kDa y
pueden ser del tipo a 6 y. La nucleacién es impedida, esencialmente, por: 1) la
profilina, que forma un complejo con la G-actina, y 2) en presencia de calcio,
por la gelsolina, que protege la extremidad de pequerios polimeros de actina ya
formados [14].

Cuando las plaquetas son activadas, una cantidad adicional de actina
polimeriza y se asocia a otras proteinas, tales como la tropomiosina, la a-
actinina y la filamina, lo que determina la organizacion de estos filamentos en
una red tridimensional periférica y la formacién de haces, originando filopodia y
lamelipodia. Estas reorganizaciones de la actina son responsables del cambio
de forma de las plaquetas, el cual caracteriza su activacién en el aspecto

morfolégico. La contraccion de los filamentos periféricos hace que los granulos



dispersos en el citoplasma ocupen una posicién central, y simultaneamente
liberen sus contenidos via SCA [17].

La fuerza contractil es generada cuando la miosina es fosforilada e
interactia con los filamentos de actina. La miosina plaquetaria, tal como la
miosina del misculo esquelético, esta constituida por 6 cadenas polipeptidicas.
El funcionamiento del sistema actina-miosina plaquetario es, en la mayor parte
de sus aspectos, similar al observado en el musculo esquelético.
En las plaquetas en reposo, los microtibulos son los tnicos componentes del
citoesqueleto visibles al microscopio electrénico. Son estructuras tubulares
constituidas por 13 subfilamentos de tubulina y cada subfilamento es una
sucesion alternada de tubulinas a y B, proteinas globulares con un peso
molecular 55kDa. El haz de microtibulos, responsable del mantenimiento de la
forma discoide de las plaquetas en reposo, se deforma durante el proceso de
activacion, se fragmenta transitoriamente y se re-ensambla en una posicién
mas central, circundando los granulos plaquetarios [14,15].

La red de actina cortical en las plaquetas presenta semejanzas con el
citoesqueleto de actina de los eritrocitos. En las plaquetas, esta red consiste en
filamentos de actina entrecruzados en una red bidimensional. Una diferencia
decisiva entre el citoesqueleto de las plaquetas y de los eritrocitos, es la
presencia en las plaquetas de una segunda red de filamentos de actina

organizada por entrecruzamientos de actina en un gel tridimensional [18].

La actina.
La actina es un polipéptido de cadena simple, con un peso molecular de

43 kDa. Esta proteina es expresada por 6 genes que codifican para 6 proteinas



distintas, las cuales varian en un nimero pequefio de aminodacidos. Las tres
clases de actina humana se clasifican como tipo o, B y v, basadas en la
diferencia que hay entre sus puntos isoeléctricos. La actina es una de las
proteinas mas abundantes de los tejidos humanos y es expresada ampliamente
en casi todos los tipos de células eucariotas. En células no musculares, en
especial aquellas que son sometidas a movimientos rapidos o que resisten
fuerzas mecanicas, como las plaquetas, la actina se encuentra en altas
concentraciones cerca de la superficie de la membrana. En células que no son
musculares, la actina se agrupa dando una variedad de estructuras, incluyendo
redes isotropicas de actina en el espacio del citoesqueleto, haces de filamentos
de actina contractil, también llamados fibras de tensién y arreglos de filamentos

paralelos altamente organizados {Figura 2.][21].

Figura 2. Micrografia del citoesqueleto de la plaqueta. Los haces de actina
salen de la célula para formar filopodia. En la regi6n interna de la célula, los
filamentos de actina forman una red que llena el citosol [21].



En plaquetas en reposo un 35- 40% de la cantidad de actina se
encuentra organizada como filamentos [16]. Los filamentos tienen dos cadenas
de G-actina enroliados en espiral. Cuando hay estimulos externos 6 fisiolégicos
ocurre una rapida reorganizacién de actina en filamentos formando un
citoesqueleto complejo. La plaqueta tiene que ser sometida a complicados
rearreglos, responsables de un gran repertorio de cambios de forma en esta
célula durante una reaccibn de coagulacion. Para llevar a cabo las
reorganizaciones en el citoesqueleto de la plaqueta, se necesitan varias
proteinas que polimericen a la actina, que la organicen y entrecrucen. Son
alrededor de 11 proteinas que entrecruzan a la actina, pero de todas ellas,
destaca una proteina, fa filamina A (FLNA), por ser la proteina entrecruzadora

de actina mas potente y la més abundante [21,22].

La filamina

La filamina fue purificada por primera vez por Hartwig y Stossel [23] y
posteriormente ellos mismos la describieron en 1990 [24]. Existen tres
isoformas de la proteina en mamiferos, (A, B y C). La filamina A se encuentra
distribuida principalmente en células no musculares y que tienen una rapida
reorganizacién del citoesqueleto (por ejemplo células blancas). La filamina B se
encuentra principalmente en células musculares y la filamina C se encuentra en
musculo esquelético y cardiaco en |la edad adulta La organizacién génica de
los tres genes de filamina es altamente conservada. Los tres isotipos de
filamina muestran entre sf un 60% - 80% de homologia en las secuencias
completas, con excepcioén de las dos regiones bisagra, las cuales muestran

grandes divergencias [25]. La filamina A es una fosfoproteina con estructura



homodimérica con un peso molecular de 280 kDa que en su regién N-terminal
(compuesta por 275 aminoacidos), tiene un dominio de unién a actina (ABD),
seguido por 24 segmentos repetitivos de aminoacidos (cada repeticién consta
de 100 aminodacidos) los cuales tienen forma de hojas B plegadas antiparalelas,
dos regiones bisagra (susceptibles a degradacion por calpafna) y una regién C-
terrhinal. La dimerizacién de la filamina se da en la regién C-terminal, mediante
puentes de hidrégeno. Este enlace facilita la formacion de una estructura
flexible en forma de V, la cual es esencial para su funcién. [Figura 3]. El
dominio de unién a actina esta compuesto de dos dominios homélogos a
calponina (una protefna que une actina, tropomiosina y calmodulina), CH1 y
CH2. Cada dominio CH es una regién de 110 aminoacidos y consiste
basicamente en 4 a-hélices principales, cada una compuesta de 11-18
aminodacidos conectada por largos “loops”. Estos sitios de unién a actina se
parecen mucho a los de otras proteinas de unién a actina, tales como la 8
espectrina, la a- actinina, la calponina y la distrofina [25,26].

La filamina es capaz de unirse a todas las isoformas de la actina. Esta
proteina puede inducir ramificaciones ortogonales de gran angulo. Los angulos
formados entre los mondmeros de filamina son inversamente proporcionales a
la concentraciéon de la filamina en plaquetas [20]. La formaciéon de haces
paralelos de filamentos de actina es promovida cuando la proporcién molar de
filamina a actina es 1:10-50 mientras que una estequiometria de 1:150-740
lleva a la formacién de redes ortogonales de actina. Existen varios tipos de
entrecruzamiento de la actina causados por la filamina: de tipo X, T 6 Y. El
mecanismo por el cual la filamina promueve la ramificacion no esta

completamente entendido.
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Figura 3. Modelo esquematico de la filamina A humana. Cada monémero

contiene tres regiones: el dominio de unidn a actina, las repeticiones 1 a 23 que
incluyen las dos regiones bisagras y la repeticién 24, la cual se une a la

membrana.

Lo que es claro, es que la filamina tiene que estar como homodimero y
tener el dominio de union a actina intacto [20]. La filamina estd ubicada en
puntos donde los filamentos se intersectan o donde ellos estan en contacto con

la membrana celular [Figura 4] [26].



Anclaje de actina cortical
a receptores
transmembranales

Anclaje de fibras de tensién de
actina a los receptores
transmembranales

Entrecruzamiento de
filamentos de actina
Haces paralelos de filamentos
de actina

Figura 4. Modelo esquematico de las funciones de la filamina en el
entrecruzamiento de actina y unién a receptores transmembranales. La filamina
une a los filamentos de actina en redes ortogonales y en haces paralelos,
dependiendo de la concentracion de la filamina y del isotipo. La filamina se une
a receptores transmembranales mediante el sitio C-terminal [26]
Interaccién de la filamina con otras proteinas

En los dltimos afos, se ha encontrado que una amplia variedad de
proteinas se unen a la FLNA, incluyendo receptores transmembranales y
moléculas de sefalizacién. Hasta ahora se han encontrado alrededor de 20
macromoléculas que se unen a la filamina [26,27]. Existen mas interacciones
de proteinas en el extremo C-terminal de la filamina que en el extremo N-
terminal. En la tabla 1 se muestran las moléculas que interaccionan con la
filamina y en la figura 5 se esquematiza la ubicacién de la interaccién entre
proteinas y receptores con la filamina. No existe una homologia basica entre
los distintos dominios de unién de las proteinas que se asocian a la filamina.

Hasta ahora se conoce muy poco sobre la regulacién de las interacciones

entre las proteinas y la filamina. El campo que ha tenido mas resultados en la



explicacion de estas interacciones ha sido la regulacion por fosforilacion de la

filamina.

Tabla 1. Proteinas intracelulares asociadas con Filamina A

Proteina # de repeticion en el que
se une

Proteinas transmembranales

GP-lba [28] 17-19

Integrinas B1A,81D,B2,3,7 [29][30] 20-24

FcyRI [31] No determinado
Factor tisular [32] 23-24
Receptor de dopamina D2,3 [33] 16-19
(D)presinilina 1,2 [34] 21-24
Receptor de Furina [35] 13-14
Calveolina 1 [36] 22-24
Canal de potasio Kv4.2 [37] C-terminal
Proteinas de sefializacion
Ral A, Rho A, Rac 1, Cdc42 [38] 24
Receptor de Andrégeno [39] 16-19
Proteinas citoplasmaticas y de
citoesqueleto

Cv HSP [40] 2324
Granzima B [41] 20-24
F- actina [42] N - terminal




_Figura 5. Representacion esquematica de las regiones de interaccion de la
Filamina. Como se puede ver. la mayoria de las interacciones se dan en la
region C-terminal, la cual estd unida a membrana celular. El sitio N-terminal
soélo se une con los filamentos de actina [271.



Regulacién de la filamina por fosforilacion

Como ya se menciond, la filamina es una fosfoproteina, que
tedricamente tiene 33 sitios fosforilables por PKC, 30 sitios por casein cinasa Ii,
3 sitios por PKA y un sitio por una tirosin cinasa [46]. Paulatinamente se han
encontrado los sitios que son fosforilables por las cinasas citadas
_ anteriormente. En 1983, Stracher et al, encontraron que al desfosforilar filamina
de plaquetas frescas con fosfatasa alcalina de E.coli, la filamina pierde su
actividad de entrecruzar actina y pierde su afinidad por ella [42]
Posteriormente, en 1994, Stracher y Jay publicaron que al degradar a la
filamina con calpalna, obtienen dos fragmentos, uno de 190 KDa y otro de 80
KDa. Al fosforilar los dos fragmentos con PKA, encontraron que solamente el
fragmento de 90 KD incorpora 32p [44]. Ese mismo afio, Stracher y Jay también
publicaron que entre mas fosforilada est4 la filamina, se protege mas contra el
corte por calpaina [46]. Posteriormente, Jay y colaboradores determinaron que
de los dos sitios de fosforilacién por PKA en la reqion C-terminal probables, el
tnico sitio de fosforilacién por PKA en esta regién de la filamina es el sitio
Serina 2152 [45,48]. Al encontrar este sitio de fosforilacion, sélo quedaba por
determinar un sitio de fosforilacion por PKA en el extremo N-terminal propuesto
por la literatura. Anteriormente se habla propuesto que el sitio probable de
fosforilacién por PKA en la regién N-terminal era el aminoacido treonina 167

[44].
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Deficiencias en la filamina A

Se ha encontrado que distintas mutaciones en el gen de la filamina
ubicado en el cromosoma Xg28, producen una serie de malformaciones
congénitas, como 2 tipos de sindrome otopalatodigital (OPD), displasia
frontometafiseal (FMD), sindrome de Ehlers-Danlos, sindrome de rodilas
Melnick (MNS) y Heterotropia Periventricular (PVNH), la cual afecta
generaimente a mujeres [26]. Como ejemplo de la importancia de estas
mutaciones, las mujeres con PVNH presentan casos de ataques epilépticos
debido a la acumulacién de neuronas que no se desplazaron a los ventriculos
laterales del cerebro [Figura 5). También presentan problemas vasculares

prematuros.

§ orm § Pen

PV mustackon

Figura 4. Mutaciones identificadas en la filamina. Se han encontrado diversas
mutaciones en el gen de la filamina, las cuales son causantes de distintos
sindromes y desordenes en estructuras de! cuerpo humano. Los méas comunes
son la PVNH, los dos destrdenes OPD, FMD, MNS y Ehlers-Danlos. Como se
aprecia, estas mutaciones se presentan con mayor frecuencia en e Extremo N-
terminal y en la repeticién nGmero 10 [26].



Figura 5. Imagenes de resonancia magnética de cerebro normal (a y b) y con
Heterotropia Periventricular (¢ y d). Las flechas indican la posicién de las
neuronas que no migraron a la corteza durante el desarrollo temprano [26].
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta ahora, no se sabe el mecanismo de regulacién involucrado en la
unién de filamina a actina. Por estudios anteriores, sabemos que cuando se
desfosforila la filamina, esta pierde su afinidad por actina [42]. Como se sabe,
el sitio de unién a actina esta ubicado en la regién N-Terminal de la filamina.
Previamente se ha demostrado que la regién N-terminal de Ia filamina, obtenida
en forma recombinante, tiene un sitio de fosforlacién por PKA, pero no se sabe
exactamente en qué residuo se lleva a cabo |a fosforilacion. Se ha propuesto a
la treonina 167 como un residuo potencialmente susceptible a fosforilacién por
PKA [44]. Para confirmar esta propuesta, se realiz6 una mutacién puntual
dirigida para conocer si la treonina 167 es o no el residuo blanco de la PKA. La
clonacién y expresion de la proteina nativa y mutada se llevé a cabo en el

sistema de pCRT7/NT - E. coli BL21 [DE3].

VI. HIPOTESIS
El residuo treonina 167 de Ia'ﬁlamina A humana (obtenida de forma

recombinante) es éusoeptible a ser fosforilado por PKA.

Vil. OBJETIVO GENERAL
Determinar si el sitio de fosforilacién por PKA propuesto para la regién

N-terminal de la filamina A humana es el residuo treonina 167.



VIIl. OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Clonar un fragmento de 609 pb de la region N-terminal de la filamina A
humana, en donde esta ubicado el codén que codifica a la treonina 167.

e Modificar, mediante mutagénesis dirigida, el triplete que codifica la
treonina 167 para obtener alanina (ACC — GCC).

e Corroborar la mutacién mediante andlisis de secuencia por medio de
secuenciacion fluorescente automatica por reaccion de terminacion de
cadena por didesoxinucleétidos.

o Expresar los péptidos nativo y mutado en bacterias E. coli BL21 [DE3].

¢ Identificar los péptidos recombinantes por medio de anticuerpos anti
filamina y anti Xpress.

o Fosforilar los dos péptidos con [y-**P] ATP mediado por la subunidad
catalitica de PKA.

o Comparar la incorporacién de **P de los dos péptidos.
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IX. MATERIALES Y METODOS
Cepas Bacterianas:

Para la propagacion de los plasmidos se usé la cepa E. coli XL GOLD
{Stratagen). Para la expresion de los péptidos nativo y mutado se usé la cepa
E. coliBL21 [DE3] [50].

Los pltésmidos usados fueron los siguientes:

El plédsmido pBluescript SK+, el cual contiene la secuencia completa de
la filamina humana. Este plasmido fue proporcionado generosamente por el Dr.
Hartwig [25].

Para la expresion de los péptidos recombinantes se utilizé el plasmido
pCRT7/NT (Invitrogen).

Anticuerpos:

Anticuerpo monoclonal anti Xpress (invitrogen). [Ver anexo)

Anticuerpo policlonal anti ratén marcado con HRP (Zymed).

Anticuerpo policlonal anti ABP (180kD) (hecho en nuestro laboratorio).
Anticuerpo policlonal anti conejo marcado con HRP (Zymed).

Enzimas:

Subunidad catalitica de 1a PKA (New England BioLabs)

Enzima de restriccion Dpn 1 (Stratagene)

Enzima de restriccion Cla | (New England Bio Labs)

Los reactivos utilizados en este estudio fueron de la mayor pureza

comercialmente disponible.

Reacciones de PCR y mutagénesis dirigida basada en PCR: Las reacciones

de PCR se llevaron a cabo utilizando el plasmido pBluescript SK+ como molde
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para obtener el fragmento de interés de 609 pb. La PCR se llevé a cabo en un
bloque de calentamiento programable (GeneAmp PCR System 2400, Perkin
Elmer) iniciando la reaccién a 94° C por un minuto y seguido de 30 ciclos de
~94° C por 15 segundos, 55° C por 30 segundos y 72° C por 1 minuto, seguido
de un paso final de 72° C por 7 minutos. Para la amplificacién se utilizaron los
siguientes oligos: (5-GGCGGCGTCGACACGCGG 3 y (5
GTCAGGGCTTGCTGGCGTCCCAAGA 3'). Se utilizaron 0.2 pM de cada oligo,
5 ng de DNA, 1X de Buffer GeneAmp (Perkin-Elmer), 1.5 mM de MgCl,, 2.5
unidades de taq polimerasa (Perkin-Eimer) y 200 pM de dNTP's en un
volumen final de 100 pL.

Los productos obtenidos después de la reaccion de PCR fueron ligados
directamente al vector de expresion pCRT7/NT, obteniéndose el plasmido
pCRT7/NT-N2 [19-221].

Para introducir la mutacién puntual se realizd6 una PCR utilizando al
pltasmido pCRT7/NT-N2 [19-221] como molde y utilizando el kit Quickchange
de mutagénesis dirigida (Stragene). Para introducir la mutacién se realizaron
varios ensayos con distintas condiciones, las cuales se muestran a
continuacion:

Ensayo 1:

Condiciones de amplificaciéon: un paso de 2 minutos a 95° C seguido de
18 ciclos de 95° C por 50 segundos, 60° C por 30 segundos y 68° C por 6
minutos con 10 segundos y un paso final de 7 minutos a 68° C.

Se usaron 0.2 pM de cada oligo, 10 ng de DNA molde, 1X de buffer de
reacciéon, 2.5 unidades de Pfu DNA polimerasa, 50 pM de dNTP’s y 3uL de

Quick Solution en un volumen final de 50 pL.
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Ensayo 2:

Condiciones de amplificacién: un paso de 2 minutos a 95° C seguido de
18 ciclos de 95° C por 50 segundos, 60° C por 20 segundos y 68° C por 6
minutos con 10 segundos y un paso final de 7 minutos a 68° C.

Se usaron 0.2 pM de cada oligo, 10 ng de DNA molde, 1X de buffer de
reaccion, 2.5 unidades de Pfu DNA polimerasa, 50 uM de dNTP's y 3uL de
Quick Solution en un volumen final de 50 L.

Ensayo 3:

Condiciones de amplificacién: un paso de 2 minutos a 95° C seguido de
18 ciclos de 95° C por 50 segundos, 60° C por 30 segundos y 68° C por 6
minutos con 10 segundos y un paso final de 7 minutos a 68° C.

Se usaron 0.2 pM de cada oligo, 10 ng de DNA molde, 1X de buffer de
reaccion, 2.5 unidades de Pfu DNA polimerasa, 50 yM de dNTP’s y 4ul de
Quick Solution en un volumen final de 50 pL.

Ensayo 4;

Condiciones de amplificacién: un paso de 2 minutos a 95° C seguido de
18 ciclos de 95° C por 50 segundos, 60° C por 20 segundos y 68° C por 6
minutos con 10 segundos y un paso final de 7 minutos a 68° C.

Se usaron 0.2 pM de cada oligo, 10 ng de DNA molde, 1X de buffer de
reaccién, 2.5 unidades de Pfu DNA polimerasa, 50 pM de dNTP’s y 4ul de
Quick Solution en un volumen final de 50 L.

Los oligos usados para introducir la mutacion T167A fueron 5’
GCCAAGAAGCAGGCCCCCAAGCAGA y 3

TCTGCTTGGGGGCCTGCTTCTTGGC.
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A cada uno de los ensayos se le aplico el siguiente procedimiento:
Después de la reaccién de amplificacion, la mezcia fue tratada con 1 yL de la
enzima Dpn |, con la finalidad de digerir el DNA metilado proveniente del DNA
parenteral. La digestiéon del DNA con enzimas de restriccién se realiz6 como se
describe en Sambrook et al [43].

Los productos obtenidos fueron utilizados para transformar la cepa de
E.coli XL GOLD. Se tomaron 45 yL de una suspensién de E.coli XL GOLD Yy se
mezclaron con 2 yL de B- mercaptoetanol puro por 10 minutos a 4° C con el
objetivo de mejorar la eficiencia de la transformacién de la cepa. Una vez
concluido este tiempo se adicioné el DNA obtenido del PCR anterior. Las
bacterias se transformaron incubandose por 30 minutos en hielo y
posteriormente 30 segundos a 42° C. Se agregaron 500 pL de medio NZY
Broth y se incubaron a 37° C y a 250 rpm por una hora. Concluido el tiempo,
las bacterias se centrifugaron y se descarté casi todo el sobrenadante. Las
bacterias se resuspendieron en el sobrenadante restante y se sembraron en
una placa de agar con ampicilina imMedia de Invitrogen. La placa se incubé a
37° C por 16 horas. Al término de la incubacién, se aprecié el crecimiento de
colonias en la placa, de las cuales se tomaron 6 colonias y se crecieron en 3
mL de medio liquido con ampicilina imMedia de Invitrogen por 12 horas. Se
realiz6 un miniprep con el kit Rapid Plasmid Miniprep System de Marligen
Bioscience INC para obtener el DNA del plasmido. Una vez obtenido el DNA,
se tomé una alicuota (250 ng) para hacer el analisis de secuencia y el resto se

guardé a -20° C.
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El plasmido mutado (T167A) obtenido se denominé pCRT7/NT-N2* [19—
221] y se caracterizé por digestion con la enzima de restriccion Cla |, ademaés
de ser analizado por secuenciacion automatica fluorescente directa.

Para ilevar a cabo el andlisis de secuencia, se realizé6 un PCR de
terminacién con didesoxinucleétidos. Las condiciones del la PCR son las
siguientes:

Un ciclo de 85° C por cinco minutos, seguido por 25 ciclos de 96° C por
10 segundos, 50° C por 5 segundos y 60° C por 4 minutos. Una vez concluido
la PCR, el DNA es purficado por filtracion en columnas de sephadex
(Princeton) para eliminar el exceso de reactivos, con la finalidad de tener una
muestra limpia y obtener un buen analisis. El secuenciador utilizado es un ABI

PRISM modelo 310.

Expresién de los péptidos nativo y mutado: Para la expresion de los
péptidos en E.coli BL21 [DE3], las bacterias se transformaron (como se indic6
anteriormente) con los plasmidos Nativo y Mutado previamente obtenidos. Las
bacterias se sembraron en agar liquido con ampicilina imMedia de Invitrogen y
se dejaron crecer hasta alcanzar una D.O.goonm=1. Luego, el cultivo fue inducido
con 0.6 mM de Isopropil tiogalactésido (IPTG). Una hora después de haber
adicionado el IPTG se afadi6 rifampicina (200 png/mL) para inhibir la sintesis de
proteina endégena de E.coli. BL21 [DE3]. Se toman alicuotas de 200 uL a los
tiempos indicados en resultados para analizarlas en un gel SDS-PAGE al
12.5%. A las 3 horas de incubacion, las bacterias fueron recolectadas,
centrifugandolas a 10500 g por 1 minuto y lavadas dos veces con buffer STE

(0.1M de NaCl, 10mM de Tris-HCl y 1mM EDTA a pH 7.4). Posteriormente,
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para inhibir a las proteasas tales como la tripsina, quimiotripsina, cistein
proteasas y serin proteasas, se agrega 1 mM de PMSF. Para obtener una
preparacion cruda del péptido recombinante, las bacterias fueron rotas por
choque térmico (congeladas en nitrégeno liquido y descongeladas en agua a
37° C) y sonicacién. Después se centrifugaron a 10500 g por 15 minutos para
precipitar los restos de bacteria. Se rescat6 el sobrenadante y se tomaron
alicuotas para analizar las proteinas mediante SDS-PAGE. Esta es la

preparacion que se utiliza en los ensayos de fosforilacion.

Identificacién de los péptidos nativo y mutado con distintos anticuerpos:
Se realizé un Western Blot para confirmar si el antisuero antifilamina de 180
kDa, obtenido anteriormente en el laboratorio, identificaba a los péptidos
recombinantes obtenidos como parte de la filamina A. También se utilizd
anticuerpo anti Xpress para identificar un epitope que el plasmido anexa al
péptido cuando es expresado (ver anexo).

Para corroborar que el antisuero antifilamina de 180 kDa reconoce a la
filamina humana, se tomé una muestra de plaquetas frescas obtenidas
siguiendo el método de Rosenberg [47]. El Western Blot se lleva a cabo de la
siguiente manera:

Las proteinas separadas electroforéticamente, fueron transferidas a una
membrana de Nitrocelulosa (Mycron Hybond) por una hora en una camara de
transferencia Bio-Rad con un buffer de transferencia (ver anexo).

Al término de la electro-inmuno-transferencia, el papel de nitrocelulosa
se bloquea con una soluciéon de bloqueo al 5% (ver anexo) por 20 minutos.

Posteriormente el papel de nitrocelulosa bloqueado se incuba con el anticuerpo

31



primario correspondiente por 12 horas en frio. Concluidas las 12 horas de
incubacién, el papel de nitrocelulosa se lava 3 veces con PBS pH 7.2. Cada
lavado es de 20 minutos. Una vez llevados a cabo los lavados, el papel de
nitrocelulosa se incuba con el anticuerpo secundario correspondiente. Los
anticuerpos secundarios llevan acoplados la peroxidasa de rdbano. La
incubacién se lleva a cabo por una hora a temperatura ambiente. Al término de
la incubacién, el papel de nitrocelulosa se lava 3 veces con PBS pH 7.2. Cada
lavado es de 20 minutos. Concluidos los lavados, el papel de nitrocelulosa se
revela con una solucion de 4-Cloro-a-naftol (0.3% 4-Cloro-a-naftol en metanol-
PBS) y unas gotas de agua oxigenada al 30%. La reaccioén se detiene con H,O

bidestilada.

Fosforilacion de los péptidos nativo y mutado. Para comprobar si el sitio de
fosforilacién por PKA es la Treonina 167, se realiza un experimento de
incorporacién de *2P.

Para los ensayos de fosforilacion se usdé un medio que contenia 10mM
de Tris-HCI, pH 8.0, 1mM de MgCl,, 0.2 mM de [y-32P] ATP (0.1uCi/nmol) y
100 U de la subunidad catalitica de la PKA.
Las preparaciones crudas de los péptidos Nativo y Mutado fueron extraidos
directamente de E.coli BL21 [DE3] como se indica anteriormente.
La cantidad de péptido a utilizar se determiné por medio de la intensidad de la
banda mostrada en el gel de expresién del péptido tefido con azul de
Coomasie. La cantidad aproximada de péptido fue de 15 pg/ ensayo.

Las muestras son incubadas a 30° C por una hora.
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Al término del experimento, las muestras se resuspenden en SB vy se
hierven a 100° C por tres minutos y se centrifugan a 10500 g por 30 segundos.
Las muestras se cargan en un gel SDS-PAGE al 12.5% por una hora 45
minutos. Posteriormente se realiza un Western Blot que se incuba con
anticuerpo anti Express. Una vez revelado el Western Blot se deja secar y se
marcan los carriles, los pesos moleculares y la altura de la banda obtenida con
tinta china que estad mezclada con [y-2P] ATP. Para poder ver si las bandas
obtenidas incorporan 2P por PKA, el Westemn Blot marcado se expone por 4
horas a una pantalla del equipo CYCLONE (Perkin - Elmer). Terminado el

tiempo de exposicién, la pelicula se analiza en este mismo equipo.
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X. RESULTADOS

Para introducir la mutacién se realizaron 4 ensayos, de los cuales solo
en el ensayo 4 se obtuvo un resultado satisfactorio. Las secuencias del DNA

nativo y mutado se muestran en la figura 7.

A -TTGGG GG TCTGCT TC
220

My

B - TTGGGGGCCTGCT T1TCI

227 Z

Figura 7. Electroferograma de un fragmento de la secuencia los plasmidos
nCRT7/NT-N2 [19-221] y pCRT7/NT-N2* [19-221]. Se muestra la secuencia
en donde se introdujo la mutacion puntual. Esta es ia secuencia reversa de la
.cadena complementaria. La mutaciébn modifica la sintesis del aminoacido
treonina codificada por el codén ACC (GGT en la cadena complementaria leida
en reversa) por la sintesis del aminoacido alanina codificado por el codon GCC
(GGC en la cadena complementaria leida en reversa).

Una vez obtenida la mutacién puntual T167A, se expresan los péptidos
nativo y mutado en E.coli BL21 [DE3]. El curso temporal de la expresion de los

péptidos se muestra en la figura 8.
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St 0 30 60 120 180 minutos

Figura 8. SDS-PAGE Acrilamida 12.5%. Curso temporal de la expresién de los
péptidos Nativo y Mutado. Los extractos celulares fueron preparados y
analizados con SDS-PAGE al 12.5%. A) Péptido Nativo B) Péptido Mutado.
St = Estandar dual color de Bio Rad. A la izquierda se muestran los pesos
moleculares del estdndar. La flecha de la derecha indica la banda
correspondiente a los péptidos sintetizados.
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Mediante los geles obtenidos, se pudo apreciar que la expresion del
péptido comenzé desde la primera hora de induccién, pero a las tres horas se
obtuvo una buena expresion del péptido.

Para confirmar la identidad de los péptidos recombinantes, se corrié un gel
SDS-PAGE al 12.5% con las siguientes muestras: péptido Nativo, péptido
Mutado, E.coli BL21 no transformada y una muestra de plaquetas frescas para
la identificacién de la FLNA. Posteriormente se realiz6 una electro inmuno
transferencia a un papel de nitrocelulosa, el cual se incubé con el antisuero anti
FLNA 180 kDa. Asimismo se realizé6 otro Western Blot con las mismas
muestras pero incubandoio con anticuerpo anti Xpress, con la finalidad de
comprobar la expresién del péptido producido por el plésmido. El resultado de

los 2 Western Blots se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Westemn Blot para la identificacién de los péptidos recombinantes. A) El Western Blot
es incubado con el anti suero anti filamina 180. La flecha sefiala la ubicacién de la banda del
péptido, la cual no aparece en la muestra de E.coli BL21 no transformada. El anticuerpo
también reconoce a la filamina de plaquetas frescas. B) El Western Blot es incubado con
anticuerpo anti Xpress que confirma la expresién del péptido producido por el plasmido. El carril
izquierdo muestra el péptido nativo y el carril derecho muestra el péptido mutado. La banda no
se presenta en E.coli BL21 no transformada, ni en plaquetas frescas (datos no mostrados).
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Una vez que se comprobd que los distintos anticuerpos reconocen al
péptido sintetizado, se hace un experimento de fosforilacién, para comprobar
que el sitio propuesto anteriormente es el sitio de fosforilacion por PKA en el
extremo N-terminal de la filamina.

La fosforilacion por PKA se hizo de acuerdo a lo descrito en “Materiales
y Métodos”.

Los resultados de la electro inmuno transferencia y el autorradiograma se

muestran en la figura 10.
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Figura 10. Fosforilacién del fragmento N-terminal por PKA. A) Western Blot de
los péptidos Nativo y Mutado revelados con anticuerpo anti Xpress (1:500). B)
Se muestra el auto radiograma del Western Blot. La flecha indica la posicién
del péptido nativo que incorpora **P. E| péptido Mutado no muestra
incorporacién de *2P. Los pesos moleculares (expresados en kDa) se

encuentran en el lado izquierdo.

La imagen de la figura sugiere que el péptido Nativo es el Unico que incorpora
%2p_Esto nos dice que el sitio de fosforilacion propuesto es un sustrato de Ia

PKA.
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XI. DISCUSION

Trabajos anteriores habian demostrado que el dominio N-terminal de la
filamina presentaba un sitio de fosforilacién por PKA in Vitro y postulaban que
la PKA podria fosforilar a la treonina 167, ya que formaba parte de una
secuencia de fosforilacion para esta cinasa [44]. Para comprobar que la
treonina 167 es un sitio blanco de la PKA, se cloné un fragmento de la FLNA de
609 pb, el cual contenia el sitio de union a actina y la T167. Una vez clonado el
fragmento, se introdujo una mutacién puntual (T167A). Cabe senalar que este
fragmento también incluye otro sitio treonina-prolina, pero no tiene la secuencia
consenso para fosforilacion por PKA y su funcién permanece desconocida.

Los clones obtenidos se caracterizaron por medio de analisis de
restriccién y secuenciacion directa. Los péptidos recombinantes obtenidos se
analizaron por medio de SDS-PAGE y Western Blot. El Western Blot demostro
que los péptidos recombinantes expresaban epitopes que son reconocidos por
un antisuero anti FLNA de 180 kDa [44], que también reconocié a la FLNA en
plaquetas frescas.

Para el experimento de fosforilacién se utilizé el anticuerpo anti Xpress.
El autorradiograma mostrado en la figura 10 indicé que solo el péptido Nativo
fue capaz de incorporar *2P. La unica diferencia existente entre estos dos
péptidos es la sustitucion de la treonina 167 por alanina, lo cual confirma que
este aminodcido es un sustrato adecuado para fosforilacion por PKA.

Al identificar este sitio de fosforilacidn en el extremo N-terminal de la
filamina A, podemos pensar que puede existir una regulacion por un proceso
de fosforilacién/desfosforilacién. Anteriormente se habia demostrado que al

cortar a la filamina(obtenida de plaquetas) en las regiones bisagra con

40



calpaina, se obtiene un fragmento de 190 kDa (N-terminal) y otro de 90 kDa (C-
terminal) [44]. Al intentar fosforilar los dos fragmentos, sin embargo, solamente
el fragmento de 90 kDa pudo ser fosforilado por PKA, siendo ambos
insensibles a PKC. Por otro lado, se sabe que al tratar a la filamina con
fosfatasa alcalina de E.coli, la filamina pierde su capacidad de entrecruzar
actina y pierde afinidad por esta [40]. Sin embargo, la naturaleza del sitio no fue
establecida. En un trabajo posterior, Jay y Stracher expresaron en E.coli el
fragmento N-terminal de la filamina y posteriormente lo fosforilaron. Ellos
sefialaron que la T167 formaba parte de una secuencia consenso de la PKA
[44]. El fragmento de FLNA N-Terminal aislado de E.coli pudo ser fosforilado,
ya que la bacteria no tiene los mecanismos celulares de fosforilacion que
caracterizan a las células superiores. Una propuesta es que la filamina es
fosforilada postraduccionalmente en el megacariocito. En este caso, es posible
que la T167 proporcione algun tipo de estructura que favorezca la unién a
actina. El tipo de cambio subyacente es desconocido.

Se sabe que cuando el sitio $2152 (ubicado en la regién C-terminal) no
esté fosforilado, la filamina puede ser degradada por calpaina. Por el contrario,
si el sitio 82152 esta fosforilado, la filamina no puede ser degradada por
calpaina [45,48]. Hasta ahora, no sabemos si la fosforilacion de T167
proporcione algun tipo de proteccion a la filamina.

En este momento solo podemos decir que, los resultados obtenidos por
otros investigadores y los de este trabajo, sugieren que la fosforilacion de T167
pueda participar en la regulacién de la unién a actina. Al encontrar los sitos de
regulacion de la filamina y sus reguladores, podremos explicar los distintos

mecanismos celulares en los cuales |a filamina estd implicada. El encontrar los
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sitios de fosforilacién, permite tener una base para explicar las implicaciones
fisiopatologicas de las distintas mutaciones encontradas en isoformas de la
FLNA aislada de pacientes. Por ejemplo, se ha encontrado una mutacién en la
Glutamina 170 (G170P), que confiere un fenotipo particular: hidrocefalia,
estatura pequefia, huesos arqueados, dedos anormales y paladar partido [50].
Esta mutacion se presenta a tres aminoacidos de la T167, dentro de la
secuencia consenso de la PKA, lo que podria resultar en una fosforilacion
inefectiva del aminoacido.

Por lo antes dicho, podemos pensar que es importante seguir con el
estudio de los mecanismos moleculares que regulan la interaccion FLNA-
actina. De esta manera, podremos acercarnos mas al entendimiento de los
procesos que subyacen a los cambios de forma y movimiento celular mediados

por el citoesqueleto.
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XIl. CONCLUSIONES

e Se cloné un fragmento de 609 pb de la region N-terminal de Ia filamina.

e Se obtuvo la mutacion puntual de T167—> A167 del fragmento de N-
terminal de 22 kDa.

e Se expresaron los péptidos Nativo y Mutado.

e Se identificé a los péptidos recombinantes como parte de la Filamina A
mediante un anticuerpo anti filamina A y ademas los péptidos fueron
reconocidos por el anticuerpo anti Xpress.

e De los resultados de incorporacion de 2P, podemos decir que el
aminodacido treonina 167 de la filamina A, obtenido de forma
recombinante, es un sitio fosforilable por PKA.

e Probablemente la fosforilacién de la treonina 167 esta involucrada en la

regulacién de la unién a actina.
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XiV. ANEXO

e Solucién de bloqueo
Pesar 5g de leche descremada en polvo, agregar PBS suficiente para hacer un
volumen de 100mL.

e Buffer de fosfatos (PBS) pH 7.2.

Pesar exactamente:

Cloruro de Potasio 0.25g
Cloruro de sodio 10.0g
Fosfato dibasico de sodio 1.44¢g
Fosfato monobasico de potasio 0.25¢g

Disolver en 500mL de agua bidestilada, ajustar el pH y llevar a volumen de
1000mL con agua bidestilada.

¢ Solucién 10X
Disolver en H;O 30.0g de Tris y 144.0g de glicina hasta llegar a un litro.

« Buffer de corrida
Medir 10 mL de SDS al 10% y agregarlos a 100 mL de solucién 10X. Aforar a
1L con agua bidestilada.

o Buffer de transferencia
Pesar exactamente 3.03g de Tris y 14.4g de Glicina. Mezclarlos con 200 mL de
Metanol y aforar a 1L con agua bidestilada.

» Anticuerpo Anti Xpress
El anticuerpo Anti Xpress reconoce un epitope que e! plasmido pCRT7/NT
anexa al péptido. El epitope tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
asparagina, leucina, tirosina, asparagina, asparagina, asparagina, asparagina,

lisina.
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