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Resumen

Resumen

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en la retina de los
vertebrados y tiene distintos efectos sobre las células postsinapticas debido a la
gran variedad de receptores en las membranas neuronales. Entre los receptores
ionotropicos para glutamato, los de N-Metil-D-Aspartato (NMDA) tienen un papel
central en la transmision sinaptica en la retina.

Recientemente, nuestro grupo identific6 un nuevo cassette producto de empalme
alternativo expresado en la region CT de NR1 en el receptor NMDA de la retina de
pollo, el cual no esta presente en los receptores de mamiferos. Este cassette
formado por seis aminoacidos (EETSEH) constituye una secuencia consenso para
Caseina Cinasa 2 (CK2). La CK2 es una cinasa de serina/treonina altamente
conservada en organismos eucariontes que esta presente en gran variedad de
tejidos y ampliamente distribuida en el SNC. La CK2 puede interactuar con el
receptor NMDA (particularmente con la subunidad NR2B). La CK2 esta implicada
en los ritmos bioldgicos, donde la retina tiene un papel central, ya que constituye el
nexo entre la sefial luminosa externa y el reloj circadiano maestro; esta
informacion es esencial para el correcto funcionamiento de los ritmos enddgenos.
En este trabajo se desarroll6 un modelo que permite analizar, in vitro, la
fosforilacion de CK2 en proteinas que cuentan con una secuencia consenso para
dicha cinasa, tales como el cassette C3 de la subunidad NR1 del receptor NMDA
en la retina de pollo. Con el objetivo de analizar la interaccion entre la CK2 y el
cassette C3 de NR1 se generaron proteinas de fusion que contienen el CT de NR1
con y sin el cassette C3 y un epitope que permitid inmunoprecipitarlas (Xpress).
Las proteinas de fusion se sobreexpresaron en células HEK293 y se probo si
coinmunoprecipitan con la CK2 y si esta cinasa las fosforila. El resultado de este
estudio demuestra que no existe relacion funcional entre la CK2 y el cassette C3
de la subunidad NR1 del receptor NMDA de la retina de pollo, lo que podria
deberse principalmente a dos razones: un aminoacido basico (histidina) presente
en el cassette C3 y un coddn de término después de la secuencia, caracteristicas
gue contrastan con lo descrito para sustratos de la CK2.

Alejandro Parrales Briones 1



Introduccioén

Introduccion

Estructura de la retina

La region fotosensible del ojo es la retina que se localiza en la parte
posterior del ojo, a través del cual pasa la luz para proyectar una imagen sobre
ella. La cérnea y el cristalino enfocan la luz que atraviesa el humor vitreo y llega
hasta la retina que se encuentra adosada al Epitelio Pigmentado de la Retina
(EPR) que recubre el fondo del ojo.

La retina es un tejido nervioso estratificado, formado por un numero
reducido de tipos celulares, por lo que se considera un buen modelo para el
estudio del sistema nervioso. En la retina existen cinco tipos neuronales:
fotorreceptores, células bipolares, células ganglionares, células horizontales y
células amacrinas, ademas de dos clases de células gliales: las células de Miller y
los astrocitos. La informacion se transmite en sentido vertical desde los
fotorreceptores hasta las células ganglionares cuyos axones forman el nervio
Optico que conduce la informacién visual hasta los centros superiores de
integracion. La retina es estratificada y tiene dos capas llamadas plexiforme
externa, donde se pasa la informacion de los fotorreceptores a las células
bipolares y plexiforme interna, en la que establecen sinapsis las células bipolares
con las ganglionares. Las células horizontales y amacrinas modulan la informacién
gue se transmite en las capas plexiforme externa e interna respectivamente. Estos
dos tipos celulares son interneuronas inhibidoras que emplean principalmente al
acido y-aminobutirico (GABA) y a la glicina como neurotransmisores (Rev Lépez-
Colomé, 1994; Rev L6pez-Colomé, 1998).

Los fotorreceptores se dividen en dos clases: los conos y los bastones. Los
conos se activan soélo con luz brillante e intensa; son los responsables de la vision
en color y se subdividen en tres tipos dependiendo el pigmento que poseen,
confiriéndoles cada uno de ellos la sensibilidad especifica a la luz de cierta
longitud de onda. Los bastones poseen un solo pigmento visual, la rodopsina y
son los responsables de la visibn en la oscuridad. En los fotorreceptores se

distinguen dos regiones: el segmento externo que contiene discos de membrana
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Introduccioén

formados, principalmente, por pigmentos fotosensibles, y el segmento interno, en
el que se localizan los organelos celulares asi como las terminales sinapticas que
conectan con las células bipolares y horizontales. En los conos y bastones se lleva
a cabo el fenomeno de la fototransduccion que es la transformacion de la energia
luminosa en energia quimica que se traduce en la liberacion de un
neurotransmisor de la terminal sinaptica.

Las células ganglionares son las Unicas neuronas de la retina que tienen
canales de Na* sensibles al voltaje y que, por tanto, transmiten su informacion a
larga distancia en forma de potenciales de accion. Los fotorreceptores, las células
bipolares, horizontales y amacrinas no poseen canales de Na' sensibles al voltaje,
y transmiten su informacion de manera pasiva a través de potenciales graduales;
sin embargo, la informacion alcanza la terminal sinaptica sin atenuarse debido a
gue sus procesos son muy cortos.

Las células gliales de la retina son los astrocitos, semejantes a los de otras
regiones del sistema nervioso, y la glia de Mdller, un tipo de glia radial que
interviene en el mantenimiento del ambiente i6nico, en interacciones metabdlicas,
en la barrera hematorretiniana y en la modulaciéon de la transmision sinaptica entre
las neuronas (Rev Lépez-Colomé, 1994; Rev Lopez-Colomé, 1998).

La retina del pollo y de las aves en general, tiene como Unico tipo de glia la
glia de Muller y, a diferencia de la retina de los mamiferos, no contiene astrocitos,
los principales participantes en la barrera hematorretiniana, dado que en estas
especies la retina es avascular, a diferencia de la de los mamiferos (Rodieck,
1973).

En cuanto al tipo de fotorreceptores, la retina de las aves pertenece al tipo 2
o Pleomorfica (Marc 1982). Las retinas de este tipo son particularmente ricas en
conos y presentan dos diferentes morfologias de conos llamadas conos simples y
conos dobles. Los conos dobles estan formados por dos conos funcionalmente
individuales, sujetos por adhesion intracelular, que sélo existen en este tipo de
retina. Otra caracteristica de las retinas pleomoérficas son las unidades en
mosaico, formadas por arreglos de pequefios grupos de conos en unidades
repetitivas (Marc, 1982).

Alejandro Parrales Briones 3



Introduccioén

Receptores de Glutamato

El L-glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el Sistema
Nervioso Central de los vertebrados y los efectos que puede provocar en las
células post-sinapticas son muy diversos. La gran variedad de acciones que son
consecuencia de la liberacion del glutamato en la hendidura sinaptica estan
mediadas por la diversidad de receptores presentes en las membranas neuronales
y la alta afinidad de los mismos por el glutamato. Los receptores de glutamato se
dividen en dos familias principales de acuerdo con su sistema de transduccién de
sefales: los ionotrépicos, forman un canal i6nico que permite el paso de cationes
a través de la membrana plasmatica, mientras que los metabotropicos estan
acoplados a proteinas G y activan vias de segundos mensajeros (Rev Michaelis,
1998; Rev Thoreson and Witkovsky, 1999).

Los receptores ionotropicos se subdividen en tres categorias de acuerdo
con su agonista preferente: los que son activados por a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionato (AMPA), los que tienen como agonista al kainato (KA) y los
sensibles a N-metil-D-aspartato (NMDA). Los receptores de las primeras dos
categorias se conocen como no-NMDA y su principal caracteristica es ser solo
permeables a cationes monovalentes, aunque ciertas combinaciones de
subunidades pueden permitir el paso de Ca** (Rev Lépez-Colomé, 1998). La
activacion de estos canales tiene como consecuencia la despolarizacion de la
membrana mediante la entrada de Na' y, a diferencia de los NMDA, su actividad
es independiente de voltaje. Genera una respuesta rapida pero de corta duracion.
Los receptores de tipo AMPA tienen como agonista preferente al AMPA pero
también responden al quiscualato (QA); sus antagonistas competitivos son el dietil
éster del glutamato (GDEE), la ciano-nitroquinoxalina (CNQX) vy la
dinitroquinoxalina (DNQX), mientras que los no competitivos son la toxina de la
arafia Joro (JSTX) y las 2,3-benzodiazepinas GYKI 52466 y GYKI 53655, siendo
estos dos ultimos compuestos inhibidores especificos de los receptores de AMPA.
Los receptores de KA tienen como agonista preferente al KA aunque también son

activados por el domoato y los acidos acromélicos A y B; los inhibidores CNQX y
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Introduccioén

DNQX también bloquean los receptores de KA (Rev Michaelis, 1998; Rev
Thoreson and Witkovsky, 1999).

Los receptores metabotrépicos de glutamato, los cuales estan acoplados a
proteinas unidas a GTP, poseen siete segmentos transmembranales y el sitio de
union especifica para el glutamato se localiza en el extremo amino terminal
extracelular (Rev Yang, 2004). Actualmente se reconocen ocho diferentes
subtipos, agrupados en tres grupos de acuerdo con la homologia de su secuencia,
su mecanismo de transduccion y sus agonistas selectivos (Rev Nakanishi et al.,
1998). Los receptores del primer grupo estan acoplados a la fosfolipasa C (PLC),
cuya activacion lleva a la formacion de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG) a partir de L-3-fosfatidilmioinositol-4,5-biofosfato (PIP,): el IP3 aumenta los
niveles de Ca®" intracelular mediante su liberacién del reticulo endoplasmico,
mientras que el DAG activa a la proteina cinasa C (PKC); el agonista mas potente
para este grupo es el quiscualato. Los receptores del segundo grupo activan a la
adenilil ciclasa (AC) y por lo tanto aumentan la sintesis de 3’5 -adenosin
monofosfato ciclico (CAMP), un importante mensajero intracelular; al parecer no
estan acoplados directamente a proteinas G y su agonista general es el trans-1-
aminociclopentano-1,3-dicarboxilato (ACPD). Un tercer grupo se caracteriza por
inhibir la actividad de la AC por medio de la interaccién directa con las proteinas G
sensibles a la toxina pertusis (PTX) y causar la disminucion en los niveles de
cAMP; su agonista mas potente es el L-2-amino-4-fosfonobutirato (2-AP4) (Rev
Michaelis, 1998; Rev Yang, 2004).

Receptor de NMDA

Los receptores del tipo NMDA, ademas de permitir el paso de cationes
monovalentes, son permeables al Ca?*. El receptor de NMDA provee una ruta
importante de entrada de Ca®", el cual puede interactuar con enzimas
intracelulares y juega un papel clave en las funciones neuronales tales como la
potenciacion a largo plazo y la regulacion génica (Rev Michaelis, 1998); su
respuesta es dependiente del voltaje y, por tanto, lenta y sostenida. EI complejo

del receptor de NMDA tiene seis sitios de regulacion especificos: el sitio de unién
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Introduccioén

para el L-glutamato, su agonista NMDA y sus antagonistas competitivos el &cido 2-
amino-7-fosfonoheptanoico (AP7) y el acido 2-amino-5-fosfonopentanoico (AP5);
un sitio alostérico positivo para glicina y su agonista D-serina; un sitio de unién
para un cation divalente en el interior del canal al que fisiolégicamente une el Mg?*
y que confiere al receptor la actividad dependiente de voltaje; otro sitio de union
para un catién divalente en el exterior del canal que funciona como modulador
positivo ocupado comunmente por el Zn?"; un sitio en el canal con el que
interactian los anestésicos disociativos fenilciclidina y ketamina ademas del 5-
metil-10,11-dehidro-5H diibenzo ciclohepten-5,10-imina (MK801) como inhibidores;
y un sitio alostérico intracelular al que se unen las poliaminas como la

espermidina, el cual se inhibe con ifenprodil (Rev Thoreson and Witkovsky, 1999).

a) Subunidades de los receptores NMDA

Los receptores de NMDA son proteinas hetero-oligoméricas formadas por
cuatro subunidades: dos subunidades NR1 en combinacién con al menos un tipo
de la subunidad NR2, mientras que la recientemente descrita NR3 puede unirse
con el complejo formado por NR1/NR2 y parece ser la responsable de regular su
funcién (Rev Thoreson and Witkovsky, 1999).

Se conocen ocho variantes postranscripcionales de la subunidad NR1 (a-h)
codificadas por un solo gen, y cuatro subtipos de la subunidad NR2 (A-D),
codificadas por cuatro genes distintos. Existen ademas dos variantes de NR3 (A'y
B) que son producto de dos genes distintos. La expresion diferencial de variantes
de NR1 por corte y empalme alternativo, la expresion de los distintos tipos de
NR2, asi como el ensamble del complejo del receptor tiene como consecuencia la
composicion regional especifica de los distintos receptores de NMDA en el
Sistema Nervioso, sus propiedades funcionales y la gama de respuestas
diferenciales al L-glutamato identificadas en los diferentes tipos neuronales y
periodos del desarrollo (Das et al.,, 1998; Herin and Aizenman, 2004; Rev
Michaelis, 1998). Las propiedades del receptor de NMDA mas afectadas por su
composicidon oligomérica son: la afinidad por ligandos exdgenos y endogenos, la

inhibicion por protones y el bloqueo por cationes divalentes. El tipo de
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Introduccioén

subunidades incluidas en los receptores del tipo NMDA afecta, asimismo, su
interaccidn con proteinas intracelulares con funcion metabdlica y estructural y por
lo tanto, su anclaje, estabilidad y permanencia en la membrana (Rev Cull-Candy et
al., 2001).

b) Subunidad NR1

Aunque la influencia del tipo de subunidad NR2 sobre las propiedades del
complejo del receptor de NMDA han sido méas estudiadas, las propiedades
producto de las distintas variantes de corte y empalme alternativo de NR1 influyen
de manera importante en la funcion del receptor. Un ejemplo de esto es la
sensibilidad al pH, que esta determinada por la presencia del exén 5 en el extremo
amino terminal de NR1. La presencia del exdn 5 genera que los receptores que
contienen estas isoformas no puedan ser inhibidos por el Zn* y tampoco
potenciados por poliaminas (Traynelis et al., 1998; Traynelis et al., 1995). Las
propiedades de inactivacion del receptor parecen relacionarse, asimismo, con la
presencia del exon 5 en esta subunidad (Rumbaugh et al., 2000).Los receptores
homomeéricos formados por subunidades NR1 forman un canal funcional cuyas
propiedades difieren de las observadas “in vivo” 0 en un receptor heteromérico;
principalmente, son menos sensibles al bloqueo del canal por el Mg**.

Otra propiedad importante relacionada con las subunidades NR1 es la
afinidad por el coagonista glicina, ya que las moléculas de este aminoacido se
unen a la subunidad NR1, mientras que el glutamato se une con alta afinidad a
NR2 (Anson et al., 1998; Anson et al., 2000; Kuryatov et al., 1994; Laube et al.,
1998).

c) Subunidad NR2

Los receptores homoméricos formados Unicamente por subunidades NR2
no son funcionales, sin embargo esta subunidad influye de forma importante en
algunas propiedades del receptor NMDA, como la afinidad por el glutamato y el
tiempo de decaimiento de la corriente post-sinaptica excitadora mediada por el
receptor de NMDA (Anson et al., 1998; Anson et al., 2000; Laube et al., 1998).
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Introduccioén

Las propiedades que se relacionan méas directamente con el tipo de
subunidad NR2 incluida el receptor de NMDA son la conductancia y el bloqueo por
Mg®* extracelular; los receptores que contienen NR2A o NR2B son mas sensibles
al bloqueo por Mg**, mientras que los receptores NMDA que contienen NR2C o
NR2D son menos sensibles al Mg?* extracelular (Rev Cull-Candy et al., 2001).

Las propiedades farmacoldgicas del receptor de NMDA también dependen
del tipo de subunidad NR2 contenida en el complejo. Estudios recientes
demuestran que existen numerosos agonistas y antagonistas que son selectivos
para la composicion del receptor, principalmente influidos por el tipo de NR2 que

contenga el receptor (Rev Cull-Candy et al., 2001).

d) Subunidad NR3

La subunidad NR3 fue identificada recientemente y parece regular la
funcién de los receptores de NMDA, ya que al unirse al complejo formado por NR1
y NR2, tiene efectos directos sobre la conductancia del receptor, afectando
principalmente la permeabilidad al Ca®* (Rev Cull-Candy et al., 2001).

d) Diferencias en la composicién oligdmerica del receptor de NMDA

Las subunidades que componen el receptor de NMDA varian en los
diferentes estadios del desarrollo embrionario. Los cambios en la expresion de los
distintos tipos de NR2 a lo largo del desarrollo del Sistema Nervioso Central
demuestran la importancia funcional que tienen los diferentes ensambles de
subunidades del receptor de NMDA. Estd bien establecido que en estados
tempranos del desarrollo embrionario (DE) las subunidades NR2B y NR2D se
expresan mas ampliamente en las regiones del cerebro, mientras que en estados
mas avanzados del DE predomina las expresion de NR2A y NR2C, lo cual se ha
propuesto como un mecanismo para el establecimiento de redes sinapticas
(inicialmente) y el posterior refinamiento en la comunicacion sinaptica (Rev Cull-
Candy et al., 2001).

La expresion diferencial de los subtipos de receptores NMDA no es

exclusiva de los distintos estados del desarrollo embrionario, ya que difiere entre
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las distintas areas del Sistema Nervioso asi como en distintas regiones de una
misma célula y se modifica en procesos como la plasticidad neuronal y la
Potenciacion a Largo Plazo (LTP). La composicion heteromérica (y por lo tanto su
funcidn) de los receptores NMDA varia tanto en el tiempo como en el espacio; mas
aun, se sabe que los receptores que contienen NR2B son mas permeables a Ca**
(requerido para proliferacion, crecimiento axonal, plasticidad, etc.) y predominan
en estadios tempranos del desarrollo, mientras que los receptores con NR2A son
menos permeables a Ca®* y se inactivan rapidamente, lo cual es consecuente con
la idea de que los receptores que contienen NR2A permiten una comunicacion
mas refinada y se localizan mayoritariamente en la regidn sinaptica (Cull-Candy et
al., 1998).

Caseinacinasa 2 (CK2)

La caseina cinasa 2 es una fosfotransferasa de serina y treonina
multifuncional, ampliamente conservada entre los organismos eucariontes, que
fosforila, preferentemente, a proteinas acidas como la caseina y la fosvitina. Una
propiedad sumamente importante y caracteristica de la CK2 es que puede utilizar
ATP, ademas de GTP como donadores de fosfato, lo cual permite distinguirla de la
caseina cinasa | y de la mayoria de las cinasas (Rev Blanquet, 2000; Rev Pinna,
1990; Sarno et al., 2002).

La CK2 es una enzima oligomérica de peso molecular entre 130 y 150 kDa,
formada por cuatro subunidades llamadas o, o’, B y B’, producto de cuatro genes
distintos con un alto grado de conservacion evolutiva. Las subunidades o son
cataliticas y tienen una actividad constitutiva alta, mientras que las B no son
activas y regulan la actividad de las subunidades o por medio de la
autofosforilacion de la holoenzima, ademas de que confieren especificidad a la
subunidad o, v estabilidad al complejo enzimatico (Rev Blanquet, 2000).

En la actualidad se conocen mas de 200 proteinas blanco para la
fosforilacién por CK2, implicadas en una amplia variedad de funciones celulares.
La actividad de la CK2 se considera vital para la célula, por lo que la visién general
en torno a esta enzima es que siempre estd activa. La CK2 se localiza
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predominantemente en el nudcleo, aunque también se ha identificado en el
citoplasma. Su localizacion nuclear y su elevada concentracion en células
desdiferenciadas y tumorales sugiere una funcion importante de esta cinasa en la
proliferacion celular. La funcién de la CK2 se inhibe especificamente por la
heparina y el 2,3-difosfoglicerato (Rev Blanquet, 2000; Sarno et al., 2002).

La CK2 es mas abundante en el tejido nervioso que en cualquier otro tejido
y su ubicacién dentro de las neuronas va desde el nucleo hasta la terminal
sinptica por lo que se ha sugerido que tiene importantes implicaciones en el
desarrollo del sistema nervioso, la plasticidad neuronal, la transmision sinaptica y
la sobrevivencia. La estimulacion por las neurotrofinas sobre la CK2, nuevamente
sugiere gue esta cinasa juega un papel muy importante en el sistema nervioso. La
fosforilacién de otras cinasas de gran importancia en sistema nervioso como la
PKC y la PKA por la CK2 sugiere que, de manera indirecta, podria estar implicada
en la regulacion de la neurotransmision y potenciacion a largo plazo.

Recientemente se ha observado que la liberacion de Ca®** de
compartimentos intracelulares favorece la activacion de la CK2; aunque aun no se
conoce el mecanismo, esto sugiere que variaciones de la concentracion
intracelular de Ca®" podrian determinar una compartimentalizacién y un control
microambiental de la actividad de la CK2 (Rev Blanquet, 2000).

Una prueba méas de que la CK2 tiene gran importancia en el sistema
nervioso es su capacidad para regular la transmisidn sinaptica mediante la
fosforilacion de receptores ionotropicos. La fosforilacién por la CK2 potencia la
actividad de los receptores de NMDA, y aumenta el tiempo de apertura del canal
mediante la inhibicion de la calcineurina, la principal enzima implicada en la
desfosforilacion del receptor (Lieberman and Mody, 1999). Asimismo la CK2
puede regular la funcion de los canales de K' del subtipo Kv3.1 y potencia la
amplitud y disminuye el rango de desensibilizacion en la respuesta del
receptor-canal de serotonina (5-HT3R) (Jones and Yakel, 2003; Macica and
Kaczmarek, 2001).

Especial interés ha recibido la participaciéon de la CK2 en la regulacién de

proteinas elemanntales en el control del ciclo celular y los ritmos circadianos, en
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los que la retina juega un papel sumamente importante en la entrada de la
informacion externa hacia el reloj maestro que, a pesar de presentar oscilaciones
enddgenas, requiere de informacion externa (generalmente luz) para sincronizar el
reloj interno con los ciclos ambientales y mantener el funcionamiento correcto del
reloj.

Al respecto, se ha demostrado la gran importancia de la CK2 en el
mantenimiento de los ritmos circadianos en varias especies. Se ha sugerido que la
CK2 puede actuar en el citoplasma y en el ndcleo y que su participacion en el
mantenimiento de los ritmos circadianos se lleva a cabo a través de la fosforilacion
de factores de transcripcion claves para el reloj, lo que podria promover su

translocacién al ndcleo y la permanencia en el mismo (Akten et al., 2003).

Sistemas de sefialamiento intracelular acoplados al receptor NMDA

La activacion del receptor de NMDA tiene una gran cantidad de efectos
diversos debido no sélo a la entrada de Ca** a través del canal sino también a la
activacion de varios sistemas de sefalamiento intracelular, acoplados al receptor
mediante la interaccidn con un gran numero de proteinas. Alrededor de 70
proteinas han sido relacionadas con el receptor de NMDA (Husi et al., 2000), entre
las cuales se cuentan subunidades de otros receptores, proteinas que forman
parte de vias de sefialamiento intracelular o proteinas de anclaje a la membrana,
asi como adaptadores al citoesqueleto.

Las interacciones del receptor de NMDA con proteinas de anclaje y
sefialamiento en el interior de la célula se establecen mediante el extremo
carboxilo terminal que se localiza en el compartimiento intracelular de la
membrana en todas las subunidades que conforman este receptor. Algunas de
estas interacciones son a través de dominios PDZ (PSD95/Discs large/Zona
occludens-1(Husi et al., 2000).

Entre las proteinas que interactian directamente con el receptor NMDA a
través de los dominios PDZ se conocen PSD-95 (densidad post-sinaptica 95),
PSD-93 y SAP102 (proteina asociada a la sinapsis con peso molecular de 102

KDa). PSD-95, PSD-93 y SAP102 se unen directamente a secuencias especificas
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en el extremo carboxilo terminal de la subunidad NR2 que pueden interactuar con
los dominios PDZ y reciben el nombre de ligandos PDZ. Esto permite la
intervencion de las proteinas de la familia PSD-95 en la regulacion del trafico del
receptor NMDA, su localizacion, la potenciacion de su expresion en la superficie
de la membrana y la inhibicién de su internalizacién, lo que favorece el anclaje del
receptor en la membrana plasmatica (Chung et. al.,2004); ademas, son
responsables de llevar a la proximidad del receptor una importante cantidad de
proteinas implicadas en rutas de segundos mensajeros (cinasas, fosfatasas y
GTPasas;(Husi et al., 2000).

Una de las vias acopladas al receptor de NMDA que mas atencion ha
recibido en los ultimos afios es la de Ras y sus efectores, los componentes de la
via de las MAPK (cinasa de proteinas activadas por mitogenos), los cuales estan
implicados en el control de la embriogénesis, diferenciacion y proliferacion celular,
asi como apoptosis. Ademas de la via de las MAPKs existen otras vias de
segundos mensajeros que estan acopladas a la activacion del receptor NMDA,
entre las que destacan cinasas de Serina/Treonina como la PKA (proteina cinasa
A), PKC (proteina cinasa C), CamKIl (cinasa dependiente de Ca2+-Calmodulina
II), asi como la cinasa de Tirosina Src (Husi et al., 2000; Rev Pearson et al., 2001);
fosfatasas como la Calcineurina y las fosfatasas 1 y 2A (PPl y PP2A); la
produccion de Oxido Nitrico debido a la activacion de la NOS (sintasa del oxido
nitrico) y la regulacion de factores transcripcionales como CREB (proteina de
unioén al elemento de respuesta cAMP; (Rev Hardingham and Bading, 2003; Husi
et al., 2000; Rev Pearson et al., 2001; Rameau et al., 2003).

Secuencia consenso de reconocimiento parala CK2 en el receptor NMDA
Una de las interacciones de mayor importancia del receptor NMDA es la
gue tiene con PSD-95. Sorpresivamente, esta interaccién estd mediada por la
CK2, una cinasa que hasta hace poco tiempo no se relacionaba directamente con
el complejo del receptor. La subunidad NR2B tiene una secuencia consenso de
reconocimiento para la CK2, la cual promueve la fosforilacion de la serina 1480 de

NR2 por CK2. La serina 1480 se ubica en la regién del ligando PDZ del extremo
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carboxilo terminal de NR2. La fosforilacion en la serina 1480 evita la union del
dominio PDZ de las proteinas de la familia de PSD-95 con el ligando PDZ de
NR2B. Dado que la interaccion entre PSD95 y NR2B inhibe la internalizacion del
receptor NMDA, la fosforilacion de la serina 1480 de la subunidad NR2B promueve
la internalizacion de los receptores NMDA. Esta secuencia constituye el primer
sitio de fosforilacion descrito para la CK2 dentro de las subunidades del receptor
NMDA (Chung et al., 2004).

Recientemente, nuestro grupo ha identificado la expresion de una nueva
variante de empalme alternativo de la subunidad NR1 del receptor de NMDA en la
retina de pollo, que contiene una secuencia consenso de reconocimiento para la
CK2, formada por seis aminoacidos (EETSEH (Lee-Rivera et al., 2003). Estudios
anteriores han demostrado que la CK2 puede fosforilar al receptor de NMDA en el
hipocampo de rata y de esta manera potenciar el tiempo de apertura del canal
(Lieberman and Mody, 1999).

La evidencia descrita anteriormente permite proponer la existencia, en la
retina, de nuevos mecanismos de transduccion de sefiales acoplados al receptor

NMDA, que no han sido descritos en otras regiones del Sistema Nervioso.

Alejandro Parrales Briones 13



Objetivo

Objetivo

La heterogeneidad de los receptores sinapticos existentes en la retina juega
un papel preponderante en la generacion y mantenimiento de las funciones de las
neuronas; entre ellos, los receptores NMDA juegan un papel fundamental debido a
que el glutamato es el principal neurotransmisor excitador empleado por las
neuronas en el SNC. Los receptores de NMDA son fundamentales tanto durante el
desarrollo del sistema visual como en el procesamiento de la informacion visual en
la retina diferenciada. Los receptores de NMDA son proteinas hetero-oligoméricas
formadas por distintos tipos de las subunidades NR1, NR2 y NR3. La inclusién de
los distintos subtipos de subunidades puede afectar las propiedades del receptor,
asi como la interaccion de éste con distintas proteinas intracelulares que regulan
su localizacion, anclaje y mantenimiento en la membrana celular.

Recientemente en nuestro laboratorio se identifico un variante de empalme
alternativo que contiene un casette (C3) con una secuencia consenso para la CK2
que es expresada en la retina de pollo, la cual no esta presente en el ratén ni en
ningin otro mamifero. Dicha secuencia consenso esta formada por seis
aminoécidos (EETSEH).

La CK2 es una cinasa de serinal/treonina altamente conservada en
organismos eucariontes que puede usar ATP y GTP como donadores de fosfato.
La CK2 es altamente expresada en el SNC y puede fosforilar la subunidad NR2
del receptor de NMDA afectando el trafico y expresiéon en la membrana del
receptor. La CK2 esta implicada en distintos fendmenos tales como los ritmos
circadianos, en los que la retina tiene un papel central debido a que es el nexo
entre la sefal externa (fética principalmente) y el reloj circadiano maestro.

La presencia de esta secuencia consenso para la CK2 en el extremo CT de
la subunidad NR1 difiere de lo previamente descrito en el CNS y sus implicaciones
fisiologicas son desconocidas. Es posible que esta secuencia recientemente
descrita este implicada en una via no descrita previamente, la cual regule de
manera circadiana la transduccion de la informacion fética de la retina al CNS

dependiente de los receptores NMDA.
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Por todo lo anterior es importante determinar si la secuencia consenso para
CK2 presente en el extremo CT de la subunidad NR1 del receptor NMDA delimita
un sitio de fosforilacion y, de ser asi, que repercusiones podria tener dicha
fosforilacion en las propiedades del receptor; es por esto que el objetivo de este
trabajo fue:
Desarrollar un modelo que permita evaluar si, en condiciones
fisioldgicas, existe una relaciéon funcional entre la Caseina Cinasa 2 (CK2) y
la secuencia consenso para reconocimiento de esta cinasa incluida en el
extremo carboxilo terminal de la subunidad NR1 en el receptor NMDA de la

retina de pollo.
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Materiales y métodos

Extraccion de ARN de células de retina de pollo

Para la extraccion del ARN total se utilizé Trizol (Invitrogen) de acuerdo con
las especificaciones del fabricante. Se extrajo la retina de pollos de tres dias post-
eclosion y se coloc6 en un homogenizador con Trizol. Se recolectd el
homogenizado de las retinas y se proces6 de acuerdo con el protocolo del

fabricante. El ARN se almacend a -70 °C hasta su uso.

RT-PCR de las variantes de NR1

La retrotranscripcion de las variantes del extremo carboxilo terminal (CT) de
NR1 se realizé utilizando hexdmeros de nucleotidos al azar. EI ARN total se
incubd con los hexameros a 80 °C durante 10 minutos y la sintesis del ADN copia
se realizé con 100 Unidades de la transcriptasa reversa del Virus de Leucemia
Murina de Moloney (MMLV-RT, Invitrogen), 1mM de cada dNTP, 10 U de inhibidor
de RNAsas (RNAse out, Invitrogen) vy el buffer recomendado por el fabricante
(Tris-HCI 50 mM, pH 8.3, KCI 75 mM, MgCl, 3 mM, ditiotreitol 10 mM, DTT); todo
esto se incubo por 60 minutos a 42 °C. La MMLV-RT se inactivo incubando la
reaccion a 75 °C por 15 minutos. Después de la sintesis del ADN copia las
muestras se incubaron a 37 °C por 30 minutos con 0.2 U de RNAsa H (Invitrogen).
El ADN copia producto de la reaccion se utilizé para llevar a cabo la PCR con los
oligonucleotidos  especificos para el extremo CT de NR1 (5-
GAUGGAUGGCAGUACGUCAG-3' y 5-CTTGGGTGAGGTATCAGGAGTG-3). Para la
reaccion de PCR se utilizé 2.5 U de Taq Polimerasa recombinante (Invitrogen), 0.4
mM de cada oligonucleotido, 0.4 mM de cada dNTP, 1.66 mM de MgCl, y el buffer
recomendado por el fabricante (Tris-HCI 20 mM, pH 8.4, KCI 50 mM). Para la
amplificacion las muestras se sometieron a 94 °C, 2 minutos y posteriormente a 35
ciclos con el protocolo siguiente: 94 °C, 30 segundos; 56 °C, 30 segundos y 72 °C,

45 segundos y finalmente a una elongacién de 10 minutos a 72 °C.
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Separacion, extraccion y purificacion de los productos de PCR.

Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa y las variantes se
cortaron, se extrajeron del gel y se purificaron con el Kit Il Geneclean (Q-Biogen)
de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Las variantes del extremo CT

de NR1 se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Ligaciones y construcciones.

El vector seleccionado para la clonacion de las variantes del extremo
carboxilo terminal fue pGEM-T Easy Vector Systems (Promega, figura 1A). La
ligacién del vector y las variantes del extremo CT de NR1 se llevé a cabo segun
las indicaciones del fabricante. Las dos variantes de expresion mostradas en la
figura 2B fueron seleccionadas para ser clonadas. Las construcciones se
almacenaron a -20 °C hasta su uso. Posteriormente los insertos (CT de NR1) se
extrajeron del vector pGEM mediante una digestién con la enzima de restriccion
Not | (Invitrogen). La digestion se hizo segun el protocolo del fabricante. Los
insertos se separaron en un gel de agarosa y se purificaron con el Kit Il
Geneclean (Q-Biogen). Los insertos se clonaron posteriormente en el vector
PcDNA4 His Max (Invitrogene, figura 1B). Las construcciones se almacenaron a -

20 °C hasta su uso.

PGEM*-T Easy
Vector
(3015bp)

Fig. 1. Mapas de los vectores usados para clonar las variantes del extremo
carboxilo terminal de la subunidad NR1. En los mapas se muestran las enzimas
de restriccion utilizadas para extraer el inserto del vector pGEM y clonarlo en el

vector PCDNA (recuadros rojos).
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20 21 7] |

Yl C3 [@7] 480bp NR1C3
20 C2 440hn NR1C2

Fig. 2. Variantes de Expresién del extremo Carboxilo Terminal de la
Subunidad NR1 clonadas en el vector PcDNA4. A. Cassettes presentes en la
region que codifica para la subunidad NR1 en el ADN de pollo. B. Variantes

clonadas en el vector PcDNA4 en este trabajo.

Transformacion y amplificacion de las construcciones

La transformacion de las bacterias competentes Escherichia coli de la cepa
DH5a con las construcciones se llevo a cabo por choque térmico (20 segundos a
42 °C y 2 minutos 4 °C). Las bacterias transformadas se incubaron en medio
Luria-Bertani liquido (LB Lenox, Invitrogen) durante 60 minutos a 37 °C con
movimiento constante. Posteriormente las bacterias se incubaron en placas de
medio LB solido (Invitrogen) con ampicilina (50ug/ml) durante 14 horas a 37 °C.
Las colonias resultantes se sometieron a PCR de colonia y se eligieron las
colonias positivas para las variantes del extremo CT de NR1. Las colonias
positivas se incubaron con movimiento constante en medio liquido LB (50 ml) con
ampicilina (50ug/ml) durante 14 horas a 37 °C, y se extrajeron las construcciones
de las bacterias con el paquete Plasmid Purification Kit 25 (Quiagen). Las
construcciones purificadas se alicuotaron y almacenaron a -20 °C para su uso

posterior.

PCR de colonia

Las colonias resultantes de las transformaciones se subcultivaron en medio
LB liquido y se tom¢ una alicuota (0.5 ml), de la cual se aislaron las bacterias por
centrifugacion. Las bacterias se resuspendieron en agua (0.1 ml) y se hirvieron
por 1 minuto, posteriormente las muestras fueron sometidas a 4 °C durante 2

minutos, esto se repitid en tres ocasiones y la solucion resultante fue utilizada
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como sustrato para PCR. La PCR se hizo de acuerdo con el protocolo de

amplificacion de las variantes del extremo CT de NR1, descrito anteriormente.

Cultivo de células HEK293

Se cultivaron células de la linea HEK293 (ATCC) en placas de cultivo
multipozos de 6 (Corning) con Dubelco’s Modified Eagle Médium (D-MEM,
Invitrogen), complementado con 10 % de suero fetal bovino (GibcoBRL),
Gentamicina (0.25%), PNS (0.25%) y Nistatina (0.1%) a 37°C y 5% de CO..

Transfeccién y expresion de las proteinas de fusion Xpress-NR1CT

Las construcciones (PcDNA4-NR1CT) se transfectaron en células HEK293
con Lipofectamina Plus (GibcoBRL) de acuerdo con las indicaciones del
fabricante. Después de la transfeccidn las células se incubaron durante 48 hrs. a
37°C con 5% de CO..

La expresion del mensajero de las proteinas de fusion Xpress-NR1C2 y
Xpress-NR1C3 se observo por medio de la técnica de RT-PCR. Se extrajo el ARN
total de las células HEK293 transfectadas y no tratadas (control) usando Trizol
(Invitrogen). La retrotranscripcién de los mensajeros de las proteinas de fusion se
realiz6 con el protocolo utilizado para la retrotranscripcion de las variantes del
extremo Carboxilo Terminal de la subunidad NR1. Después de la obtencién del
ADN copia de las proteinas de fusion, se llevé a cabo la PCR con el protocolo de
amplificacion ya descrito para las variantes del extremo NR1CT.

La expresion de las proteinas de fusién Xpress-NR1C2 y Xpress-NR1C3 en
las células HEK293 se demostrd por Western Blot. Las células se lisaron en buffer
de lisis (Tris-HCI 50mM; pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, Triton X-100 al 1%,
Chaps al 1%, sulfato dodecil de sodio al 0.1%, NP-40 al 0.5% y Albumina de
suero bovino 0.1%) y se cuantific la proteina por el método de Bradford. Para
cada muestra se tomaron 2 ug de proteina y se les agrego buffer Laemmli (Tris-
HCI 0.75 mM; pH 8.8, SDS al 5%, glicerol al 20% y Azul de bromofenol al 0.01%),
posteriormente se hirvieron 5 minutos y se separaron por electroforesis en gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15 % seguida de electrotransferencia de la proteina
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a membranas de PVDF (Hybond-P, Amersham). La union inespecifica de los
anticuerpos se bloque6 con una solucion de leche al 5 % en PBS-T (NaCl 137
mM, KCIl 2.7 mM, Na;HPO4 4.3 mM, KH,PO4 1.47 mM; pH 7.4, Tween 20 al
0.05%) por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente la membrana
conteniendo la proteina se incub6 con el anticuerpo primario diluido en solucién de
bloqueo (dilucién 1:1000) (anti-Xpress, Invitrogen) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después de 3 lavados con PBS-T la membrana se incubd por 1 hora
con un anticuerpo anti-lgG de ratén acoplado a Peroxidasa de rdbano (HRP,
Zymed). La membrana se lavo tres ocasiones con PBS-T. Para el revelado se
utilizé sustrato quimioluminiscente para la Peroxidasa de rabano (Immobilon
Western, Millipore) finalmente las membranas se expusieron a pelicula fotografica
(Kodak) y se proceso su revelado.

Expresion de CK2 en células HEK293.

La expresion de CK2 en células HEK293 se verificd por medio de la técnica
de inmunodeteccion (Western Blot), utilizando la misma membrana con la que se
demostro la expresion de las proteinas de fusion Xpress-NR1CT. El bloqueo de la
union inespecifica de los anticuerpos se realizé con leche 5 % en TBS-T (Tris-HCI
20mM, pH 7.5; NaCl 50 mM, Twenn 20 al 0.05%). Después del bloqueo se diluyd
el anticuerpo primario (1:2000) (anti-CK2a, Zymed) en solucion de bloqueo y se
incubd por 1 hora a temperatura ambiente. La membrana se lavo tres veces y se
incubd a temperatura ambiente con un anticuerpo anti-lgG de conejo acoplado a
Peroxidasa de rabano (HRP, Zymed). Después de lavar la membrana en 5

ocasiones con TBS-T se revelé de acuerdo al protocolo descrito anteriormente.

Inmunoprecipitacion y coinmunoprecipitacion

Las células HEK293 transfectadas se lisaron con el buffer RIPA (Tris-HCI
50mM; pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NP-40 al 1%, Deoxicolato 0.5%, SDS
al 0.1%). Posteriormente, se llevo a cabo la inmunoprecipitacién. Para prevenir
pegado inespecifico, las muestras se incubaron con perlas acopladas a proteina A

Sefarosa (Immunoprecipitated Stater Pack; Amersham) a 4 °C con agitacion
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constante durante 1 hr. Para formar los complejos inmunes se incubé el anticuerpo
correspondiente (dilucién 1:500) con las perlas en buffer de lisis durante 1 hora a 4
°C con agitacién constante. Para la inmunoprecipitaciéon los compejos inmunes y
las muestras se incubaron en buffer de lisis durante 3 horas a 4 °C con agitacion
constante. Después del tiempo de inmunoprecipitacion las perlas se lavaron 3
veces en buffer de lisis y se agregd a las muestras buffer Laemmli antes de
hervirlas durante 5 min. Las proteinas inmunoprecipitadas y coinmunoprecipitadas
se detectaron por Western Blot de acuerdo al protocolo descrito anteriormente

para cada proteina.

Ensayo de fosforilacion de las proteinas de fusion Xpress-NR1CT por CK2

Las células HEK293 transfectadas con las construcciones (PcCDNA4-C2 y
PcDNA4-C3) y las no tratadas (control) fueron homogenizadas en buffer de lisis y
se cuantificd la concentracion de proteina total por la técnica de Bradford. Para
observar la fosforilacion de las proteinas de fusion Xpress-NR1CT se tomaron 2
mg de proteina total y se les agrego buffer de cinasas (Hepes 20 mM, MgCl 10
mM, DTT 1 mM, EGTA 0.5 mM, ATP 40 uM; pH 7.4) complementado con 1 uCi
por tubo de [y**P] ATP (Perkin Elmer Life and Analytical Science). Las muestras se
incubaron por 20 minutos a 30 °C para permitir la activaciéon de la CK2. La
reaccion fue detenida agregando buffer Laemmli y las muestras se hirvieron por 5
minutos. Como control positivo de la actividad de CK2 se observo la fosforilacion
de la subunidad NR2B proveniente de Hipocampo de rata (Chung et al., 2004).
Posteriormente las muestras se separaron por electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15% (para las proteinas Xpress-NR1CT) y al 6.5%
(para NR2B) seguida de electrotransferencia a membranas de PVDF. Las

membranas fueron expuestas a pelicula fotogréafica y se procesé su revelado.

Inmunodeteccién de NR1 y NR2B

Para la deteccion de NR1 y NR2B se bloqued el pegado inespecifico con
una solucién de leche al 5% en TBS, posteriormente el anticuerpo primario
(dilucién 1:1000 y 1:200, respectivamente) (anti-NR1 y anti-NR2B, Zymed) se
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incubd durante 3 horas a temperatura ambiente en una solucion de leche al 5% en
TBS-T, seguido de cinco lavados con TBS-T y se incubd 1 hora con el anticuerpo
secundario (dilucion 1:2000 y 1:400, respectivamente) (anti-ratén y anti-conejo,
Zymed) acoplado a Peroxidasa. El revelado se hizo con sustrato

guimioluminescente para la Peroxidasa (Millipore).
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1. Obtencidn de las variantes de expresion del extremo CT de NR1
Variantes de expresion del extremo CT de NR1

La amplificacién de las variantes de expresion del extremo CT de NR1
mostré tres isoformas, las cuales son resultantes de empalme alternativo de los
cassettes 20, 21, C3y C2 (figura 3).

A. B.

20
—~

; - -
-

20 121 [C2/
20 o7 480bp
20 C2 440hn

1 2 3 4

Fig. 3. Variantes de expresiéon del extremo Carboxilo Terminal de la
Subunidad NR1. A. Productos de RT-PCR para el extremo CT de NR1 a partir de
ARN total de retina de pollo (1, marcador de peso molecular de 100 pb; 2, NR1 de

pato como control positivo; 3 y 4, productos de RT-PCR). B. Esquema de los
cassettes presentes en el gen que codifica para el CT de NR1 de pollo (arriba) y
de las variantes expresadas en la retina de pollo (abajo). P Banda correspondiente
a 600 pb.

Variantes de expresion ligadas al vector pGEM

Las variantes de expresion del extremo CT fueron aisladas y dos fueron
seleccionadas para ser clonadas (figuras 2B y 4, carriles 3 y 4). Las variantes
fueron clonadas en el vector pGEM (figura 4, carril 2), el cual es un plasmido
disefiado para clonar productos de PCR, dicha clonacion se hizo debido a que no
existen dianas para enzimas de restriccion dentro de las variantes del extremo CT

que permitieran llevar a cabo la clonacion en el vector PcDNA4. La clonacién en
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dicho vector permitié adicionar dianas para la enzima de restriccion Not | que

flanquearan las variantes de expresion.

Fig. 4. Variantes de expresion del extremo
Carboxilo Terminal de NR1 aisladas. Se observa
el marcador de peso molecular de 1Kb (1), el
vector pGEM (2) y las dos variantes de expresion
seleccionadas para ser clonadas, C2 de 440 pb (3)
y C3 de 480 pb (4). » Banda correspondiente
3000 pb.

La ligacion de las variantes de expresion del extremo CT de NR1 y el vector
fue comprobada mediante PCR de colonia en la que se observé la amplificacion

de los fragmentos insertados en el vector (figura 5).

Fig. 5. Variantes de expresion del extremo Carboxilo Terminal de la
Subunidad NR1 clonadas en el vector pGEM . Productos de PCR de colonias
transformadas con el producto de la ligacién entre el vector pGEM vy la variante de
expresion C3. (1, marcador de peso molecular de 100 pb; 2 control positivo; 3-8
productos de PCR de distintas colonias). p» Banda correspondiente a 600 pb.
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Liberacion de los insertos del vector pGEM
Los plasmidos que resultaron positivos para la amplificacion por PCR de
colonia fueron aislados y purificados, posteriormente los insertos fueron liberados

mediante la digestion con la enzima de restriccion Not | (figura 6).

Vector nGEM vacio

» A

Insertos NR1CT

LT

f
{

v
4

]
|

1 2 3
Fig. 6. Variantes de expresion del extremo Carboxilo Terminal de la Subunidad

NR1 liberadas del vector pGEM. Se observan los insertos C2 (2) y C3 (3)
flanqueados por dianas para la enzima de restriccion Not | (abajo) y el vector pGEM
vacio (1, peso molecular de 100 pb). P> Banda correspondiente a 600 pb.

2. Construccion de los plasmidos PcDNA4-C2 y PcDNA-C3
Apertura y linearizacion del vector PcDNA4

Con la finalidad de preparar el vector PcCDNA4 para la clonacion de los
insertos se digiri6 con la enzima Not | lo que permitié abrir el vector y generar

extremos cohesivos concordantes con los extremos de los insertos (figura 7).
B.
v Digestion
5...GCGGCCGC...3' _> 5...GC GGCCGC...3’
3...CGCCGELE...5 3'...CGCCGG CG...5

VECTOR INSERTO VECTOR
5...GC GGCCGC........ GC GGCCGC...3
3'...CGCCGG CG........ CGCCGG CG...%

1 2 3 4 5

Fig. 7. Vector PcDNAA4 linearizado. A. Se observan el marcador de peso molecular
de 100 pb y 1 Kb (1 y 5, respectivamente), el vector PcCDNA4 A (2), PcDNA4 B (3),
PcDNA4 C (4). B. Esquema de la digestion con Not | (arriba) y de los extremos
cohesivos del vector y del inserto (abajo); (A) sitio de corte. P> Banda
correspondiente a 600 pb.
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Extraccion y andlisis de las construcciones

Los insertos liberados del vector pGEM y el vector PcDNA4 digerido se
ligaron y se extrajo el plasmido de las bacterias transformadas con el producto de
dicha ligacion. Con la finalidad de observar un retraso debido a la inclusion de los
insertos en el plasmido extraido, se corrié en un gel de agarosa al 1% usando
como control el vector vacio (figura 8A). Posteriormente los plasmidos que
presentaron retraso en el gel se sometieron a digestién con la enzima Apa | (figura
8B), la cual tiene so6lo un sitio de corte dentro del plasmido. La digestion con Apa |

permitié observar con mayor claridad los plasmidos que contenian el inserto.

A. B.

123 456 7 8 910111213
1 2 3 45 6 7 8 9

Fig. 8. Plasmidos conteniendo el inserto. A. Se observan los plasmidos
extraidos de las bacterias transformadas con la ligacion PcCDNA4-NR1CT (2-9) y el
vector PcDNA4 vacio (control, 1). B. Plasmidos extraidos (3-13), vector vacio
(control, 2) digeridos con Apa | y marcador de peso molecular de 1 Kb (1). Los

plasmidos 10 y 13 presentan retraso en el gel por la presencia del inserto.

Los plasmidos que contenian el inserto se sometieron a la digestion con la
enzima Sma | que tiene 3 sitios de corte en el vector PcDNA4 y 1 en el inserto
NR1CT (figura 9B), esta digestion permitié corroborar que el retraso en el gel
correspondia a la presencia del inserto y conocer la orientacion de los insertos
presentes en los plasmidos.

Los productos de las digestiones se corrieron en un gel de agarosa al 1.5%

y se analiz6 el tamafio de los fragmentos producto de la digestion (figura 9A).
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Fig. 9. Digestién de los plasmidos con la enzima Sma |. La presencia y la

orientacioén de los insertos se determiné debido al tamafio de los fragmentos en los

que son cortados los plasmidos. A. Se observan los marcadores de peso

molecular de 1 Kb (1) y de 100 pb (9 y 14) y los plasmidos extraidos (2-8 y 10-13).

B. Esquema del patrén de corte esperado para los plasmidos. P> Banda

correspondiente a 1500 pb. <«Banda correspondiente a 600 pb.

El analisis de los fragmentos producto de la digestion de los plasmidos
mostré la existencia de construcciones con el inserto en orientacidbn correcta
(figura 9A). Se eligi6 un plasmido por cada construccién (PcDNA4 A, B, C-
NR1CT). Los plasmidos elegidos fueron secuenciados y las secuencias obtenidas
fueron comparadas con la secuencia de la subunidad NR1 del receptor NMDA de
pollo (Genebank, numero de acceso NM_206979), dicha comparacion mostrd que
los plasmidos tenian los insertos sin mutaciones y se eligieron los dos plasmidos
que presentaban el marco de lectura correcto para generar las proteinas de fusion
Xpress-NR1C2 y Xpress-NR1C3.

3. Expresion de las proteinas de fusion Xpress-NR1CT en células HEK293
Las células HEK293 expresan CK2 y no expresan NR1

La inmunodeteccion de la subunidad NR1 del receptor NMDA en células de
la linea HEK293 demostr0 que no expresan esta proteina, sin embargo, si

expresan la proteina CK2 (figura 10).
CP HEK

Fig. 10 Las células HEK293 expresan CK2 y no _
expresan NR1. Se observa la deteccién de NR1 en el 4
cerebro de pollo (CP) y no en células HEK293 (HEK) | =
(arriba). Deteccién de CK2 en CP y en HEK (abajo).

CK2
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Transfeccion de las construcciones en células HEK293

Los plasmidos elegidos con base en la secuenciacion fueron transfectados
en células de la linea HEK293 (figura 12A) y se utiliz6 como reportero para la
transfeccion el vector PadTRACK (Clontech), el cual codifica para la proteina
verde fluorescente (Green Florescein Protein, GFP) y posee el mismo promotor

gue el vector PcCDNAA4.

Ean

Fig. 11. Vector PadTRACK. EIl vector
PadTRACK tiene el promotor del CMV

(cytomegalovirus), mismo promotor del

pAdTrack

8320bp vector PcDNA4, ademas de contener el

& gque expresa la proteina verde

fluorescente (GFP).

Las células transfectadas se incubaron durante 48 horas y posteriormente
se observaron al microscopio para corroborar la eficiencia de transfeccion por

medio de la expresion de la GFP (figura 12B).
A. B.

Fig. 12. Eficiencia de transfeccién en células HEK293. La eficiencia de
transfeccion se observd mediante la expresiébn de GFP. Células HEK293
transfectadas con el vector PadTRACK vacio observadas en microscopia de

campo claro (A, 10x) y en microscopia de fluorescencia (B, 10x).
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Expresion de las proteinas de fusion Xpress-NR1CT

La expresion de las proteinas de fusion Xpress-NR1C2 y Xpress-NR1C3
fue comprobada por medio de la inmunodeteccion del epitope Xpress (D, L, Y, D,
D, D, D y K; Invitrogen). La inmunodeteccion de dos proteinas de 15 KDa
demuestra la presencia de las proteinas Xpress-NR1C2 y Xpress-NR1C3 (figura

13). Control T

© .- z 4= Xpress-NR1C2

- I,.
s 4= Xpress-NR1C3

Fig. 13. Expresion de las proteinas de fusion Xpress-NR1C2 y Xpress-NR1C3
en células HEK293. Se observa la inmunodeteccién de las proteinas de fusion
Xpress-NR1C2 y Xpress-NR1C3 en células HEK293 sin transfectar (control) y
transfectadas (T) con las construcciones PcDNA4-NR1C2 (arriba) y PcDNA4-
NR1C3 (abajo).

4. Analisis de la interaccion entre la secuencia consenso en el cassette C3
de la subunidad NR1y la CK2
Inmunoprecipitacion de las proteinas de fusion Xpress-NR1CT

Las proteinas de fusiobn Xpress-NR1C2 y Xpress-NR1C3 se
inmunoprecipitaron y se hizo la inmunodeteccion de las proteinas precipitadas. La
deteccion del epitope Xpress en las células transfectadas con los plasmidos
PcDNA4-NR1C2 y PcDNA4-NR1C3 corrobora su expresion en las células HEK293

y demuestra la eficacia de la inmunoprecipitacion (figura 14).

Control T

ot | ¢——— Xpress-NR1C2

———y
l 4— Xpress-NR1C3

Fig. 14. Inmunoprecipitacién de las proteinas de fusién Xpress-NR1C2 y
Xpress-NR1C3 en células HEK293. Inmunodeteccion de las proteinas de fusion
Xpress-NR1C2 y Xpress-NR1C3 en inmunoprecipitado de células sin transfectar
(control) y transfectadas (T) con las construcciones PCDNA-NR1C2 y PcDNA-
NR1C3.
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Posteriormente se hizo la inmunodeteccion de la CK2 en las muestras de
proteinas inmunoprecipitadas. Como se observa en la figura 15 no hay deteccion
de CK2 en los inmunoprecipitados con el anticuerpo que reconoce el epitope

Xpress.
Control C3 Cc2
A

A A
r Y4 N/ )

P PT

P PT 1P PT
l ' t - — cK2

Fig. 15. La CK2 no se coinmunoprecipita junto con las proteinas de fusién
Xpress-NR1C2 y Xpress-NR1C3 en células HEK293. Inmunodeteccion de CK2
en inmunoprecipitados (IP) y proteina total (PT) de células HEK sin transfectar

(control) y transfectadas con las construcciones PCDNA4-NR1 (C2 y C3).

Fosforilaciéon

Con la finalidad de determinar si la CK2 fosforila 0 no al extremo CT de NR1
se llevd a cabo la activacién in vitro de la CK2. La presencia del cassette C3 que
contiene la secuencia consenso para la CK2 no promueve la fosforilacion de la
proteina de fusion Xpress-NR1C3 (figura 16).

Fig. 16. La CK2 no fosforila la proteina de fusiéon Xpress-NR1C3 en células
HEK293. Se observa la fosforilacion de la proteina total de las células HEK293 sin
transfectar (1), transfectadas con el vector PadTRACK (2) o con los plasmidos
PcDNA4-NR1C2 (3) y PcDNA4NR1C3 (4). No se observa fosforilacion de la
proteina de Xpress-NR1C3 de 15 KDa.
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Para demostrar que la CK2 extraida de las células HEK293 puede funcionar en
condiciones in vitro se probo la actividad de esta cinasa con la fosforilacion de la
subunidad NR2B (figura 17), la cual es un sustrato conocido para dicha enzima y

se expresa solo en hipocampo de rata adulta.

HR CR
S— NR2B
' pNR2B
.

Fig. 17. La CK2 de células HEK?293 fosforila la subunidad NR2B en
Hipocampo de rata. La subunidad NR2B presente en el lisado de hipocampo de
rata (HR) es fosforilada por la CK2 de células HEK293. Se utilizo lisado de

cerebelo de rata (CR) como control negativo.
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En los vertebrados el nucleo supraquiasmatico (NSQ) es considerado el
marcapaso O reloj maestro, ya que posee la capacidad tanto de generar
oscilaciones endogenas, como de recibir la informacién necesaria para poner en
fase al organismo con el tiempo externo por medio de sefiales electro-bioquimicas
a otros tipos celulares y coordinar por medio de dichas sefales la periodicidad de
otros organos (Whitmore et al., 2000). La retina constituye la principal entrada de
informacion fotica al SNC. La informacion luminosa llega al NSQ por medio del
tracto retinohipotalamico (TRH) formado por las proyecciones axonales de las
células ganglionares de la retina. La transmision de la informacion de la retina al
NSQ se lleva a cabo en mayor medida gracias a la liberacion de glutamato y la
activacion de los receptores de éste (Whitmore et al., 2000).

El receptor para glutamato del tipo NMDA juega un papel central en la
transmision sinaptica en la retina (Lee-Rivera et al., 2003). La activacion
independiente de luz de los receptores del tipo NMDA en el NSQ puede mimetizar
sus efectos sobre la expresiéon de genes reloj implicados en la regulacién del ritmo
circadiano tales como Period 1y 2 (Per 1y Per 2). Las proteinas PER 1y PER 2
son factores transcripcionales que regulan la expresiéon de una gran cantidad
genes mediando su represion (Moriya et al., 2000).

La expresion y el aumento en citoplasma de PER estan regulados por la
activacion del receptor NMDA, sin embargo, su translocacion al nucleo es
necesaria para su funcidbn como factores de transcripcion. En Drosophila la
translocacion al nucleo de PER esta mediada por la union a la proteina TIM, la
cual mantiene su nivel de expresion constante. La unién entre las dos proteinas se
regula mediante una serie de fosforilaciones, una de las cuales depende de CK2
(Blau, 2003). La CK2 puede fosforilar directamente a PER (Lin et al., 2002) y con
ello inhibir su unién a TIM y su translocacion al nucleo.

En los vertebrados también esta presente la proteina PER, sin embargo, se
ha demostrado que para su translocacion al nucleo requiere unirse con la proteina

Cryptochrome (CRY; Lee et al., 2001). La participacién de la CK2 en los ritmos
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biolégicos no ha sido explorada en vertebrados, sin embargo, la evidencia
existente hasta el momento hace pensar que esta enzima podria tener un papel
importante en la regulacion de estos fendmenos en los vertebrados.

La presencia de una secuencia consenso para la CK2 en la subunidad NR1
que se expresa en la retina de pollo podria implicar la existencia de una via
(dependiente de CK2) que regule la informacion luminosa que llega al NSQ a
través del TRH. Esto implicaria que la CK2 podria regular por una parte la
translocacion al nacleo de PER en las células del NSQ y por otra parte la
expresion de PER por medio de la regulacion de actividad de los receptores
NMDA en el TRH. Por esta razén es importante desarrollar un modelo que permita
analizar si existe una relacién funcional entre la CK2 y la subunidad NR1.

Durante el desarrollo de este modelo se pudo constatar la presencia del
cassette C3 y de la secuencia consenso para la CK2 en una variante de expresion
de NR1 (Lee-Rivera et al., 2003).

La adicion de dianas de restriccion flanqueando las secuencias clonadas
(NR1C2 y NR1C3) por medio de la inclusion de estas secuencias en el plasmido
PGEM resulto ser una estrategia adecuada debido a que permitié la ligacion entre
los insertos y el vector de expresion (PcDNA4) gracias a la presencia de extremos
cohesivos. Esta ligacion no se pudo hacer de manera directa con extremos romos.

Las células de la linea HEK293 fueron un buen sistema para la expresion
de las variantes del extremo CT de NR1 y el analisis funcional de la secuencia
presente en el cassette C3, debido a que, como se demostré en este trabajo, no
expresan de forma enddgena la subunidad NR1 del receptor NMDA y si expresan
la CK2.

El modelo desarrollado en este trabajo es eficaz para observar la
interaccion entre proteinas que tienen secuencias consenso para la CK2 y esta
cinasa, ya que la coinmunoprecipitacién de la proteina de fusién Xpress-NR1C3 y
la CK2 permite deducir que la CK2 no interactta con el cassette C3 en un sistema
vivo como las células HEK293. Asi mismo el ensayo de fosforilacion por CK2
permitié6 observar la fosforilacion por CK2 de un substrato conocido de dicha

cinasa (subunidad NR2B del hipocampo de rata) y demostré que dicha cinasa no
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fosforila la serina de la posicion 886 presente en el cassette C3 de la subunidad
NR1 de pollo.

Lo anterior demuestra que el modelo desarrollado en este trabajo es una
herramienta adecuada para evaluar la relevancia funcional de secuencias
consenso para la CK2 presentes en proteinas que no han sido descritas como
sustratos de dicha cinasa.

Nuestro modelo demostroé que no existe interaccion entre la CK2 endogena
de las células HEK293 y el extremo CT de la subunidad NR1 del receptor NMDA
de pollo y, por lo tanto, la CK2 no tiene un sitio de fosforilacion en el cassette C3 a
pesar de la presencia de una secuencia consenso para esta cinasa. Lo anterior
puede deberse a que los sustratos conocidos de la CK2 tienen caracteristicas
independientes de la secuencia consenso que aumentan su interaccién con esta
enzima y que pudieran funcionar como “sitios posicionadores” de sustrato.

El reconocimiento de algunos sustratos por la CK2 depende no sélo de la
presencia de la secuencia consenso, sino también de elementos estructurales que
circunden el sitio fosfoaceptor del sustrato (Boldyreff et al., 1994a; Boldyrem et al.,
1994b). La mayoria de las cinasas de Serina/Treonina reconocen secuencias
consenso que contienen principalmente residuos basicos, sin embargo, la CK2
tiene una marcada afinidad por las cadenas acidas (Meggio et al., 1994).

Algunos autores (Boldyrem et al., 1994; Meggio et al., 1994; Meggio et al.,
1984) han propuesto que la fosforilacion de un sustrato por la CK2 aumenta en
relacion con la cantidad y caracteristicas de los residuos que se encuentran hacia
el extremo carboxilo de la Serina fosforilada.

Se ha reportado que otros sustratos conocidos de la CK2 (Glicogeno
Sintetasa y Troponina T) tienen cadenas de residuos acidos alrededor del sitio de
fosforilacion; dichos residuos promueven las uniones acidas adyacentes a la
posicion del residuo fosfoaceptor (Meggio et al., 1984).

Trabajos previos han propuesto que la CK2 aumenta su unién a un sustrato
de manera directamente proporcional a la cantidad de residuos acidos existentes
alrededor de la secuencia consenso, y que requiere la presencia de tres

aminoacidos &cidos hacia el extremo carboxilo cuando menos. Por el contrario,
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Marchiori y colaboradores (1988) demostraron que un péptido sintético que tiene
s6lo un residuo acido hacia el extremo carboxilo del sitio de fosforilacion es
reconocido y fosforilado por la CK2.

De acuerdo con lo anterior, la secuencia consenso para la CK2 del cassette
C3 (EETSEH) es un buen candidato que podria constituir un sitio de fosforilacién
por dicha cinasa; sin embargo, posee dos caracteristicas que podrian explicar lo
observado en este trabajo: primera, el cassette C3 tiene un residuo de Histidina
proximo al sitio de fosforilacidn (posicion 2+). Dado que la Histidina es un
aminoacido bésico, su presencia se contrapone con la preferencia por residuos
acidos de la CK2. Segundo, numerosos sustratos para la CK2 contienen largas
cadenas de aminoacidos (preferentemente acidos) hacia el extremo carboxilo del
sitio fosfoaceptor, a diferencia del cassette C3 que esta en el extremo CT de la
subunidad NR1, es decir, solo existe una cadena pequefia de dos residuos

posterior al sitio de fosforilacion.
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Conclusion

El resultado del presente estudio es el desarrollo de un modelo que permite
analizar, in vitro, la fosforilacion por la CK2 de proteinas que cuentan con una
secuencia consenso para esta cinasa. Nuestro modelo permitid investigar la
interaccién de la secuencia consenso para la CK2 presente en el cassette C3 de
NR1 con dicha cinasa, y demostré que no existe ninguna relacion funcional entre
la CK2 y la subunidad NR1 del receptor NMDA de la retina de pollo, lo anterior
puede deberse a que las variantes de expresion de NR1 que contienen la
secuencia consenso para la CK2 tienen dos caracteristicas que, en conjunto,
podrian evitar la interaccion entre estas dos proteinas: un residuo basico
(Histidina) incluido en la secuencia consenso, y un codon de término
inmediatamente después de dicha secuencia. Ambas caracteristicas contrastan
con lo reportado para los sustratos de la CK2 en estudios previos, en los que se
ha demostrado que la CK2 se une preferentemente a sustratos que contienen
cadenas largas de aminoacidos acidos flanqueando a la secuencia consenso, que

permiten el anclaje de la cinasa a su sustrato y su posterior fosforilacién.
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