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RESUMEN

La Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad genética neuromuscular
progresiva ligada al sexo, causada por alteraciones en el gen dmd. Los defectos cognitivos y
anormalidades cerebrales, presentes en 30% de los pacientes, estdn relacionados con la
isoforma méas abundante en el cerebro: la distrofina con peso molecular de 71 kDa (Dp71),
que presenta procesamientos alternativos en los exones 71 y 78. Nuestro grupo de trabajo
ha analizado la distribucién subcelular de las variantes de la Dp71, mediante la
construcciéon de proteinas de fusion entre la proteina verde fluorescente (GFP) y cada una
de las 4 isoformas de la Dp71 (-71/+78, -71 /-78, +71/+78 y +71/-78). De manera
interesante se ha observado que la isoforma -/+ presenta una localizacién
predominantemente nuclear, mientras que la variante -/- solamente se distribuye en el
citoplasma. Estos resultados sugieren que la Dp71 se transporta a nucleo. En estudios
previos de nuestro laboratorio se localiz6 una secuencia de aminoécidos bdésicos en la
region central de la Dp71 -/+ los cuales podrian constituir una secuencia de localizacién
nuclear (NLS).

Para analizar si la Dp71 tiene una NLS se propuso la clonacién y expresion de la region
central de la Dp71 en un modelo bacteriano, para lo cual se utilizaron oligonucleétidos
especificos que amplifican la region de interés de la Dp71, resultando en un fragmento de
554 pb. Este fragmento de ADN se clon6 en un vector de transito HTP TOPO vy
posteriormente se subclonod en el vector con pGFPb. Se realizaron ensayos de expresion de la
construcciéon pGFPb-500 y se establecieron las condiciones Optimas para la induccién y

expresion de la proteina de fusion GFP-500.



Clonacion y expresion del fragmento de la Dp71 implicado en
su transporte nuclear.

INTRODUCCION

El gen DMD y sus productos

El gen DMD el cual se ubica en la banda 21 del brazo corto del cromosoma X (X p21)
comprende 2.4 Mb del genoma humano. Este gen se transcribe en un mensajero de 14 Kb
que a su vez se traduce en la proteina denominada distrofina, la cual tienen un peso de 427
kDa.

La regulaciéon del gen DMD es compleja pues en su estructura contiene 7 promotores
independientes, algunos de ellos de expresion tejido especifica. Tres de estos promotores
generan proteinas de longitud completa (427 kDa); un promotor muscular activo en
musculo y células gliales, un promotor neuronal activo en neuronas de la corteza y la
region CA del hipocampo, y un promotor de células de Purkinje que esta activo en dichas
células del cerebelo. Los mensajeros generados a partir de estos promotores difieren entre
ellos sélo en el primer exén De los 4 promotores intragénicos restantes, 3 de ellos son
activos en SNC y codifican para las proteinas Dp140, Dpl116 y Dp71, mientras que el
cuarto promotor codifica para la proteina Dp260, que es activa en la retina (la
nomenclatura hace referencia al peso molecular). (1).

Aunque existen algunos reportes de una quinta variante, la Dp40, cuyo transcrito abarcaria
del ex6n 63 al exén 70 del gen de la distrofina grande, su identidad no ha sido debidamente

validada (2).



Estructura de la Distrofina y su funcién
En base al andlisis de la secuencia de aminodcidos en 1988, Kunkel y col. predicen la
estructura de la distrofina de longitud completa y la dividen en 4 dominios bien definidos
(2,3).
- Dominio amino terminal (N-terminal). Este dominio comparte homologia en su secuencia
con el dominio de unién a actina de la o- actinina de Dyctiostelium. (4). En este dominio se
ha localizado un sitio de interaccién con la actina, via el sistema Ca-Calmodulina (5).
- Dominio semejante a espectrina. Consiste de 24 repetidos de triple hélice de 109
aminodcidos, cada uno le confieren una estructura de cordén, similar a la que presenta la
espectrina.(4)
- Dominio rico en cisteinas. Este dominio contiene el sitio de interaccién con la proteina [3-
distroglicano, miembro del complejo de proteinas asociadas a la distrofina denominado
DAPC (4); dentro de este dominio se localiza ademds un domino WW, dos motivos EF
“hand” que unen a calcio y un dominio ZZ que tiene como funcién la unién a la
calmodulina, proteina reguladora de cinasas calcio dependientes.
- Dominio carboxilo terminal (C-terminal). Es la regién mds conservada entre las
distrofinas. Mediante este dominio la distrofina interacciona con los miembros del
complejo DAPC. Los subdominios H1 y H2 que forman una estructura de dos, o hélices
llamada “coiled coil”, participan en la interaccion de la distrofina con la o-distrobrevina
(4). Otro punto importante de mencionar es que este dominio es fosforilado por MAP
cinasas, casein cinasa 2 y por la CaM cinasa II (6), lo que sugiere que la distrofina podria

estar implicada en procesos de transduccion de sefiales.



En resumen la distrofina interacciona con el complejo DAPC a través de sus dominios
ricos en cisteinas y carboxilo terminal y con la actina, por medio de su dominio N-
terminal. La funcién del complejo distrofina-DAPC es la de preservar la integridad de la
miofibra al servir como enlace entre los filamentos de actina y los componentes de la
matriz extracelular. La importancia de la distrofina se hace evidente en pacientes con
distrofia muscular de Duchenne y Becker (DMD/DMB) en quienes la ausencia funcional

de esta proteina causa la degeneracion progresiva de las fibras musculares (2,3).

Estructura de la Dp71 y su regulacién

La distrofina de longitud completa se expresa mayoritariamente en musculo, aunque
también se presenta en bajos niveles en el SNC. En contraste, la proteina Dp71 es la
distrofina més abundante en el SNC y pricticamente estd ausente en musculo (7), lo que ha
llevado a pensar a muchos investigadores que esta proteina pudiera estar involucrada en la
generacion de dafnos cognitivos que presentan un tercio de los pacientes con DMD/DMB.
Sin embargo es poco lo que se conoce acerca de su funcion.

La expresion de esta proteina estd dirigida a partir de un promotor constitutivo localizado
entre los exones 62 y 63 del gen DMD, este gen se transcribe en un mensajero de 6.5 kb
que se organizan en 16 exones.

A través del uso de sondas que reconocen secuencias del mensajero de la Dp71 se ha
demostrado que esta distrofina es el principal producto del gen DMD en tejidos no
musculares adultos, como son: higado, bazo, testiculos, cerebro, pulmén, rifién y estbmago
(8).

Una caracteristica importante es que el mensajero de la Dp71 presenta sitios de

procesamiento en los exones 71-74 y 78, lo que genera diferentes isoformas; el



procesamiento en los exones 71 — 74 no genera cambios en el marco de lectura de la
proteina mientras que el “splicing” del exén 78 produce un corrimiento en el marco de
lectura (9).

En 1995 el grupo de Peter Ray cloné las isoformas de “splicing” de la Dp71 a partir de
cultivos de amniocitos humanos y demostr6 que se producen al menos 4 variantes
+71/+78, +71/-78. =71/+78 y =71/-78 (9). La expresion de estas isoformas varia en funcién
del tipo de tejido, mientras en cerebro, musculo, rifién, pulmoén y testiculos se expresan las
isoformas +78 y —78, en higado y corazén solo estd presente la forma que carece del ex6n

78.

La proteina Dp71, estructura y localizacién subcelular

Para conocer la funcién de esta proteina es importante primero determinar su localizacion
dentro de la célula. Inicialmente se habia reportado que la Dp71 se asocia a la membrana
celular de células Hep2 y células musculares de ratones mdx (10). En nuestro laboratorio
se ha analizado la distribucion subcelular de las variantes de “splicing”, mediante la
construccion de proteinas de fusion entre la proteina verde fluorescente (GFP) y cada una
de las 4 isoformas de “splicing” de la Dp71 -71/+78, -71/-78, +71/+78 y +71/-78. Se
estudié por microscopia confocal la localizacion de las fusiones génicas en células HelLa
transfectadas y se observd que la isoforma -71/+78 presenta una localizacion
predominantemente nuclear mientras que la variante -71/-78 solamente se distribuy6 en el
citoplasma. Las isoformas +71/4+78 y +71/-78 mostraron un patrén mixto de distribucion,
es decir se ubicaron tanto en el nicleo como en el citoplasma.(11)

Estos resultados nos sugieren que los aminodcidos codificados por los exones 71 y 78

pudieran contener secuencias de envio a nucleo. Sin embargo la presencia del exén 78



conduce a un transporte nuclear més eficiente que la presencia del exén 71. En base a estos

resultados es importante analizar cual es el mecanismo que envia al nicleo a la Dp71.

Transporte Nuclear

El transporte hacia el nicleo de la mayoria de las proteinas con un peso menor de 40 kDa
se lleva a cabo por difusién pasiva, sin embrago, para proteinas de peso superior el
mecanismo estd mediado por una secuencia sefal (NLS, nuclear localization signal) la cual
es reconocida por un heterodimero de importinas o y B. La importina o reconoce de
manera especifica a la NLS mientras que la importina 3 transporta al complejo substrato-
importinas hacia el poro nuclear y facilita su interaccion con las nucleoporinas. La
transferencia a través del poro es facilitado por proteinas como Ran, la cual participa como
regulador, no solo de la interaccidon del complejo sustrato-importinas con las nucleoporinas
sino también en la disociacion de las_ importinas o y B que ocurre dentro del nicleo, lo que
libera a la proteina transportada (12).

Existen vias de translocacién nuclear mediadas solo por miembros de la familia de las 3
importinas. La importina 3 tiene la particularidad de reconocer secuencias de un grupo de
proteinas de unién a ARNm, como la secuencia M9 o NLS2 de la hnRNP A. El complejo
de importina 3 — M9 es reconocido directamente por las nucleoporinas en un proceso que
requiere de la hidrdlisis de GTP por Ran (13). De manera similar las proteinas B3 y B4
reconocen NLS’s de algunas proteinas ribosomales (14).

El transporte nuclear puede ocurrir también de manera independiente de las importinas
como es el caso de la (} catenina, la cual interacciona directamente con la maquinaria del

poro nuclear para su posterior entrada al nicleo (15).



Clonacion en Escherichia coli

Cuando se establece un proceso de produccion de proteinas recombinantes, el enfoque
mas usado es tratar de expresar la proteina de interés primero en E.coli. Los sistemas de
expresion eucariontes alternativos se utilizan unicamente si el producto generado en
bacterias es biologicamente inactivo después de la produccion, debido a la falta de
modificaciones esenciales post-traduccionales, plegamiento incorrecto o cuando la
recuperacion de la proteina nativa es muy baja. Los pardmetros importantes para la
produccidn exitosa de una proteina recombinante en E. coli incluyen una transcripcion y
traducciéon eficiente, estabilidad del vector de expresion y del ARN transcrito,
localizacion, estabilidad proteolitica y plegamiento del producto génico adecuados, asi
como también un crecimiento celular 6ptimo (18).

El vector de expresion.

Un vector de expresion debe contener aparte del gen de interés, un origen de replicacion,
un gen que confiera resistencia a antibidticos (o alternativamente un marcador selectivo),
un promotor y un terminador de la transcripcion.

La mayoria de los vectores de expresion estin basados en uno o dos sistemas de
promotores. El promotor de lac de E. coli ofrece altos niveles de expresion de genes,
puede ser inducido por la adicién de isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) y puede
ser regulado para prevenir la expresion de proteinas que pueden ser toxicas para la célula
debido a una sobre-expresion.

Un sistema alternativo usa un promotor que es reconocido por la ARN polimerasa a partir
del bacteriofago T7. Este promotor no es normalmente reconocido por la maquinaria de

transcripcion de E. coli y por lo tanto se puede obtener la clonacidn y expresion de genes



que codifican productos potencialmente toxicos sin el riesgo de expresion descontrolada.
Para inducir la expresion del gen de la polimerasa T7 se suministra un segundo pldsmido
compatible, un fago o una modificacion en el cromosoma de E. coli. La expresion del gen
de la polimerasa T7 usualmente se lleva acabo por un choque térmico a 42° C (16).
ANTECEDENTES DIRECTOS.

Con la finalidad de analizar el mecanismo de entrada al nicleo de la Dp71, en nuestro
laboratorio se esta trabajando sobre el mapeo de su probable NLS. Debido a que la Dp71
carece de una regién NLS tipica, se analiz6 mediante la construccion de proteinas de
fusién con la GFP, la localizacién subcelular de diferentes fragmentos de la proteina y de
esta manera se encontrd una region que conserva la localizacion nuclear, la cual abarca de

los aminoacidos 288 a 463.



JUSTIFICACION.

La localizacién nuclear de la Dp71 ofrece nuevas perspectivas para el estudio de su
funcién celular. Como primer acercamiento para avanzar sobre este objetivo es necesario
estudiar el mecanismo que transporta a la Dp71 al nuicleo. Con esto como base, el presente
trabajo tuvo como objetivo clonar y expresar el fragmento que conserva la localizacion
nuclear, empleando un sistema procarionte, con la finalidad de realizar ensayos in vitro

que lleven al conocimiento del mecanismo de translocacion nuclear de esta proteina.



OBJETIVO GENERAL.
Clonar y expresar el fragmento protéico de la Dp71 involucrado en su localizacién

nuclear.

Objetivos particulares
1) Construccién de un plasmido que exprese el fragmento involucrado en la
migracion nuclear de la Dp71, pGFPb-500.
2) Caracterizaciéon de la construccion pGFPb-500 por PCR y digestion
enzimatica.

3) Expresion de la proteina de fusion. GFP-500 en la cepa BL21 de E. coli.



MATERIAL Y METODOS

Amplificaciéon por PCR

La reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la amplificacién de un
segmento de ADN. El principio de esta reaccion se basa en la separacién de la doble
cadena de la hélice de ADN, el alineamiento y extensién de dos oligonucledtidos que
funcionan como iniciadores (“primers”) que flanquean la regién blanco del ADN. Estos
tres pasos: desnaturalizacion, alineamiento de iniciadores y sintesis de ADN representan
un ciclo de PCR. Si las nuevas cadenas sintetizadas se extienden a través de la region
complementaria el otro iniciador, puede servir como sitio de unién al templado para una
reaccion de extension del mismo. Como consecuencia ciclos repetidos de
desnaturalizacion, alineamiento y sintesis de ADN generan una acumulacién exponencial
de un fragmento de ADN.

Para amplificar la region de 554pb de la Dp71 se empled el plasmido pBSSK-Dp71-
+ANhe I, el cual contiene la secuencia completa de la Dp71. Los iniciadores 500f
(CTAGCTAGATGGTGGAATAGC) y 500r (GTAGCTAGCTAGTTACTATTCAGG)
contienen en ambos extremos los sitios de corte para la enzima Nhel que sirvieron para su
clonacién. Para la reaccion de PCR se utilizé 1ug de ADNc del plasmido, 200 ng de cada
iniciador, 1.5 mM de MgCl, y 1U de la enzima Pfu turbo polimerasa. El programa de
amplificacion fue a 94° C por 30 segundos, 50° C por 30 segundos y 72° C por 30
segundos, durante 35 ciclos. Durante los ultimos 10 minutos de elongaciéon a 72° C se
agregd un exceso de Taq polimerasa para agregar una cola de Adeninas la cual facilitaria

la ligacién en el vector HTP TOPO. El sistema favorece la clonacién a través de la



hibridacién de la base timidina (dT) proveniente del vector linearizado con la adenosina

(dA) proveniente del fragmento de PCR.

Clonacion del fragmento de 554pb en el vector HTP TOPO

Para la clonacion del producto de PCR se utiliz6 el vector HTP TOPO (Invitrogen) (figura
1 ). La clonacién se realiz6 preparando una mezcla de la siguiente manera: 4ul del
producto de PCR, 1ul de soluciéon 1.2 M de NaCl y 0.06 M de MgCl, y 1ul del vector
TOPO, la mezcla se incubé durante 5 minutos para su ligacion. Posteriormente se
transformo la cepa DHS5a con la reaccion de ligacion como se describe a continuacion:

En 25 ul de bacterias competentes se adicioné el ADN de la ligacion, manteniendo las
bacterias en hielo durante 30 minutos, se transfirio el cultivo a un bafio a 42° C durante 90
segundos y se volvid a colocar en hielo durante dos minutos. Se adicionaron 800 ul de
medio LB sin ampicilina y se incubé a 37° C durante una hora. Finalmente, se espatularon

100ul de esta solucion bacteriana en medio LB con ampicilina 100 pg /ml.
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Fig 1. Vector de transito HTP TOPO. En este vector se clond el fragmento de 554 pb de la
Dp71que contiene una probable regién NLS.

Caracterizacion de las clonas TOPO-Dp71

Para caracterizar las clonas que portaban el pldsmido de interés se realizé una reaccion de
PCR utilizando los oligonucleétidos 715” 5° CATGGTGGAATATTGCACTCCG y 7137
5" TGCGTGAATGAGTATCATCGT, que reconocen una secuencia interna del fragmento
de la Dp71 (ex6n 69 y exén 72 respectivamente). Se obtuvieron colonias positivas que

generaron un fragmento de 206 pb. Los pldsmidos candidatos se caracterizaron con la



enzima Stu I (New England Biolabs) agregando 2l de solucién amortiguadora NEB2 (50
mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,), 1 ul de enzima Stu I (10U/ul), 5ul de ADN

(4.73ug/ul) y 12l de agua.

Subclonacién del fragmento de 554pb en el vector pGFPb

El fragmento de 554pb (que contiene la probable regiéon NLS) clonado en el vector TOPO,
fue digerido con 5U de la enzima Nhe I a 37 °C durante toda la noche. Posteriormente el
producto de digestion se visualizé en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de
etidio, y se purificé a partir del gel utilizando el “kit Qiaquick Gel Extraction System”
(QIAGEN) para su posterior subclonacion en el vector pGFPb. El vector fue linearizado
con la enzima Nhe I bajo las condiciones antes mencionadas y purificado a partir del gel.
El fragmento de ADN previamente purificado fue desfosforilado con la enzima CIP (New
England Biolabs) de la siguiente manera: el ADN se suspendié en la solucién
amortiguadora NE 1X , agregando 0.5 unidades de enzima/pug de vector, posteriormente la
reaccion se incubd a 37° C durante 30 minutos. Una vez desfosforilado el ADN, éste se
purific6 usando el “kit Concert Gel Extraction System” de acuerdo con las
recomendaciones del proveedor (GIBCO-BRL).

La ligacion del fragmento de 554pb y el vector se realizé con SU/ul de la enzima T4AADN

ligasa (Invitrogen) a 16°C durante toda la noche.



Expresion de la proteina de fusion pGFPb-500 en la cepa BL21

Para inducir la expresion de la proteina de fusion con IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopirandsido) se realizé un ensayo de expresion de la siguiente forma:

Se inocularon 5 ml de medio LB con 100 pg/ml de ampicilina con la colonia de interés, y se
incubaron a 37°C durante toda la noche. Enseguida se tomaron 2.5 ml del cultivo y se llevaron
a un volumen total de 50 ml con LB con ampicilina; se incubaron nuevamente a 37°C hasta
obtener una O.D. 4 de 0.5-0.7. Posteriormente se tomd una alicuota de 1 ml para el tiempo 0
(sin induccioén), al resto del cultivo se le agregaron 50 pl de IPTG 1 mM y se centrifugd 1 min.
a 13000 rpm. Enseguida se resuspendié la pastilla en la solucién amortiguadora a distintos
tiempos (1, 2, 3, 4 hrs.) Se extrajeron las proteinas totales utilizando solucién de lisis.
Posteriormente se realizé una electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en

donde se verific la aparicién de una banda de aproximadamente 50kDa.

Inmunodeteccion del producto de la construccion pGFPb-500.

El gel obtenido a partir de la electroforesis fue transferido a una membrana de
nitrocelulosa a 120 mA con TBS 1x durante toda la noche, posteriormente la membrana
fue bloqueada con leche descremada al 5% en TBS-T 1x, para realizar una
inmunodeteccion tipo “Western Blot”, utilizando los anticuerpos H5SA3 (que reconocen a
Dp71 -/+), y anti-GFP. El revelado se realizé con el “kit ECL Western Blotting Analysis

System” de acuerdo a las recomendaciones del proveedor (Amersham).



RESULTADOS

Amplificacion por PCR de la region de ADN que codifica para los a.a. 288 — 463 de la
Dp71

Con el fin de obtener un fragmento de la regién central de la Dp71, se emplearon los
oligonucleétidos 500F y 500R. Se estandarizaron las condiciones de amplificacion y para
evitar la integracion de errores en la secuencia durante la PCR, se utiliz6 la polimerasa Pfu
turbo, la cual tiene un sistema de correccion. El producto de amplificacion de 554 pb se

visualiz6 en un gel de agarosa al 1.5% tefiiddo con bromuro de etidio. (Figura 2).

Fig. 2. Amplificacion del fragmento de la Dp71 de
554 pb. Se muestra un gel de agarosa al 1.5% tefiido

554pb con bomuro de etidio, se sefiala el producto
amplificado de la Dp71 de 554 pb Carriles: 1 marcador
de ADN; 2 control negativo; 3 fragmento de PCR de
554 pb.




Clonacion del fragmento de 1a Dp71 de 554 pb en el vector de transito HTP TOPO
Una vez amplificado y purificado el fragmento de 554 pb de la Dp71 se cloné en el vector
de transito HTP TOPO; esto con el propdsito de obtener el fragmento de ADN con sitios
de restriccion adecuados para su posterior subclonacién en el vector pGFPb.
La ligacion del fragmento de 554 pb con el vector de trdnsito HTP TOPO se realizé como
se describe en Materiales y Métodos. Posteriormente, con este vector se transformé la
cepa DH5a.
Caracterizacion de las clonas TOPO-Dp71
Para caracterizar las clonas que portaban el plasmido TOPO-Dp71 se extrajo el ADN
plasmidico y después se realiz6 una reaccién de PCR utilizando los oligonucleétidos (Dp71f
y Dp71 r) que reconocen una secuencia interna del fragmento de la Dp71. Las clonas
positivas amplificaron un fragmento de 206 pb (Figura 3). Adicionalmente se comprobé la
presencia del fragmento de 554 pb digiriendo el ADN plasmidico con la enzima Stu I (New
England Biolabs), la enzima Stu I sélo corta dentro del fragmento clonado. Los productos de
la restriccion se visualizaron por medio de un gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de
etidio en donde se observo la linearizacién del vector, ya que en las clonas positivas existe el

sitio para el corte de esta enzima (no se muestra la imagen).

Fig. 3 Caracterizacion de las clonas TOPO-Dp71.
Se muestra un gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio. Carriles: M marcador de ADN; 1
control positivo; 2 control negativo; 3, 8 y 10 clonas
positivas que generaron el fragmento esperado de
206 pb.
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Subclonacion del fragmento de 554pb en el vector pGFPb

Las clonas que generaron el fragmento de 554pb, se cultivaron en medio LB liquido con
ampicilina 100pg /ml para posteriormente extraer el ADN plasmidico y liberar mediante
digestion con Nhe I el fragmento de 554 pb. El fragmento de la digestion se visualizé en un
gel de agarosa (Figura 4), y se purificé para su posterior subclonacién en el vector pGFPb.
Para llevar a cabo la subclonacion del fragmento de 554 pb el vector pGFPb se linearizé con
la enzima Nhe I (Figura 5), se llevé acabo la ligaciéon como se describe en Materiales y

Métodos previamente. La reaccidn de ligacion se utilizé para transformar a la cepa DH50.

554 pb

Fig. 4 Fragmento de 554 pb liberado del vector de transito TOPO mediante digestion con la
enzima Nhe I. Se muestra un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio Carriles:
M, marcador de ADN; 1 - 5 clonas que liberaron el fragmento.



5000pb Figura 5 Vector linearizado Se muestra un gel de
agarosa al 1% tefiido con bomuro de etidio, Carriles:
1, Vector linearizado con un tamafio aproximado de
5000pb aproximadamente; 2 Vector sin linearizar; 3,
Marcador de ADN.

Caracterizacion de las clonas pGFPb-500

Para caracterizar las clonas que portaban el plasmido de interés se realizé una reaccién de
PCR con los oligonucleétidos especificos para la Dp71 (ver Materiales y Métodos).
Adicionalmente, los candidatos se probaron con la enzima Nhe I. Una vez caracterizadas las
subclonas se verifico la direccion del fragmento dentro del vector para saber si la fusion
estaba en el marco de lectura adecuado. Se realiz6 una digestién con las enzimas Kpn [ y de
Stu I, ya que el vector y el fragmento clonado poseen sitios Unicos para estas enzimas
respectivamente. Si la direccion del inserto era la correcta, al restringir se esperaba una banda
de 1224 pb, mientras que de ser incorrecta la direccién del inserto, se observaria una banda

de 1690 pb (datos no mostrados). Se obtuvieron 3 candidatos positivos.

Expresion de la proteina de fusion pGFPb-500 en la cepa BL21.
La cepa BL21 de E. coli se transformé con el vector pGFPb-500. La estandarizacién de las

condiciones de induccion de los cultivos, se llevd acabo variando la concentracion del



inductor IPTG, asi como la temperatura y tiempo de induccion. Se realizaron dos pruebas
para visualizar la induccién de los cultivos, una de éstas se analiz6 por medio de
electroforesis y la otra por la fluorescencia de la GFP generada por el estimulo con luz U.V.

Los extractos bacterianos inducidos fueron sometidos a una electroforesis en condiciones
desnaturalizantes. En la Figura 6 se observa la aparicion de una banda tenue de

aproximadamente 50 kDa que podria corresponder a la proteina de fusién GFP-Dp71.
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Fig. 6 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes SDS PAGE tefiido con azul de coomasie.
Se observa una banda tenue de aproximadamente S0kDa a diferentes tiempos. M, Marcador; 0, 1,
2, 3, 5 horas; TN, toda la noche y purificado

Las bacterias de la cepa BL21 transformadas con la construccién pGFPb-500 fueron inducidas

con IPTG para la expresion de la proteina de fusion. Los cultivos se incubaron a 32° C y por



diferentes tiempos (0, 1, 2, 3, 5 y toda la noche). Cada muestra se centrifugd para separar la fase
liquida de la pastilla y posteriormente se estimularon con luz U. V. para observar el gradiente de
expresion con respecto al tiempo (Figura 7).

Para confirmar la expresion de la proteina de interés se decidi6 realizar una inmunodeteccion

tipo “Western Blot”

Fig. 7 Induccién de la construccion pGFPb-500 con IPTG a diferentes tiempos, 0, 1, 2, 3, 5 horas
y toda la noche con luz U. V. Tiempo 0 sin IPTG. Se observa un incremento de la induccién con
respecto al tiempo.

Inmunodeteccion del producto de la construccion pGFPb-500.

Debido a que en la electroforesis no se observa claramente el incremento de la banda de 50
kDa que corresponde a la expresion de la construccion GFP-500, se hizo una
inmunodeteccion tipo “Western Blot”, en la que se observé un incremento de la expresion de
la proteina mencionada con respecto al tiempo (Figura 8)

Con el uso de los anticuerpos H5A3 y anti-GFP se llevé acabo la inmunodeteccion de la
proteina de fusion GFP-Dp71. En la figura 8 se observa una banda a la altura de 50 kDa que

aparentemente se torna mds intensa, a medida que el tiempo de induccién fue mayor la banda



es mds intensa en la pastilla bacteriana (pellet) lo que sugiere que la proteina podria quedar

atrapada en cuerpos de inclusion.

Lv Pr Cont

71 kDa
50 kDa

Fig. 8 Inmunodeteccién de la proteina de fusion GFP-Dp71 los cultivos se indujeron con el
anticuerpo H5A3, a diferentes tiempos de induccién 0, 1, 2, 3, 5 horas, toda la noche,
pastilla, lavado, purificado y control con Dp71. Se observa una banda de aproximadamente
50 kDa en la pastilla.



DISCUSION

La proteina Dp71 es el producto mds pequefio codificado por el gen dmd, el cual en su
estado mutado es causa de la distrofia muscular de Duchenne. La Dp71 es la distrofina més
abundante en el sistema nervioso central y en contraste, estd practicamente ausente en
musculo esquelético, lo que ha llevado a pensar que esta proteina podria estar involucrada
en las alteraciones cognitivas presentes en un tercio de los pacientes con esta distrofia.

La Dp71 sufre procesamiento alternativo en lo exones 71y 78, lo cual genera diferentes
isoformas Con la finalidad de definir si cada isoforma de la Dp71 presenta una funcién
especifica, nuestro grupo de trabajo analiz6 la distribucidn subcelular de cada variante de la
Dp71 mediante la construccion de proteinas de fusion entre la proteina verde fluorescente
(GFP) y cada una de las cuatro isoformas de la Dp71 (-71/+78, -71/-78, +71/+78 y +71-78).
De manera interesante, se observé que la isoforma de la Dp71 -/+ presenta una localizacién
celular predominantemente nuclear mientras que la variante -71/-78 se distribuy6
exclusivamente en el citoplasma.

Tomando en consideracion que solamente las proteinas con un peso menor a 40 kDa
pueden transportarse de manera pasiva al interior del ntcleo, es probable que la Dp71
presente una secuencia de localizacion nuclear (NLS), ya que tiene un peso de 71 kDa. Con
base en lo anterior decidimos analizar cudl es el mecanismo que envia a la Dp71 hacia el
ntcleo. Como primer paso se analizé la secuencia de aminodcidos de la proteina Dp71, y se
encontrd que en su regién central presenta una serie de aminodcidos bdsicos (arginina y
lisina) que a pesar de que no constituyen una region tipica de NLS, podrian por su carécter
basico actuar como una NLS atipica. Las NLS son reconocidas por el complejo de

importinas o y 3; el complejo trimérico (proteina nuclear-importinas o y ) es reconocido



por proteinas del complejo del poro nuclear para su posterior translocacion al nicleo (12,
16, 17).

En este estudio se planted clonar el fragmento central de la Dp71 (554 pb), que contiene la
probable NLS atipica, para generar una fusion genética con la proteina reportera GFP en un
sistema bacteriano. Lo anterior con la finalidad de sobre-producir la proteina de fusion
pGFPb-500 para su posterior uso en experimentos de transporte nuclear in vitro.

Se utilizaron dos cepas bacterianas para clonar y expresar la construcciéon pGFPb-500. La
cepa DH5a fue utilizada debido a su capacidad de contener de manera estable DNA de
plasmidos, mientras que la cepa BL21 se emple6 debido a la caracteristica que presenta de
tener deficiencia en su sistema de proteasas, lo que permite expresar proteinas foraneas sin
que sean reconocidas como moléculas extrafas a la bacteria.

Para obtener el plidsmido pGFPb-500 se utiliz6 primeramente el vector de transito
denominado HTP TOPO. La ventaja de este sistema de clonacion es que el vector http
TOPO se encuentra linearizado, presenta una timina que permite la ligacién directa de los
productos de PCR que a su vez contienen una adenina agregada de manera natural durante
la reaccién de la PCR por la DNA polimerasa Taq. De esta manera se logré insertar el
fragmento central de la proteina Dp71 -/+ al vector HTP TOPO. Posteriormente, se liberé
el fragmento del vector HTP TOPO mediante corte con la enzima Nhe I y se ligé enseguida
en el vector pGFPb.

Una vez obtenida y caracterizada la construccion pGFPb-500 se realizaron los ensayos de
expresion en bacteria. Se encontr6 que las condiciones Optimas para la produccién de la
proteina de fusién en la cepa BL21 de E. coli fueron las siguientes: temperatura de

crecimiento de 32° C y 5 horas de induccién con IPTG 1 mM. La inmunodeteccién con el



anticuerpo H5A3 confirmé la expresion de la proteina de fusién en el sistema bacteriano
BL21; no obstante, es necesario realizar la secuenciacion de la construccion pGFPb-500
para corroborar la integridad de la secuencia y complementar los resultados obtenidos. De
esta manera los ensayos posteriores en los cuales se utilizard la proteina de fusion
purificada para analizar el transporte nuclear de la Dp71 estaran debidamente sustentados.
Durante el montaje de las condiciones de sobre-expresiéon de la proteina de fusidén, se
observé que la mayoria de ésta se detectaba en la pastilla bacteriana, lo que sugiere que
queda atrapada en los cuerpos de inclusion. Los cuerpos de inclusion se forman dentro de la
bacteria debido a que las proteinas de origen externo al ser sobre-producidas forman
agregados insolubles. Para evitar su formacion se recomienda utilizar condiciones de
extraccion desnaturalizantes, sin embargo, se corre el riesgo de que la proteina de interés
pierda su conformacion original en el proceso de re-naturalizacién de la muestra, lo cual
seria una dificultad técnica al momento de utilizar a la proteina en estudios de interaccion
con las importinas.

Considero que este estudio sienta las bases para poder estudiar el mecanismo por medio del

cual la Dp71 se transporta al nucleo.



CONCLUSION
1) Las condiciones Optimas para la expresion de la construccion pGFPb-500 en la cepa

BL21 de E. coli fueron las siguientes: induccién con IPTG 1mM, a 32° C durante 5 horas.

2) Es probable que el producto de la construccion pGFPb-500 se quede atrapado en cuerpos

de inclusién de la bacteria.
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