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RESUMEN

La comunicacion entre las células nerviosas depende del balance total entre las sefiales
excitadoras e inhibidoras. El acido y-aminobutirico (GABA) es una molécula que actiia como
un neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central (SNC) adulto, a través de tres
tipos diferentes de receptores: GABAA, GABAg y GABAc. GABAC( fue descrito inicialmente
en la retina y hoy sabemos que se expresa también en varias regiones del cerebro. Es un canal
i6nico que se abre por la unidon de su ligando permitiendo el paso de iones CI. Estos canales
son considerados proteinas pentaméricas y se conocen tres diferentes subunidades: pl, p2 y

p3. Sin embargo, alin no se conoce con precision su estructura.

El presente trabajo se enfocd en expresar en un sistema libre de células a: 1) la
subunidad GABApl y 2) 259 aminoacidos que corresponde al dominio amino terminal
extracelular del mismo. Para su expresion primero se clond la secuencia nucleotidica que
codifica cada proteina en el plasmido de expresion pIVEX 2.3d, fusionando una marca de seis
histidinas en el extremo carboxilo y bajo el control transcripcional del promotor T7. EI
sistema de expresion libre de células consistié en un extracto de E. coli con los sustratos y
reactivos necesarios para que se realice la transcripcion (RNA polimerasa de T7) y traduccion
de la proteina (tRNA, ribosomas, etc.) de manera acoplada en un ambiente libre de

membranas.

La producciéon de las proteinas se determind mediante Western blot utilizando dos
anticuerpos, uno contra la marca de seis histidinas y otro dirigido a la porcién amino del
receptor GABAp1. Bajo tres diferentes condiciones no fue posible determinar la expresion de
GABApl. Sin embargo, el dominio amino terminal de GABAp]1 si se expreso eficientemente,
lo cual fue revelado por electroforesis en gel de poliacrilamida y Western blot. Ademas, se

purifico este polipéptido utilizando cromatografia de afinidad.

Estos resultados sugieren que el sistema de expresion libre de células permite la
expresion de proteinas con caracter hidrofilico, tal como la region amino-terminal de
GABAplI, pero la sintesis del receptor completo no es posible al menos bajo las condiciones
probadas. Es probable que su sintesis se vea inhibida en los residuos transmembranales

hidrofobicos, aunque se requieren mas estudios para determinar la limitante para su expresion.
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I. INTRODUCCION

El acido y-aminobutirico (GABA)

El 4cido y-aminobutirico (GABA) fue descubierto en el sistema nervioso central (SNC)
por Roberts y Frankel en 1950. GABA es un aminoacido no proteico encontrado en organismos
procariotes y eucariotes (Helle y col., 1999) y es un neurotransmisor inhibitorio en el cerebro y la
retina, esencial para el balance entre la excitacion e inhibiciéon neuronal (Chebib y Johnston,
2000). Se conoce que GABA también funciona como un factor neurotrofico esto es, como una

molécula sefal neurodiferenciadora durante la ontogenia temprana (Meier y col., 1991).

La formacion de la sinapis quimica en el SNC, es un proceso altamente regulado de
multiples etapas que requiere de la comunicacion bidireccional a través de la hendidura sinéptica.
Es iniciada por la sintesis y liberacion del neurotransmisor y la subsiguiente interaccién con un
receptor especifico en la neurona postsindptica y en algunos casos en la neurona presinaptica

(Helle y col., 1999; Lardi-Studler y Fritschy, 2007).

Sintesis de GABA

La sintesis de GABA en el cerebro tiene lugar en dos compartimentos: en el cuerpo
celular y en la terminal nerviosa (Garfinkel, 1996). El L-glutamato es el precursor de la sintesis
del GABA, a través de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD) (Westergaard y col., 1995).
En las neuronas GABAérgicas se han encontrado dos formas de la enzima: GADgs que esta
asociada con la region axonal y GADg7 que se encuentra distribuida mas ampliamente (Erlander y
col., 1991). GABA existe en al menos dos grupos separados, uno citopldsmico y otro agrupado
en vesiculas. La distribucion celular de las dos isoformas de la enzima GAD, sugiere que la
isoforma GADgs es mas importante para la sintesis de GABA destinada al grupo vesicular,

mientras que la isoforma GADg; es primordial para el grupo citoplasmico (Helle y col., 1999).



Clases de receptores a GABA

Los estudios sobre la clasificacion de los receptores a GABA comienzan con la
observacion realizada sobre el alcaloide natural bicuculina, que actia como antagonista sobre
algunos receptores a GABA en la médula espinal (Curtis, 1970). Por otra parte, un analogo a la
bicuculina conocido como bacofleno, tiene efectos de agonista sobre otros receptores a GABA en
el (SNC); sin embargo, estos efectos no son bloqueados por la bicuculina (Chebib y Johnston,
2000). De esta manera, se descubrid6 que los receptores a GABA son farmacologicamente

heterogéneos y que no todos los receptores son antagonizados por bicuculina.

Los receptores resistentes a bicuculina y activados por bacofleno son clasificados como
receptores GABAg, y los sensibles a bicuculina e insensibles a bacofleno, como receptores
GABA,4 (Chebib y Johnston, 2000). Los receptores GABA( también son nombrados receptores
no A no B debido a que son insensibles a bicuculina y baclofeno (Polenzani y col 1991, Rabow y

col., 1995; McKernan y Whiting, 1996).

GABA influye en las neuronas mediante las tres clases de receptores mencionados:
GABAA, GABAg y GABA(¢ que ademas se distinguen por sus propiedades fisiologicas,
farmacoldgicas y moleculares. GABAAy GABA( son canales i6nicos que se abren por union a
ligando, mientras que el receptor GABAg es una proteina de siete pasos transmembranales que se

acopla a proteinas G (Chebib y Johnston, 2000).

Los canales i6nicos abiertos por union a ligando, regulan la transmision sinaptica rapida
mediante el paso de iones a través del canal que es abierto por unidén de un neurotransmisor,
como por ejemplo acetilcolina o GABA. Estos receptores son muy diferentes a los receptores
acoplados a proteinas G. La familia de canales i6nicos abiertos por union a ligando incluye a los
receptores a acetilcolina, a serotonina (5-HT3), a glicina y los GABAA y GABAc. Todos los
miembros de esta familia son considerados proteinas compuestas por un pentamero formado por
diferentes subunidades, probablemente derivados de un ancestro comun. (Le Novere y Changeux,
1999; Ortells y Lunt, 1995). Cada subunidad tiene un dominio N-terminal extracelular, que

contiene el sitio de unidon del agonista, éste es seguido por tres dominios que atraviesan la



membrana (M1-M3), con un asa intracelular de longitud variable entre los dominios M1 y M2 y
un cuarto dominio transmembranal M4 con la parte C-terminal extracelular; entre el M3 y el M4

se forma un asa citopldsmica que es blanco de proteinas cinasas (Figura 1).

Figura 1. Modelo topoldgico de
una subunidad del receptor
GABAC(. M se refiere a cada uno
COOH de los segmentos

( Extracelular transmembranales.
M

4

Intracelular

Cada subunidad se acomoda de tal manera que el dominio M2 forma la pared del poro del
canal (Figura 2B), la carga total de este dominio determina si el canal conduce un anién o un

cation (Chebib y Johnston, 2000).

A B C

Figura 2. Estructura oligomérica del receptor GABAc. A) Esquema alusivo del
homopentamero formado por las subunidades p del receptor GABA(c. B) Representacion del
dominio M, que forma el canal del receptor. C) Micrografia electronica del receptor GABAA
(Nayeem y col., 1994).



El receptor GABAg es una proteina de siete pasos transmembranales acoplada a proteinas G que
activa segundos mensajeros que a su vez abren canales de K™y Ca*" (Chebib y Johnston, 1999).
GABAjg aumenta la sefial inhibitoria regulando la liberacion de neurotransmisores, la actividad de
canales i6nicos y la actividad de adenilato ciclasa (Kaupmann y col., 1998). Se conocen tres
diferentes subunidades del receptor GABAg: dos variantes por “splicing”, GABAgRIla y
GABAgR1b, ademas la subunidad GABAgR2 (Kaupmann y col., 1997). Estas subunidades se
parecen a los receptores metabotropicos de glutamato (Kuner y col., 1999). Cuando las
subunidades GABAgRla o GABAgRIb se combinan con la subunidad GABAgR2 y son
expresadas en ovocitos de Xenopus laevis, forman un receptor GABAg funcional. Estudios de
doble inmunoprecipitacion han demostrado que la combinacion de ambas subunidades también
existe in vivo (Kaupmann y col., 1997; Kuner y col., 1999). Por consiguiente, GABAg es un
heterodimero compuesto por una subunidad GABAgRla o GABAgRIb y una subunidad
GABAGgR?2 (Figura 3).

HN

GABAgRla GABAgR2

N/ \ 7\ xtracelular

Intracelular

Figura 3. Modelo topoldgico del heterodimero formado por el receptor GABAg. M se refiere
a cada uno de los segmentos transmembranales.



Diferencias moleculares entre los receptores GABA, y GABAc

Los receptores GABA, y GABA( son canales i6nicos que conducen cloro, y se abren por
la unién de GABA causando la inhibicién de la neurona. El receptor GABA, es considerado un
receptor heterooligomérico; se han descrito 16 tipos diferentes de subunidades en humanos,
clasificados en cinco subfamilias distintas denominadas a (1-6), B (1-4), y (1-3), 0 y €. También
se ha descrito otra subunidad nombrada 6 (Bonnert y col., 1999); hay aproximadamente 30% de
similitud en la secuencia aminoacidica entre cada subfamilia y 70% de similitud entre las

subunidades de cada familia.

Por otra parte, GABA( puede ser considerado como un receptor homooligomérico que
esta compuesto por subunidades tipo p (Figura 2) (Cutting y col., 1991; Enz y Cutting., 1999). En
vertebrados se conocen tres diferentes subunidades: p1, p2 y p3. A partir de retina de humano han
sido clonadas y caracterizadas dos subunidades: p1 con dos variantes por “splicing” y p2 (Cutting
y col., 1991; Cutting y col., 1992; Martinez-Torres y col., 1998). Estas presentan un 60-70% de
similitud en su secuencia aminoacidica (Cutting y col., 1992; Ogurusu y Shingai, 1996; Wang y
col., 1994). La subunidad p3 fue clonada a partir de una biblioteca de DNAc de retina de rata. El
DNAC codifica para 443 aminodacidos, y presenta entre un 61 y 63% de similitud a las secuencias
reportadas para las subunidades pl y p2 de humano respectivamente (Ogurusu y Shangai, 1996).
Todas muestran entre un 30-40% de similitud en la secuencia aminoacidica con las subunidades

de los receptores GABAA4.

Funcion y distribucion de los receptores GABAc

Los receptores GABA( fueron primeramente descritos en ovocitos de X. laevis que fueron
inyectados con RNAm de retina de bovino (Polenzani y col., 1991). En la retina de mamiferos se
expresan en células bipolares y horizontales (Euler y Wassle, 1998; Pan y Lipton 1995;
Lukasiewicg y col., 1994); esta localizacion celular fue confirmada por inmunohistoquimica e

hibridacion in situ (Enz y col., 1996).



Las células bipolares son interneuronas ubicadas entre los fotoreceptores sensoriales y
neuronas horizontales en la retina. Forman parte de un circuito que regula la convergencia y la
divergencia de informacion visual preferentemente en la deteccion de estimulos de baja
intensidad de luz. La principal caracteristica de las células bipolares es que forman un sustrato de
retroalimentacion inhibitoria que permite una regulacion de la corriente visual de informacion,

esta funcion ha sido mas ampliamente estudiada en la retina de anfibios (Wu, 1994).

En la terminal axoénica de las células bipolares, las células amdacrinas GABAérgicas
controlan la respuesta de las células bipolares. Estudios de farmacologia describen que los
receptores GABA regulan este mecanismo de retroalimentacion (Lukasiewicz y col., 1994). Sin
embargo, las terminales de las células bipolares estdn bajo el control GABAérgico mediante
varios receptores ionotropicos y metabotropicos. La retroalimentacion puede ser diferencialmente
activada y depende de la naturaleza del estimulo de luz o del nivel de adaptacion de la retina

(Wen y Slaughter, 2001).

Nuevos estudios han ubicado una mayor distribucion de los receptores en el sistema
nervioso, permitiendo sugerir que tienen otras funciones diferentes a las que se les atribuyen en el
sistema visual. Estudios de hibridacion in situ y analisis de RT-PCR demuestran la expresion de
las subunidades p en la capa gris superficial del coliculo superior y en células de Purkinje del
cerebelo (Boue-Grabot y col., 1998). Otros estudios describen la localizacion de las subunidades
pl y p2 en el puente, bulbo, nucleo caudado, hipdfisis (Lépez Chévez y col., 2005; Rosas

Arellano y col., 2007) y en motoneuronas de la médula espinal (Rozzo y col., 2002).

Se ha demostrado mediante estudios de RT-PCR e inmunohistoquimica que en el estrato
piramidal de las areas CA1 y CA3 del hipocampo se expresan las tres subunidades p de GABAc
(Boue-Grabot y col., 1998; Wegellius y col., 1998; Didelon y col., 2002; Alakuijala y col.,
2006).



Diferencias funcionales y farmacologicas entre los receptores GABA, y
GABAc

Las familias GABAs y GABA(¢ pueden distinguirse con base en varias caracteristicas,
tales como el tiempo de apertura, conductancia del canal y la sensibilidad ante diferentes
agonistas, antagonistas y moduladores. La Tabla I muestra los principales agonistas, antagonistas
y moduladores de los receptores GABAAy GABA(:, asi, como el tiempo medio de apertura y la
conductancia del canal.

Tabla I. Algunas caracteristicas biofisicas y farmacolégicas de GABA, y GABAc. (Chebib y
Johnston, 2000; Johnston y Graham, 2002).

RECEPTOR
Tiempo de apertura AGONISTAS ANTAGONISTAS | MODULADORES
Conductancia
Isoguvacina: agonista selectivo.
GABA, . ‘ .
Muscimol: agonista selectivo.
tiempo medio de apertura Acido Trans-4-amino-2-metilbitil-2-
2530 enodico. (2-metil-TACA): agonista Bicuculina: antagonista benzodiacepinas,
- ms
selectivo. selectivo. barbituricos y
conductancia 3,4,5,6,7-tetrahidroisoxanol(4,5-c)-3-ol. esteroides.
27-30 pS (THIP): agonista parcial.
Acido (4, piperidina-4-sulfonico). (P4S):
agonista parcial.
GABA Acido (2,1S,2R-2- Acido (1,2,5,6-
¢ aminometilciclopropanocarboxilico). (+)- tetrahidropiridina- Zn**

tiempo medio de apertura CAMP: agonista selectivo. 4)metilfosfonico.

150200 Acido cis-4-aminocroténico. (CACA): (TPMPA):antagonista lantano

-. ms
agonista parcial. selectivo.
conductancia Isoguvacina:agonista parcial.
7-8 pS

Los estudios que intentan definir la estructura de los receptores ionotrdpicos tienen un
papel importante en el desarrollo de nuevas drogas y para el disefio de nuevos compuestos que
actian selectivamente con un receptor particular nativo o mutado. La diversidad molecular de los
canales i6nicos abiertos por union a ligando representa un reto para la quimica médica en el

disefio de agentes terapéuticos especificos a cada subunidad.



Il. ANTECEDENTES

Los receptores GABA y GABA( se encuentran formados por diferentes subunidades que
presentan una gran homologia nucleotidica y aminoacidica (Le Novere y Changeux, 1999). Estas
distintas subunidades se organizan formando una diversidad de receptores, que determinan el tipo
de ligando que se unira: agonista, antagonista o modulador (Tabla I). La presencia de algunos de
estos farmacos en el SNC modifica la respuesta de una célula regulada por GABA, en funcién
del tipo de receptor que presenta. De esta manera, se han relacionado algunas enfermedades
neurologicas con genes especificos de los receptores a GABA; por ejemplo, la enfermedad de
Angelman la cual se atribuye a la faltad de expresion del gen que codifica para la subunidad 3
de GABA, ocasionando un desorden en el neurodesarrollo presentando retraso mental y
epilepsia (DeLorey y Olsen, 1999), o el sindrome de dependencia al alcohol y la psicosis de
Korsakoff que se han relacionado con polimorfismos en genes que codifican para las subunidades

a6, B2 y y2 de GABA4 (Loh y col., 1999; Parsian y Zhang, 1999).

El disefio de farmacos dirigidos a los receptores de GABA se basa en obtener derivados
de GABA como agonistas o antagonistas, derivados de benzodiacepinas y barbitlricos como
moduladores (Chebib y Johnston 1999). Una forma de obtener moléculas dirigidas a un dominio
especifico del receptor es el disefiar farmacos basados en la estructura molecular del receptor;
actualmente estos estudios se realizan tomado en cuenta la estructura cristalina del receptor a
acetilcolina (Chebib y Johnston 1999). El homopentamero formado por GABA( es un excelente
candidato para realizar estudios de modelado molecular y seria de gran relevancia realizar

estudios de dinamica molecular considerando la estructura cristalina de GABACc.

A pesar de la importancia que tienen los diferentes tipos de receptores a GABA, ain no ha
sido determinada la estructura tridimensional de la proteina. Esto se debe principalmente a la gran
dificultad para obtener proteinas integrales de membrana con rendimiento mayor a un miligramo
y con un alto grado pureza. La expresion de un gen en un sistema de células vivas, a menudo esta
sujeta a una serie de limitaciones; los productos polipeptidicos producidos en una célula pueden
ser inestables y en algunos casos son toxicos para la célula (Spirin y col., 1988). Los sistemas
tradicionalmente utilizados para la expresion de proteinas consisten en trasformar o transfectar

con un vector, que contiene clonado el gen que codifica para la proteina de interés, a células



procariotas, como Escherichia coli, o a células eucariotas como levaduras o células de insecto.
Sin embargo, el rendimiento obtenido es muy limitado. Por ejemplo, se ha intentado
sobreproducir y purificar la subunidad pl de GABA¢ en Saccharomyces cerevisiae (Martinez-
Martinez y col., 2003).

La obtencion de grandes cantidades de proteina con alta pureza es muy importante para
estudios estructurales. La sobreproduccién de proteinas de membrana es dificil debido a que
estan inmersas en un ambiente lipidico, lo que dificulta su solubilidad (Berrier y col., 2004). La
sintesis de proteinas mediante un sistema de transcripcion y traduccion rapida (RTS) libre de
células, en ausencia de una membrana pero en presencia de detergentes, es una alternativa para
obtener mejores rendimientos de la proteina, ya que la traduccion de la proteina puede ser posible
durante un tiempo prolongado sin la presencia de productos toxicos de reaccion. Sin embargo,
esto implica que la proteina debe de ser capaz de plegarse en ausencia de un mecanismo de
insercion a la membrana. Por ejemplo, experimentos realizados con Bacteriorrodopsina y
diacilglicerol cinasa, indican que una proteina de membrana con a-hélices pude ser
desnaturalizada y volverse a plegar después de ser transferida a un detergente o a un lipido
(Booth., 2003). Otra evidencia de la versatilidad del RTS la representa la expresion del canal
mecanosensitivo MscL de E. coli, el cual se purificd y reensambld en presencia de detergentes,

generando un canal mecanosensible funcional (Park y col., 2004).

Una de las ventajas que ofrece la expresion de proteinas libre de células, es que al ser un
sistema abierto permite manipular las condiciones de reaccion, lo que llevaria a una mayor
produccion y al correcto plegamiento de la proteina. Otras ventajas son: a) que se pueden alterar
los niveles de RNA de transferencia, de tal manera que se dirige el uso de codones del gen de
interés (Jiang y col., 2001), b) se puede realizar la purificacion en una sola etapa si se fusionan
mediante ingenieria genética “etiquetas” que permitan la cromatografia de afinidad (Alimov y
col., 2000; Lamla y col., 2002) y c) se pueden incorporar aminodcidos marcados isotopicamente

en una proteina (Kigawa y col., 1999, 2002; Noren y col., 1989).

El sistema de expresion libre de células que se utiliza es un kit comercial desarrollado por

la compania Roche (No catalogo: 04 471 954 001). Consiste en un lisado de E. coli que contiene



los componentes necesarios para conducir la transcripcion y la traduccion simultdnea en un
recipiente de reaccion en presencia de un molde de DNA, siguiendo el principio descrito por
Spirin (Spirin y col., 1988). En éste, una membrana semipermeable permite el continuo
intercambio de sustancias necesarias para la sintesis de proteinas y remueve los productos que
causan la inhibicién de la reaccion; de esta forma se prolonga el tiempo que dura la expresion y

produccion de la proteina.

Una alternativa para conocer la estructura parcial de proteinas de membrana de células
eucariotes, es expresar fragmentos de éstas. Por ejemplo, un fragmento de 130 aminoacidos del
extremo amino de la subunidad al del receptor GABA4 fue sobreproducida en E. coli para hacer
estudios de microscopia electronica de transmision donde se observo la formacion de oligdmeros
(Xue y col., 2000). Por otra parte, la proteina de unidon de acetilcolina (AChBP) es una proteina
soluble encontrada en el caracol Limnaea stagnalis. Esta es producida y liberada en el espacio
intersindptico donde modula la transmision sinaptica de manera dependiente de acetilcolina. Esta
formada por un homopentamero de 210 residuos que presenta homologia con la secuencia amino
terminal extracelular de los receptores nicotinicos y GABA. Recientemente fue descrita la
estructura cristalina de AChBP con una resolucién de 1.96-3.0 °A (Katjusa y col., 2001; Hansen
y col., 2005), por lo que se ha sugerido como un modelo estructural para el extremo amino de la

familia de receptores ionotropicos como lo son GABA», GABAC, receptor a Glicina, etc.

En este proyecto se planted producir la subunidad p1 del receptor GABACc sin el péptido
sefial mediante un sistema de traduccion rapida (RTS) libre de células. Como alternativa también
se decidio expresar un fragmento de 259 aminoécidos que conforman el extremo amino del

receptor sin el péptido senal utilizando este mismo sistema de expresion.

10



I11. HIPOTESIS

La expresion de la subunidad pl del receptor GABAc in vitro en un sistema libre de

células permite obtener mejores rendimientos que los sistemas in vivo.

IV. OBJETIVOS

General

Expresar receptores funcionales GABA(c -p1 en un sistema libre de células.

Particulares

Mutacioén dirigida por PCR y clonacion en el plasmido pGEM-T easy.
Subclonacion de pl en los plasmidos de expresion pIVEX ;3d y pIVEX ; 4d.

Expresion de pl en un sistema libre de células (RTS).

> w0 e

Purificacion de la subunidad p1 del receptor GABAc

11



V. MATERIALES Y METODOS

Reactivos. Los reactivos del sistema rapido de traduccion (RTS) 100 (kit de E. coli HY,
No. cat. 3186 148 y RTS 100 y kit de E. coli de disulfuro, No Cat. 04 349 741 001) utilizados
durante la expresion se muestran en la Tabla II (Roche Inc.). En la deteccion del fragmento NH;
de la subunidad pl del receptor a GABA¢ se empled un anticuerpo policlonal especifico que
reconoce el epitopo His 6x y un anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina que reconoce al primero,
adquiridos de Affinity Bioreagents y Santa Cruz Biotechnology respectivamente. Los estandares
de peso molecular y las enzimas Eco R1 y Ncol asi como el fago A y la enzima Pstl, se
adquirieron de Invitrogen. La enzima Xmal, se adquririé de New England Biolabs. La acrilamida
y la leche descremada grado Western blotting, se adquirieron de Bio-Rad. El medio de cultivo
para bacterias Luria Bertani (LB) y los reactivos BCIP/NBT (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate/Nitro blue tetrazolium) utilizados como sustratos de la fosfatasa alcalina, se

adquirieron de Sigma. Los demads reactivos se adquirieron de JT Baker.

Tabla II. Principales componentes del sistema de traduccion rapido libre de células.

Componentes Expresion procariote
Ribosoma 708

tRNAs

tRNA Iniciador tRNA

20 ARS; individuales

Factores de iniciacion IF’S: 1,2,3

Factores de elongacion

EF-Tu, EF-Ts, EF-G

Factores de terminacion

RF, RF2, RF3, RRF

Aminoacidos Todos los 20
ATP y GTP +

Mg* 8-15 mM
K"y/o NH," 100-250mM

Disulfuro isomerasa

Sistema redox para la formacion de enlaces disulfuro

GroE

Chaperona que permite mayor cantidad de proteina soluble

Otros componentes

Inhibidores de proteasas, inhibidores de RNAasa y NaNj

Amortiguadores

Para mantener pH 7,4-8
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Soluciones. Durante la extraccion de DNA plamidico mediante lisis alcalina, se utilizaron
las siguientes soluciones: Solucion I (Tris HCI 25 mM, EDTA 10 mM). Soluciéon IT (NaOH 0.2
N, SDS 1% (w/v)). Solucion IIT (Acetato de potasio 5 M al 60%, acido acético glacial 11.5%).
Durante la purificacion del DNA plasmidico mediante el kit Qiagen, se utilizaron las siguientes
soluciones: Solucion P1 (Tris Cl 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM, RNAasa A 100 pg/mL).
Solucion P2 (NaOH 200 mM, SDS 1%). Soluciéon P3 (Acetato de potasio 3.0 M pH 5.5).
Solucion QBT (NaCl 750 mM, MOPS 50 mM pH 7.0, Isopropanol 15%, Triton X-100 0.15%).
Solucion QC (NaCl 1.0 M, MOPS 50 mM pH 7.0, Isopropanol 15%). Solucion QF (NaCl 1.25
M, Tris CI 50 mM pH 8.5, isopropanol 15%). La incubacion con anticuerpos se llevo a cabo en
TBS-T (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0.05%). Las muestras de DNA para su
separacion se prepararon en la solucion (azul de bromofenol 0.25% w/v, xileno cianol 0.25% w/v
y glicerol en H,O 30% v/v). Las muestras de proteina para su separacion, se prepararon en
condiciones desnaturalizantes en la solucion (Tris-Cl 50 mM pH 6.8, azul de bromofenol 0.2%

w/v, SDS -grado electroforesis- 2%, glicerol 10% v/v y f-mercaptoetanol 10%).

Estrategia general de clonacion. Inicialmente se introdujo en los plasmidos de expresion
pIVEX,3d y pIVEX,4d el DNAc de pl, cuya secuencia nucleotidica codifica 458 aminoécidos,
sin incluir el péptido sefial de pl. Como alternativa se siguid una segunda estrategia en la cual se
introdujo en el plasmido pIVEX;3d el fragmento pINH, que codifica 259 aminoacidos que
conforman el extremo amino terminal sin el péptido sefial hasta el inicio del primer segmento
transmembranal de la subunidal p1 del receptor GABAc. En la Figura 4 se muestra la estrategia
general de clonacion. En primera instancia se amplificaron estos fragmentos por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a partir del plasmido pcDNA;j ;-p1 (Martinez-Torres y
col., 1998) introduciendo sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion Ncol y Xmal.
Los fragmentos amplificados fueron aislados y clonados en el plasmido pGEM-T Easy
(Promega) y de aqui subclonados en los plasmidos de expresion pIVEX,3d y/o pIVEX;.4d
utilizando los sitios Ncol y Xmal, permitiendo introducir en la fase de lectura adecuada y en
fusion con la marca His 6X que se utiliza como epitopo durante la deteccion mediante un

anticuerpo especifico.
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Figura 4. Estrategia general de clonacion de los fragmentos pl y p1NH; en los plasmidos de
expresion pIVEX;3d y/o pIVEX;.d a partir del plasmido pcDNA;j;-p1 (Martinez-Torres y
col. 1998)
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Transformacion bacteriana a partir del plasmido pcDNAj;-p1. Se transformaron 50
pL de bacterias E. coli XL1 blue en estado competente con 100 ng del pldsmido pcDNA;j -pl
(Martinez-Torres y col., 1998). Se colocaron las bacterias en hielo durante 30 min y se dié un
choque térmico a 42°C durante 3 min. Posteriormente se pusieron en hielo durante 2 min y
después, se colocaron en 1 mL de medio LB incubandolas durante 1 hora a 37°C. Se
concentraron las bacterias por centrifugacion a 8,648 g durante 1 min y se suspendieron en
200puL del mismo medio, mismos que se distribuyeron en una placa de agar LB con ampicilina

[100 pg/mL]. Las placas se incubaron durante 15 horas a 37°C.

Extraccion de DNA plasmidico mediante lisis alcalina. Se seleccionaron de las placas
de cultivo aquellas colonias de bacterias que crecieron después de ser transformadas. Se
propagaron en 4 mL de medio LB con ampicilina [100 pg/mL], incubandolas durante 17 horas a
37°C a 280 rpm. Concluido el tiempo de incubacion, se recolectaron las bacterias por
centrifugacion a 8,648 g durante 3 min a 4°C. Posteriormente, se suspendieron en 200 pL de la
solucion I (Tris HCI 25 mM, EDTA 10 mM), se adicionaron 200 pL de la solucion II de lisis
alcalina (NaOH 0.2 N, SDS 1%). La mezcla se neutralizé adicionando 300 pL de la solucion III
(acetato de potasio 5 M al 60%, acido acético glacial 11.5%). Los restos celulares de la reaccion
de lisis se precipitaron a 12,354 g durante 5 min a 4°C, y el sobrenadante se colocd en un tubo
Ependorff nuevo al que se le agreg6 un volumen igual de fenol saturado con agua. Se
homogenizé la mezcla y se centrifugd a 12,354 g durante 10 min a 4°C; la fase acuosa se separ6
en un tubo nuevo y se afiadieron 2.5 volimenes de etanol frio al 100%, se incubo en hielo para
favorecer la precipitacion del DNA plasmidico y después se centrifug6 a 12,354 g durante 10 min
a 4 °C. El DNA se lavo con etanol al 70% centrifugando a 12,354 g durante 10 min a 4°C. Se
desecho el etanol y se dejo secar, después se resuspendio en 20 uL. de H,O MQ esterilizada y se

almacenaron a -20°C.

Amplificacion del DNAc de GABAc¢ pl mediante PCR. Se disefiaron los
oligonucleodtidos para amplificar fragmento que codifica pl sin el péptido sefial, segin la
secuencia publicada del gen GABA( pl y ademas se introdujeron los sitios de restriccion Ncol y
Xmal en los extremos 5" y 3" respectivamente. La Tabla III muestra la secuencia de cada uno de

los “primers”.

15



Tabla III. Secuencia nucleotidica de los “primers” sentido y antisentido utilizados para
generar el DNAc de la subunidad p1 del receptor a GABA(.

Nombre del primer Secuencia de los primers

Sentido pl 5’ Ncol 5’-CCATGGCTGAAAGCAGAATGCACTGGCCCGGA-3’

Antisentido | pl 3’ Xmal 5’-CCCGGGGGAGAAAATAGACCAGTATATTAA-3’

Se prepararon dos mezclas para la reaccion en cadena de la polimerasa, segiin se muestra
en la Tabla IV. Una para amplificar p1 y el otro como control que consiste en todos los reactivos,

excepto que no contiene el molde de DNA.

Tabla IV. Reactivos utilizados en la mezcla de una reaccion de PCR y condiciones en que se
realizo la reaccion de PCR.

Reactivos Volumen pl | Concentracién

Molde de DNA 2 10 ng/uL o .
Amortiguador Tag 10x 5 1X 94°C 2 min
Mg Cl, 50 mM 3.5 3.5mM 94°C 1 min
dNTPs 10 uM 1 0.2 uM 30 ciclosq 60°C 1 min
Primer sentido 2.5 yM 4 0.2 uM 72°C 1 min

Primer Antisentido 2.5 yM 4 0.2 uM o .
Taq polimerasa 1 U/uL 1 0.02 U 72°C 5 min

H,O MQ 30 4°C
Vf= 50

Separacion y purificacion del fragmento amplificado por PCR. El fragmento pl
obtenido por PCR se separd en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (0.5
mg/mL), se cortd y se peso. Para la purificacion se utilizoé el kit de extraccion de DNA en gel
QIAGEN, mediante el siguiente procedimiento. Se afiadieron 3 volumenes (peso del gel-volumen
de solucidn) de la solucion QG y se incubaron a 50°C hasta que se disolvid el gel, se homogenizo
la mezcla y se paso6 por una columna de separacion centrifugando a 16,060 g durante 1 min. Una
vez retenido el DNA en la columna, se lavé adicionando 750 pL de la solucion PE centrifugando
a 16,060 g durante 1 min. EI DNA se eluyé en 30 uL de H,O MQ por centrifugacion a 16,060 g
durante 1 min y se almacen6 a -20°C. EI DNA ya purificado se utiliz6 para ligarlo en el plasmido

pGEM-T Easy.
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Clonacion del fragmento p1 en el plaismido pGEM-T Easy (Figura 5). Se utilizaron
alicuotas de 50 ng/uL del plasmido pGEM-T Easy (Promega) almacenados a -20°C para cada una

de las reacciones de ligacion que se prepararon segun se muestra en la Tabla V.

Tabla V. Reactivos utilizados para una reaccion de ligacion en el plasmido pGEM-T Easy.

Reactivos Volumen pl
Amortiguador de ligacién 2x 10
Plasmido (50ng/pL) 0.5
Fragmento p1 (50ng/uL) 8.5
T4 DNA ligasa 1U/uL 1

Vf=20

Una vez preparada la mezcla de reactivos, se incub6 la reaccion a temperatura ambiente
durante 14-16 h, después se tomo una alicuota (5 pL) para hacer una transformacién en bacterias

E. coli DH5-q, el resto se guardé a -20°C.

e Nco1 Xma1
s
S SN AT
Nco1 CCATGG CCCGGG Xmat v s N ..
I — e Clonacién L4
| PGEMTeasy iz ' || pGEM-Tplpb
+ . 3015pb | \ 7
L 1 ori
SP6 .
"u,‘_r Amp
Ori -
A B C

Figura 5. Estrategia para la clonacion de p1 en el plasmido pGEM-T Easy. (A) El fragmento
pl amplificado por PCR se clond en (B) pldsmido pGEM-T Easy. Obteniéndose como producto
la construccion pGEM-T p1 (C).

Transformacion en bacterias E. coli DH5-0 y caracterizacion del producto de
ligacion. Se transformaron 50 pl de E. coli DH5-a con 5 pL de la reaccion de ligacion del
fragmento pl en el plasmido pGEM-T Easy, se colocaron en hielo durante 30 min y se di6 un
choque térmico a 42°C durante 3 min. Posteriormente se pusieron en hielo durante 2 min.
Después, las bacterias se colocaron en 1 mL de medio LB incubandolas durante 2 h a 37°C. Las
bacterias se concentraron por centrifugacion a 8,648 g durante 1 min y se suspendieron en 200 uL.

del mismo medio, éstos se colocaron en una placa de agar LB con ampicilina (100 pg/mL), con
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50 puL de X-gal al 2% y 20 uL de Isopropil-p-tiogalactosido (IPTG) al 0.1 M, distribuyendo
homogéneamente por toda la placa. Posteriormente, las placas se incubaron durante 15 h a 37°C
y una 1 h mas a 4°C, tiempo necesario para distinguir entre colonias blancas y azules (que no
tienen el inserto). Se seleccionaron aquellas colonias blancas que probablemente llevan el inserto,
y se propagaron en 4 mL de medio LB con ampicilina (100 ug/mL). Después se extrajo el DNA
plasmidico por lisis alcalina siguiendo el procedimiento previamente descrito, y se caracterizo
cada una de las colonias mediante digestion enzimatica con EcoR1. Se secuenciaron aquellas

muestras de DNA plasmidico que fueron positivas al fragmento p1.

Subclonacion del fragmento p1 en los plasmidos pIVEX;3d y pIVEX;d. Se transformaron
bacterias E. coli XL1 blue en estado competente con los pldsmidos pIVEX;3d y pIVEX;.4d, se
propagaron las colonias y se extrajo el DNA plasmidico por lisis alcalina segiin los métodos
previamente descritos. Después se realizd una doble digestion enzimatica, con las enzimas de
restriccion Ncol y Xmal, del plasmido pGEM.T p1, quedando separado el fragmento p1 del resto
del vector. Ademas, se realiz6 una doble digestion de los plasmidos pIVEX;3d y pIVEX;4d con
las mismas enzimas de restriccion, quedando los plasmidos abiertos (Figura 6). Las condiciones

de la mezcla de reaccidon se muestran en la tabla VIA.

51 1,374 Eb -
ol Xma

BS
Promotor >

Ncol l Xmal m Xmal
RBS

p11,374 pb His tag 2 p1 1,374 pb | His tag

PIVEX,dp1 Lo

pGEM-T Easy PIVEX, ,d p1 ‘ori
i . ’ 4,930 pb
\ 3,015 pb > 4,899 pb
f1ori "
h\“% § amp
A B C

Figura 6. Subclonacion dirigida de p1 en los plismidos pIVEX;3d y pIVEX;.4d. (A) La doble
digestion de la construccion pGEM-T pl con las enzimas Ncol y Xmal produce la liberacion del
fragmento pl. (B) La doble digestién con las mismas enzimas cortan los pldsmidos pIVEX;:d
pIVEX;4d. (C) El producto de la clonacion del fragmento pl en el plasmido abierto pIVEX;3d y
pIVEX; 4d da como resultado las construcciones pIVEX;3d pl y pIVEX,.4d p1.
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Las reacciones de digestion de la construccion pGEM-T ply de los plasmidos pIVEX; 3d
y pIVEX,4d se incubaron durante 1 h 30 min a 37°C, después se separaron en un gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio (0.5 mg/mL) al 1%. El fragmento pl separado y los plasmidos
pIVEX,3d y pIVEX;.4d abiertos, se purificaron utilizando el kit para extraccion de DNA en gel
QIAquick siguiendo el procedimiento ya descrito. Después, se clond el fragmento pl en los
plasmidos pIVEX;3d y pIVEX 4d, se utiliz6 una relacion molar de 6 a 1 de la cantidad de inserto
con respecto al plasmido en la mezcla de reaccion que se muestra en la tabla VIB. La reaccion de

ligacion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante 14-16 h, después se guardé a -20°C.

Tabla VI. (A) Reactivos utilizados para la reaccion de doble digestion con las enzimas Ncol
y Xmal. (B) Reactivos utilizados durante la ligacion del fragmento pl en los plasmidos
pIVEX2.3d y pIVEX; 4d.

A B
Reactivos Volumen pl -
DNA plasmidico 0.5 pg/pL 20 ___Reactivos Volumen
Amortiguador invitrogen 4 10x 3 Plasmido abierto (200 ng) 2
Nco1 10 U/IJL 2 Inserto NH, (1 2 Ug) 12
Xma1 10 U/uL 2 Amortiguador T4 ligasa 5X 4
H,O MQ estéril 3 T4 DNA ligasa 1 U/ul 2
V=30 V=20

Transformacion y caracterizacion de los vectores plasmidicos pIVEX;3d pl y
PIVEX;.d pl. Se transformaron 50 pL de bacterias E. coli XL1 blue, con las construcciones
pIVEX,3d pl y pIVEX,4d pl, siguiendo el procedimiento antes descrito. Se propagaron las
colonias que crecieron en 4 mL de medio LB con ampicilina (100 pg/mL) y se extrajo DNA
plasmidico mediante lisis alcalina. La caracterizacion de cada uno de los plasmidos se realizod
primeramente mediante una digestion enzimatica con las enzimas Eco R1 y Hindlll, después se
caracterizd por secuenciacion. La reaccion de digestion enzimatica se llevo a cabo durante 1 h a
37°C y se prepararon 4 plL. del DNA digerido en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de

etidio (10 mg/mL) y se analiz6 el tamafio de cada fragmento.

Purificacion de los vector plasmidico pIVEX;3d p1y/o pIVEX;.4d p1. Se propagaron
bacterias E. coli XLl blue que portan el plasmido pIVEX,3d pl, en 50 mL de medio LB con
ampicilina [100 pg/mL], durante 16 h a 37°C en agitacion y se extrajo el DNA plasmidico
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utilizando el kit de purificacion de DNA Qiagen. Para ello, primero se colectaron las bacterias
por centrifugacion a 8,648 g durante 3 min y se les adicion6 4 mL de la solucién P1 (Tris HC1 50
mM pH 8.0, EDTA 10 mM, RNAasa A 100 pg/mL), después se adicion6 4 mL de la solucion P2
(NaOH 200 mM, SDS 1% (w/v)). Solucién P3 (Acetato de potasio 3.0 M pH 5.5), la mezcla se
agitd por inversion y se incubd en hielo durante 5 min se adicionaron 4 mL de la solucién P3
(acetato de potasio 3.0 M pH 5.5) y se coloco en hielo durante 20 min. Los restos celulares se
precipitaron por centrifugacion a 12,354 g durante 10 min a 4°C. Por otra parte, la columna de
separacion se equilibro haciendo pasar por fuerza de gravedad 4 mL de la solucion QBT (NaCl
750 mM, MOPS 50 mM pH 7.0, isopropanol 15%, Triton X-100 0.15%), se atrap6 el DNA
plasmidico en la columna haciendo pasar el sobrenadante de la reaccion de lisis. Después se
realizaron 2 lavados con 10 mL de la solucion QC (NaCl 1.0 M, MOPS 50 mM pH 7.0,
isopropanol 15%). EI DNA plasmidico se eluy6 de la columna con 5 mL de la solucion QF
(NaCl 1.25 M, Tris HCI 50 mM pH 8.5, isopropanol 15%). Posteriormente se adicionaron 0.7
volimenes de isopropanol frio y se precipitd centrifugando durante 10 min a 12,345 g a 4°C, se
lavo con etanol al 70% y por ultimo se suspendioé el DNA en 60 pL de H,O DEPC. Se guardaron

las muestras a -20°C.

Expresion del fragmento pl en un sistema rapido de traduccion (RTS) libre de
células. Las construcciones pIVEX;3d pl y pIVEX,4d p1 se utilizaron como molde para realizar
la trascripcion y la traduccion acoplada de pl en un sistema de traduccion libre de células
desarrollado por Roche. Se prepar6 la mezcla de reaccion para cada una de las reacciones segun
se muestra en la Tabla VII. La reaccion se llevd a cabo en el instrumento RTS Proteo Master
(Roche) durante 24 h a 30 °C y 600 rpm, concluido el tiempo de reaccion, se incubd durante 12 h
a 4°C y después se almaceno a -70°C.

Tabla VII. Mezcla de los reactivos para la reaccion de RTS.

Camara de reaccion Camara de intercambio
Reactivos Volumen pl Reactivos Volumen pl

Lisado E.coli activado 25
Mezcla de reacciéon 7 Mezcla de reaccién 640
Aminoacidos 7 Aminoacidos 140
Metionina 1 Metionina 20

Suplementos o agua grado Suplementos o agua grado
PCR 5 PCR 200
1.5ugenb
Molde de DNA uL
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Determinacion de proteinas por el micrométodo de Lowry. El método empleado se
baso en la reaccion descrita por Lowry y col. (1951). Alicuotas de 2 ul del homogenado celular
se incubaron con 2 ul de NaOH 0.1 M a temperatura ambiente 2 h, se aforaron a 20 uL con agua
desionizada y se le anadieron 100 pL de solucion de NaCOs al 2% (preparada en NaOH 0.1 M)
se le adicionaron 10 pL. de CuSOy al 4% en agua y 10 pL de tartrato de sodio y potasio al 2.5%
en agua. Se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente y se afiadieron 20 uL de reactivo
de Folin diluido 1:1 en agua desionizada con agitacion constante. Después de incubar durante 30
min a temperatura ambiente se leyd su absorbencia en un espectrofotometro a 680 nm. La
concentracion de proteina se determin6 de acuerdo a una curva estandar de calibracion utilizando
concentraciones conocidas de una solucidon de albimina sérica de bovino desde 200 pg/mL hasta
10 pg/mL.

Electroforesis. Se colocaron 4 pL del producto de la reaccion de RTS en un gel de
poliacrilamida-SDS al 12.0% para separar las proteinas segun el método de Laemmli (1970). Las
muestras se diluyeron 1:1 con “buffer” de carga (Tri-HCl 50 mM pH 6.8, azul de bromofenol
0.2% w/v, SDS -grado electroforesis- 2%, glicerol 10% v/v y B-mercaptoetanol 10%) y se
incubaron durante 5 min a 96 °C. Los minigeles se prepararon al 12.0% en placas de vidrio de 10

cm x 12 cm separadas 1.0 mm en un equipo vertical Hoeffer, como se muestra a continuacion:

Gel separador___ (1.0 mm) _12% Gel concentrador (1.0 _mm) 5%

Acrilamida 29%- bisacrilamida 1% 4.0 mL Acrilamida 29 %- bisacrilamida 1% 0.83 mL
Tris-HC1 1.5M pH 8.8 2.50 mL Tris-HCI1 0.5M pH 6.8 0.63 mL
Agua desionizada 3.30mL Agua desionizada 3.40 mL
SDS 10% 0.10 mL SDS 10% 0.05 mL
Persulfato de amonio 10% 0.10 mL Persulfato de amonio 10% 0.05 mL
TEMED 0.004 mL TEMED 0.005 mL

Una vez polimerizado y montado el gel en la camara, ésta se llend con “buffer” de corrida
1X (Tris—HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%) y las muestras se colocaron en los pozos. Se
aplicé un voltaje de 80 mV para llevar a cabo la electroforesis de las proteinas en el gel

concentrador y 200 mV en el gel separador.
Transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa. Concluida la

electroforesis, el gel se colocod en un papel filtro humedecido en la solucidén para transferencia

Tris—HCI 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% sobre ¢l la membrana de nitrocelulosa
( g y
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previamente humedecida en la misma solucion procurando evitar la formacion de burbujas entre
el gel y la membrana. Enseguida se coloco otro papel filtro sobre la membrana y se montd
cuidadosamente en la cdmara de transferencia. Se aplicaron 200 mA durante 2 h, tiempo
suficiente para obtener una transferencia completa de las proteinas a la membrana de

nitrocelulosa.

Tincion de geles. Los geles se tifieron en la solucion (azul de Coomassie R-250 0.125%
en metanol al 40%, acido acético al 10%) durante 30 min; se destifieron en una solucion similar

pero sin colorante, durante 1 h.

Inmunodeteccién. Después de la transferencia de las proteinas a la membrana de
nitrocelulosa, ésta se colocd en una solucion de leche sin grasa al 5% en TBS-T pH 7.6 (Tris-HCI
10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0.05%), durante 1 h después, se incubo con el anticuerpo anti-
His tag 6X de Santa Cruz (dilucién 1:500) en TBS-T leche 1% durante toda la noche. La
membrana se lavo tres veces durante 10 min en una soluciéon de TBS-T y se incubd con un
anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina (Santa Cruz) que reconoce el primer anticuerpo, en una
dilucion 1:2000 en TBS-T durante 1 h. Nuevamente se lavd la membrana tres veces durante 10
min para eliminar el exceso de anticuerpo. Como control se incubd una membrana solamente con

el segundo anticuerpo (anti-conejo acoplado a fosfatasa alcalina).

El revelado se llevo a cavo incubando la membrana con 5 mL del reactivo BCIP/NBT-
azul, hasta que apareciera una marca de color purpura que es producto de la hidrolisis del 5-
bromo-4-cloro-3-indoil fosfato (BCIP) y la reduccion del azul nitro de tetrazolio (NBT) al ser
usados como sustratos de la fosfatasa alcalina, que esta acoplada al segundo anticuerpo, el cual

reconoce al primer anticuerpo anti-His tag 6X.

Separacion del fragmento p1NH; mediante electroelusion. Se resolvieron las proteinas
contenidas en 300 uL del producto de la reaccion de RTS mediante SDS-PAGE (12% preparativo,
2 mm). Después de la electroforesis el gel se incubd en el amortiguador de elusion (Tris-HCI 50
mM, acido borico 25 mM pH 8.7, sin ajustar con 4cido o base) durante 15-20 min. La cdmara de

electroelusion (Bio-Rad, No. Cat. 165-1250) se prepard colocando papel filtro y papel celofan en
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el anodo, ambos humedecidos en el amortiguador de elusion, éstos se colocaron al centro de la
camara, luego se llenaron los pozos con el mismo amortiguador. El gel se coloco sobre el centro
de la cdmara y se retiraron las burbujas, después se puso sobre el gel mas papel filtro humedecido
en el amortiguador y por tltimo se colocé el catodo. La elusion de las proteinas se realizé durante
1 h a 200 mA. Las muestras se recuperaron por vacio utilizando el recolector de muestras (Bio-

Rad, No. Cat. 165-1250). Al término de la elusion el gel se tind en azul de Coomassie.

Separacion del fragmento p1NH, mediante cromatografia de afinidad. El producto
total de la reaccion de RTS contenido en 500 pL se separ6 mediante cromatografia de afinidad
utilizando una matriz de 4cido nitrilotriacético niquel (NTA-Ni*") agarosa. La columna se
prepar6 colocando 1 mL de la matriz al cual se le hizo tres lavados con 2 mL de agua destilada
estéril, después se equilibré pasando 3 veces 2 mL del amortiguador de unién (8 M urea, 20 mM
Na3zPOy4, 500 mM NaCl, pH 7.8). La muestra se prepard colocando 500 pL del producto total de
RTS en 500 pL del amortiguador de union. Después se aplicé la muestra a la columna y se
incubd en agitacion a 4°C durante 30 min, se dejo que la matriz se asentara y se pasaron 2 veces
2 mL del amortiguador (8 M urea, 20 mM NaPO,, 500 mM NaCl, pH 6.0), después se realizaron
2 lavados con 2 mL del amaortiguador (50 mM NaH,PO4, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol),
finalmente la proteina se eluyd utilizando el amortiguador (50 mM NaH,PO4, 500 mM NacCl, 250
mM Imidazol). Se colectaron 4 fracciones de 1 mL las cuales se dializaron durante toda la noche
a 4°C utilizando el amortiguador (0.1% Triton X100, 10 mM Tris-HCI pH 6). Las muestras se

concentraron a 200 pL utilizando vacio.

23



VI. RESULTADOS

Amplificacion del fragmento GABAp1 mediante (PCR)

Con el objeto de incluir sitios de clonacion Ncol y Xmal en el DNAc GABAp]I se realizd
la PCR con el “primer” sentido pl 5’Ncol y el primer antisentido pl 3’Xmal. El fragmento se
amplifico) tomando como molde el plasmido pcDNAj ;-pl. Al término de la reaccion de PCR el
fragmento se separd en un gel de agarosa (Figura 7). Como control de la amplificacion se realizé

la reaccion de PCR utilizando todos los reactivos excepto el plasmido pcDNA-pl.

Figura 7. Amplificacion del DNAc de la
subunidad GABApl. Carril 1 marcador de
peso molecular (A Pstl), carril 2 amplificacion
de pl, carril 3 control negativo de Ila

amplificacion. Imagen obtenida por exposicion
aluz UV.

Clonacion del fragmento p1 en el plasmido pGEM-T Easy

Se clon6 GABApI en el plasmido pGEM-T Easy. Para la identificacion se aislo el DNA
plasmidico de varias colonias (Figura 8). Se utilizd como referencia el plasmido pGEM-T Easy
sin inserto. Las bandas de mayor peso molecular corresponden a pldsmidos que contienen el
fragmento GABApl en dos (carriles 1-4).  Los pldsmidos se presentan en dos diferentes
conformaciones del DNA: relajado banda de arriba y superenrrollado banda de abajo

Figura 8. Identificacion del plasmido
pGEM-Tpl + _ PGEM-T pGEM-T Easy que incorporé el fragmento
pl. Carril 1-4 plasmidos que incorporaron el
fragmento, Carril 5 pGEM-T Easy sin inserto;
los pldsmidos estan presentes en la
11,496 ‘ vod o o conformacion relajado y superenrrollado.

= T e T : Imagen obtenida por exposicion a luz UV.

4,746

2,838
2,560

1,700 |}
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Caracterizacion enzimatica de la construccion pGEM-T p1

Para comprobar la identidad de los plasmidos pGEM-T con p1 se realizé una digestion de
dos muestras con la enzima ECOR1. Se separaron las muestras en un gel de agarosa generandose
tres fragmentos de: 2,997 pb, y los fragmentos de 705 y 699 pb que aparecen como una sola
marca debido a su similitud en pesos carril 2 y 3 (Figura 9A). En la Figura 9B se observa el mapa
de restriccion que muestra el tamafio de los tres fragmentos generados por la digestion de la

construccion con ECOR1.

A B
pGEM-T p1 pGEM-T
EcoR1 p1
———-o 00—

52 EcoRl (3)
HCO1 62...66
TT 8113 rho 1 638...1440

2,997 pb

757 EcoRl (3)

705 pb
PGEMT Rhot Dig EcoR1 699 pb
401 bp

Xmal 14,1446
1456 EcoRl (3)

Figua 9. Caracterizacion de la construccion pGEM-T pl. (A) Carril 1 marcador de peso
molecular (A Pstl), carriles 2 y 3 digestion con la enzima EcOR1, carril 4. Construccion pGEM-T
pl sin digerir. (B) Mapa de restriccion en el que se muestra el tamafio de los tres fragmentos
generados. Imagen obtenida por exposicion a luz UV.

Secuenciacion de los fragmentos de la construccion pGEM-T p1

Para corroborar la identidad del fragmento GABAp] clonado en el pldsmido pGEM-T, se
determiné su secuencia en la unidad de proteogendmica del Instituto de Neurobiologia (INB).
Después se realizé un analisis de su secuencia con lo que se comprobd su identidad y también

que no presentaba mutaciones en su secuencia nucleotidica.
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Subclonacion del fragmento p1 en los plasmidos para expresion pIVEX;3d y

pIVEX2,4d

Para poder expresar el fragmento pl en un sistema libre de células se cloné el fragmento
en los plasmidos de expresion pIVEX;3d y pIVEX;4d. Los plasmidos pIVEX;3d y pIVEX; 4d
son vectores que dirigen la trascripcion bajo la regulacion del promotor de la T7 RNA
polimerasa. Ademas, en el extremo 5’ no traducible contiene la secuencia Shine- Delgarno que
favorece la union del transcrito al ribosoma, el plasmido pIVEX; 3d en el extremo 3’ contiene una
secuencia que codifica para el epitopo His 6X mientras que para el plasmido pIVEX,4d se
encuentra en el extremo 5°. Para la identificacién de los plasmidos que portan el DNAc del
receptor, se separd el DNA plasmidico en un gel de agarosa (Figura 10A). Aqui se muestra el
plasmido pIVEX,3d que incorpord el fragmento GABAp1 (carril 9), en los demas carriles se
muestran plasmidos que no incorporaron el fragmento (carriles 2-8, 10 y 11). La Figura 10B
muestra los resultados de clonacion del fragmento p1 en el pldsmido pIVEX;4d. En los carriles 3

y 6 se muestran pldsmidos que incorporaron el fragmento pl, los demés carriles corresponden a

plasmidos que no incorporaron el fragmento.

Figura 10. Identificacion de los plasmidos pIVEX;3d y pIVEX,4d que incorporaron el
fragmento pl. (A) Carril 1 marcador de peso molecular (A Pstl), carril 9 clona positiva, carriles
2-8, 10 y 11, clonas negativas. (B) Identificacion de plasmidos pIVEX;4d que incorporaron el
fragmento p1: carril 1 marcador de peso molecular, carril 3 y 6 clonas positivas, carril 4, 5, 7-11
clonas negativas. Los plasmidos estan presentes en la conformacion relajado y superenrrollado.
Imagen obtenida por exposiciéon a luz UV.
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Caracterizacion enzimatica de la construccion pIVEX;sd p1

Para comprobar que GABAp]I se ligé al plasmido pIVEX; 3d se realizé una digestion con
la enzima ECOR1 de la muestra que fue positiva en la identificacion por tamano (Figura 10). Se
separd la muestra digerida en un gel de agarosa generandose tres fragmentos: 3,627 pb, 729 pb y
543 pb (carril 2 Figura 11A). El tamafo de cada fragmento fue determinado por comparacion
con las bandas del marcador de peso molecular del fago A digerido con la enzima Pstl (carril 1).
En el carril 3 se observa el plasmido pIVEX;3d pl sin digerir. En la figura 11B se observa el
mapa de restriccion en el que se muestran los tamafios de los tres fragmentos generados con

EcoR1.

PIVEX, ,d
EcoR1 PIVEX;.d
e 6O

TT 620...639
rhe-1 T03..2075

p2.3 RholDig. EcoR1
4899 bp
729 pb

1392 Ecarl (3) L
p

Xmat 2076...2081
2884 EooRI (3) Histag 2091..2108

2121 EcoRl (3)

Figura 11. Caracterizacion de la construccion pIVEX;3d pl. (A) Carril 1 marcador de peso
molecular (A Pstl), carril 2 construccion pIVEX; 3d pl digerido con EcoR1, carril 3 construccion
pIVEX;3d pl sin digerir. (B) Mapa de restriccion en el que se muestran el tamafio de los tres
fragmentos generados. Imagen obtenida por exposicion a luz UV.

Caracterizacion enzimatica de la construccion pIVEX; 4d p1

De la misma manera en que se comprobo6 la construccion pIVEX; 3d pl se realizo para la
construccion pIVEX,4d pl. Para ello, una de las muestras que fueron positivas en la
identificacion por tamafo se digirid con la enzima ECOR1. Se separ6 la muestra en un gel de

agarosa generandose dos fragmentos: 3,702 pb y 1,228 pb (carril 2, Figura 12A). El tamafio de
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cada fragmento se determind por comparacion con las bandas del marcador de peso molecular del
fago A digerido con la enzima Pstl (carril 1). En el carril 3 se observa el plasmido pIVEX; 4d pl
sin digerir. En la Figura 12B se observa el mapa de restriccion en el que se muestran los tamafios

de los dos fragmentos generados por la digestion de la construccion con ECOR1.

A B

TT 620...639
Histag 7T11..72%
rho-1 7T8..2150

3,702 pb

— {1228 pb

p2.4d Rhol Dig. EcoR
4330 bp

1467 EcoRl (2)

2695 EcoRl (29 Xmal 2151..2156

Figura 12. Caracterizacion de la construccion pIVEX; 4d pl. (A) Carril 1 marcador de peso
molecular (A Pstl), carril 2 digestion enzimatica de la construccion pIVEX,4d pl, carril 3
construccion pIVEX; 4d p1 sin digerir. (B) Mapa de restriccion en el que se muestran los tamafios
de los dos fragmentos generados. Imagen obtenida por exposicion a luz UV.

Analisis del marco de lectura en las construcciones pIVEX,3dpl vy

pIVEX2_4dp1

Para corroborar que las construcciones pIVEX;3d pl y pIVEX,4d pl se encuentran en el
marco de lectura correcto, se secuencid cada plasmido (electroferograma apéndices I y II). Los
resultados corroboraron la identidad del fragmento en los extremos 5’ y 3’ que resulto estar en

fase dentro de la secuencia de cada plasmido.
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Expresion del fragmento p1 mediante un sistema rapido de traduccion (RTS)

libre de células

Para realizar la expresion del fragmento pl mediante RTS se colocaron cantidades iguales
(10 pg) de las dos construcciones realizadas pIVEX,3d pl y pIVEX,4d pl y de la construccion
pIVEX,3d GFP que es utilizada como control positivo de la expresion (Figura 13A carril 1,2y
3) respectivamente. La reaccion se llevd a cabo durante 24 h y después las proteinas se
maduraron durante 24 h a 4°C. La expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) se identifico
observando la fluorescencia emitida por exposicion a luz UV (Figura 13B tubo 3). Los tubos 1 y
2 corresponden a la expresion del fragmento pl en las construcciones pIVEX;3d pl y pIVEX;4d

pl respectivamente.

A B
pIVEX,,d pIVEX,,d pIVEX,.d PIVEX,,d pIVEX,,d pIVEX,,d Figura 13. Plasmidos pIVEX;d
p1 p1 GFP . p1 .o p1 .o GFP. pl y pIVEX; 4d p1 utilizados en la
1 2 3 reaccion de RTS. (A). Carril 1

construccion pIVEX;sd pl, carril 2
construccion pIVEX,.4d pl, carril 3
construccion pIVEX,3d GFP. (B)
Productos de reaccion de RTS
después de 24h de maduracion.
Tubo 1 construccion pIVEX;3d pl,
tubo 2 pIVEX,4d pl y tubo 3
construccion  pIVEX,sd GFP.
Imégenes obtenidas por exposicion
aluzUV.

Inmunodeteccion del fragmento p1 en el producto de reaccion de RTS

Para determinar la expresion del fragmento pl, las proteinas producidas durante la
reaccion de RTS se separaron en condiciones desnaturalizantes y se trasfirieron a una membrana
de nitrocelulosa, después se realizé la inmunodeteccion utilizando un anticuerpo dirigido contra
el epitopo His 6X. En la Figura 14A se muestran los resultados de deteccion de la expresion;

GABApI no se detectd en el precipitado ni en el sobrenadante del producto de la reaccion aun
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cuando se utilizardn las dos construcciones (pIVEX;3d pl y pIVEX;4d pl) o cuando se utiliz6 el
anticuerpo N-19 (datos no mostrados) que reconoce parte de los residuos del extremo amino del
receptor GABA(. En el carril 2, se observa la deteccion de la proteina verde fluorescente (GFP)
con una movilidad relativa de 35 kDa como un control positivo de la expresion; en el carril 3 se
separ6 el producto total de la reaccion de RTS realizada en paralelo pero utilizando plasmido sin
inserto (control negativo de la expresion). En la Figura 14B se muestran los resultados obtenidos
con algunas de estas mismas muestras pero incubadas Uinicamente con el anticuerpo secundario
como control de inespecificidad de este anticuerpo; se observa una marca en todos los carriles
que también esta presente en la Figura 14A por lo que se atribuye a una union inespecifica del
anticuerpo secundario. Con este resultado se concluye que no hay expresion de dicho fragmento

mediante el uso de la expresion libre de células (n=4).

A PIVEX,,d pIVEX, d B
p1 p1 GFP PIVEX, ;d pIVEX, ,d
GFP — P P
o—oeo—e PISN PISN —eo0o—o0—o
1 2 3 4 5 6 1 1 2 3
kDa — T T —.,"
109.5— ki 11 ;
78.9 —
60.4 —1 | o
Lo
472 o
5
351 = T e g~ || < g M‘
249 =
18.3 — .

Figura 14. Inmunodeteccion del fragmento p1. (A) Inmunodeteccion utilizando un anticuerpo
dirigido contra el epitopo His 6X. Carril 1 marcador de peso molecular, carril 2 deteccion de
GFP, carril 3 producto de RTS utilizando plasmido sin inserto como control negativo de la
expresion, carriles 4 y 6 precipitado (P) del producto de expresion con las construcciones
pIVEX;3d pl y pIVEX,.4d pl respectivamente, y carriles 5 y 7 separacion de los sobrenadantes
(SN) de las muestras separadas en 4 y 6. (B) Separacion del producto total de RTS de las mismas
muestras que se muestran en la Figura A pero incubando solamente con el anticuerpo secundario.
Las cabezas de flecha indican reconocimiento inespecifico detectado con el segundo anticuerpo.
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Se cumplieron los primeros tres objetivos planteados, pero no fue posible determinar la
expresion de la subunidad p1 del receptor GABAc. Por consiguiente, se decidié implementar una
nueva alternativa en la cual se expres6 un fragmento mas pequeflo con caracteristicas mas
hidrofilicas correspondiente a 259 aminoacidos del extremo amino de la misma subunidad p1 del
receptor GABAC( sin considerar el péptido sefal. Dicho fragmento se denotd con la abreviacion
pINH,. Para la expresion se utiliz6 también un nuevo sistema de traduccion rapida libre de
células que permite la formacion de puentes disulfuro (kit E. coli Disulfide, No. Cat. 04 349 741
001).

Amplificacion del fragmento p1NH; de la subunidad p1 del receptor GABA¢

Se realiz6 la PCR utilizando los “primers” sentido NT-5’Ncol y antisentido NT-3’Xmal.
El fragmento se amplific6 tomando como molde el plasmido pcDNAjs ;-pl. Al término de la
reaccion, el fragmento amplificado de 777 pb se separard en un gel de agarosa (Figura 15). Como
control de la amplificacion se realizé la reaccion de PCR utilizando todos los reactivos excepto el

plasmido pcDNA;-pl.

Figura 15. Amplificacion del fragmento
p1NH;. Carril 1 marcador de peso molecular (A
Pstl), carril 2 amplificacion del fragmento
pINH, carril 3 control negativo de la
amplificacion. Inagen obnid por exposicion a 1z
UV.

Clonacion del fragmento p1NH; en el plasmido pGEM-T

Se clon¢ el fragmento pINH; en el plasmido pGEM-T Easy. Para la identificacion de los
plasmidos que incorporaron el fragmento, se compar6 el tamafo por electroforesis en gel del
DNA plasmidico de cada una de las colonias positivas, con el DNA de una colonia que no

incorporo el fragmento (Figura 16).
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pGEM-Tp1-NH, + pGEM-T
® & @

pm_1 2 3 4 5

Figura 16. Identificacion de plasmidos
pGEM-T Easy que incorporaron el
fragmento p1NH,. Carriles 1-4 plasmidos que
incorporaron el fragmento; carril 5 plasmido
pGEM-T easy.

Subclonacion del fragmento p1NH; en el plasmido pIVEX; ;d

Para poder expresar el fragmento pINH; en un sistema libre de células, se clon6 en el
plasmido de expresion pIVEX,sd. Para la identificacion, el DNA plasmidico de cada clon se
separd en un gel de agarosa y se compararon las bandas por peso molecular. En la Figura 17 se
muestran los plasmidos pIVEX; 3d que incorporaron el fragmento pINH,. Las bandas de mayor
peso molecular corresponden a aquellos plasmidos que contienen el fragmento (+) (carriles 5, 13
y 24). Las bandas de menor peso molecular en los demas carriles corresponden a plasmidos que

no incorporaron el fragmento.

p1-NH, pl-NH, p1-NH,
1 2 34 .6 7 8 9101112 + 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 - 25

Figura 17. Identificacion de los plasmidos pIVEX,3d que incorporaron el fragmento
pINH,. Carril 1 marcador de peso molecular (A Pstl); carriles 5, 13, y 24 plasmidos que
incorporaron el fragmento; resto de los carriles, plasmidos que no incorporaron el fragmento.
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Caracterizacion de la construccion pIVEX; ;d p1NH;

Para comprobar que el fragmento pINH; se ligo al plasmido pIVEX;1d se realizo una
digestion con las enzimas ECOR1 generandose tres fragmentos de: 3,627 pb, 543 pb y 132 pb
(carril 2, Figura 18). El tamafio de cada fragmento fue determinado por comparacion con las
bandas del marcador de peso molecular del fago A digerido con la enzima Pstl (carril 1). En el
carril 3, se observa el pladsmido pIVEX,3d pINH; sin digerir. En la figura 18B se observa el
mapa de restriccion en el que se muestra el tamafio de los tres fragmentos generados por la

digestion de la construccion con ECORI.

p1-NH,
EcoR1 p1-NH,

T7 620...639
HCO1 697...701
rho-1 T03...1478

e 3,627 pb

pIVEX:2 30 NH2 Dig EcoR1
4302 bp

543 pb

1392 EcoRl (3)
Xmat 1479...1484
Histag 1494...1511

1524 EcoRl (3)

132 pb

2067 EcoRl (31

Figura 18. Caracterizacion de la construccion pIVEX;3d p1NH,. Carril 1 marcador de peso
molecular, carril 2 fragmentos obtenidos en la digestion con Eco RI1, carril 3 construccion
pIVEX,3d p1NH; sin digerir. (B) Mapa de restriccion en el que se muestran los tamafios de los
dos fragmentos generados.

Analisis del marco de lectura en la construccion pIVEX; 3d pI1NH;

Asi mismo, para corroborar que la construccion pIVEX,3d pINH, se encuentra en el
marco de lectura correcto, se realizd un analisis de la secuencia junto con el electrocromatograma
(Apéndice III). Los resultados corroboraron la identidad del fragmento en los extremos 5’ y 3’

que resultd estar en fase dentro de la secuencia del plasmido pIVEX; 3d.
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Expresion del fragmento pINH, mediante un sistema rapido de traduccion

(RTS) libre de células

Para realizar la expresion del fragmento p1NH; mediante RTS, se colocaron en cantidades
iguales (10 pg) de la construccion pIVEX; 3d pINH, y del plasmido pIVEX;3d UK que expresa

la proteina urocinasa, como control de la expresion (Figura 19).

pIVEX pIVEX
p1NH, UK
@ [

Figura 19. Separacion de los plasmidos
usados como molde en la reaccion de RTS.
Carril 1 marcador de peso molecular (A Pstl);
carril 2 pIVEX,3d pINH,; carril 3 pIVEX2.3d
UK.

Inmunodeteccion del fragmento p1NH; en el producto de la reaccion de RTS

Antes de la inmunodeteccion del fragmento pl1NH,, las proteinas producidas en la
reaccion de RTS durante 24 h se resolvieron en condiciones desnaturalizantes en un gel de
poliacrilamida al 12%. Mediante una tinciéon con azul de Coomassie, se observo la presencia de
una banda con una movilidad relativa de 40 kDa que no se encuentra presente en la separacion
del producto de reaccion obtenido utilizando el plasmido sin inserto (Figura 20A). Durante la
inmunodeteccion realizada con el anticuerpo antiHis 6X, se detectd la presencia del fragmento
pINH,. De la misma manera, se detectd la presencia de la urocinasa (UK) con una movilidad
relativa de 33 kDa; ésta fue producida en una reaccidon en paralelo como control positivo de la
expresion. Como control negativo, se separd el producto de reacciéon obtenido utilizando

plasmido sin inserto (Figura 20B).
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Figura 20. Inmunodeteccion del fragmento p1NH,. (A) Electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE 12%). Carril 1 marcador de peso molecular; carril 2 producto de RTS (control sin
inserto); carril 3 producto de RTS utilizando pIVEX;3d pINH; (40 kDa). (B) Inmunodeteccion
con el Ac. antiHis 6X. Carril 1 marcador de peso molecular; carril 2 control negativo; carril 3
urocinasa (33kDa), carril 4 deteccion del fragmento pINH, (40kDa). Las cabezas de flecha
sefalan inmunodeteccion inespecifica del segundo anticuerpo (c.f 14).

Efecto del Triton X-100 sobre la expresion del fragmento p1NH; en RTS

Con el objeto de tratar de enriquecer la fraccion soluble con el fragmento pI1NH,, se
realizod la expresion durante 24 h en presencia y en ausencia del detergente Triton X-100. La
Figura 21 muestra la inmunodeteccion del fragmento pINH; en el producto total de reaccion y en
el precipitado, cuando la reaccion se realiza en ausencia del detergente (carriles 4 y 5), no asi en
el sobrenadante (fraccion soluble, carril 6). El mismo resultado se observo cuando se realizo la
inmunodeteccion en las fracciones obtenidas cuando se utilizé Triton X-100 durante la reaccion
(carriles 7, 8 y 9). La presencia de la proteina urocinasa se utilizd6 como control positivo de la
expresion. Como control negativo se separ6 el producto de reaccion obtenido utilizando plasmido

sin inserto.
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Triton 100-X  +Triton 100-X Figura 21. Inmunodeteccion del

S e T P s T P s fragmento pINH, del producto de
8 9 reaccion de RTS con y sin Triton

X-100. Inmunodeteccion con el Ac.

antiHis 6X. Carril 1 marcador de

peso molecular; carril 2 UK; carril 3

control negativo de la expresion;

carriles 4-6 deteccion de pINH; sin

40kDa Triton X-100: en el producto total
(T), en el precipitado (P) y en el
sobrenadante  (S); carriles 7-9
deteccion de pINH, con Triton X-
100: en el producto total (T), en el
precipitado, (P) y en el sobrenadante

(S).

351
33kDa

249

18.3

Separacion del fragmento p1NH, mediante electroelusion

Con el fin de separar el fragmento p1NH; del resto de los productos de la reaccion de
RTS, se aplico la técnica de eletroelucion. La Figura 22 muestra la tincion con azul de Coomassie
del gel de poliacrilamida en el cual se resolvieron siete fracciones (de la 4 a la 10) que se
separaron en un peso molecular cercano a la del fragmento pINH,. También se resolvio el
producto total de la reaccion de RTS en el cual se puede distinguir la banda correspondiente a

pINH; (carril 2).

éb’”
Q" Fracciones de electroeluciéon
*—00 ®
kba 1 2 3 4 5 6 7 8 9
el €. : Figura 22. Electroforesis en gel de

poliacrilamida de las fracciones
separadas por electroelusion. Carril 1
marcador de peso molecular; carril 2
separacion del producto total de reaccion de
RTS; carriles 3-9 fracciones 4-10 obtenidas
mediante electroelucion del producto total

24.9 - de la reaccion de RTS.

18.3 1
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Separacion del fragmento p1NH, mediante cromatografia de afinidad

La proteina pINH, fusionada a una marca de seis histidinas, se purific6 mediante
cromatografia de afinidad. La fraccion de elusion se resolviéo mediante SDS-PAGE y se realizo
una tincion con azul de Coomassie donde se aprecia claramente la presencia del polipéptido en el
producto total de la reaccion de RTS y en la fraccion obtenida por cromatografia de afinidad
(carriles 3 y 4, Figura 23A). Esta banda no se encuentra presente en del producto de RTS cuando
se utilizando como molde el pldsmido sin el inserto pINH; como control negativo de la expresion
(carril 2). El fragmento pINH, también se detectdé mediante dos anticuerpos especificos
diferentes, uno reconoce la marca de seis histidinas (Figura 23B) y el otro parte del dominio
amino terminal de la subunidad p1 del receptor GABA( (Figura 23C). El orden en el cual se
resolvieron las muestras en la inmunodeteccion es el mismo que se muestra en el gel tefiido con
azul de Coomassie. Cabe sefialar que en todos los casos se observo que la proteina purificada

migrd menos que cuando se resolvid en el extracto total.

pINH, p1NH, p1NH, p1NH,
- RTS afinidad - RTS afinidad

p1NH, p1NH,
- RTS afinidad

4 4

Figura 23. Inmunodeteccion del fragmento pINH; en la fracciéon obtenida por
cromatografia de afinidad. (A) Electroforesis en gel de poliacrilamida (12%) tefiido con azul de
Coomassie. Carril 1 marcador de peso molecular; carril 2 control negativo de la expresion; carril
3 producto total de RTS utilizando pIVEX,3d p1NHa, carril 4 fraccion de elusion obtenida por
cromatografia de afinidad. (B) Inmunodeteccion con el Ac. antiHis 6X. (C) Inmunodeteccion con
el Ac. Antip1(N-19). Las cabezas de flecha sefalan inespecificidad; notese como desaparecen
después de la cromatografia.
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VII. DISCUSION

Con base en la homologia aminoacidica que presenta el receptor GABA¢c con el receptor a
acetilcolina se ha sugerido que se organiza en la membrana de las neuronas formando un
pentamero; tal como se organiza el receptor a acetilcolina, el cual fue estudiado mediante
microscopia electronica y difraccion de rayos X (Unwin, 1995., Unwin, 2005). La subunidad pl
fue la primera de tres subunidades clonadas que se demostrd que forma receptores homoméricos
GABA(¢ funcionales (Polenzani, y col. 1991), pero la forma en la cual se organizan los
pentameros aun no ha sido descrita. El trabajo que se ha venido realizando por el grupo de A.
Martinez y R. Miledi se ha enfocado en entender los receptores GABA( desde diversos puntos de
vista. En una de sus tareas se ha propuesto entender la organizacion del homopentamero formado
por la subunidad p1l a nivel atdmico-molecular. Con este proposito, inicialmente GABApI1 fue
expresada en S. cerevisiae, produciendo receptores funcionales pero el sistema resulto ineficiente
para sobreproducir la proteina (Martinez-Martinez y col. 2003). Ademads, también se intentd su
expresion en E. coli sin obtener la produccion del receptor. Actualmente en el laboratorio se
logro expresar a GABApI en células de insecto trasfectadas con baculovirus recombinantes. Sin
embargo, el gen que codifica para GABApl no se puede expresar continuamente ya que las
células infectadas mueren y la sintesis de GABAp1 requiere de la infeccion de nuevas células.
Por consiguiente, los rendimientos obtenidos no fueron los esperados y resulta riesgoso escalar el

proceso haciendo uso de biorreactores.

El presente trabajo se enfocd a expresar la subunidad GABApP1 en un sistema libre de
células, con el objeto de purificarla para realizar futuros estudios que nos permitan entender su
organizacion. El sistema de expresion libre de células utiliza el arquetipo procariote en el cual la
trascripcion y la traduccion se realizan de manera acoplada, pero en un ambiente libre de
membranas (Spirin, y col. 1998); en este ambiente esperdbamos que se favoreciera la expresion
de la proteina, sin embargo, no fue posible su produccion. La falta de expresion de GABApI se
puede deber a un problema en el momento de la transcripcion y/o traducciéon que impide la
sintesis completa. Es probable que en los segmentos transmembranales los residuos con caracter
hidrofébico expuestos a un ambiente acuoso sufran un cambio conformacional diferente al

nativo, orientando los grupos no polares en una forma inestable de la proteina, causando su mal
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plegamiento y afectando su sintesis. Sin embargo, para comprobarlo es necesario realizar la
expresion de diferentes fragmentos de GABApl en el cual se consideren cada uno de los
dominios trasmembranales. Una modificacion de este mismo sistema utilizé diversos detergentes
y lipidos, para expresar el canal mecanosensible Mscl (una proteina homopentamérica formada
por subunidades de 14 kDa con dos pasos transmembranales) (Berrier, 2004). En nuestro trabajo
se intentd producir la subunidad pl aplicando una de las condiciones utilizadas en la
sobreproduccién de la proteina Mscl, pero aun en esas condiciones no fue posible su sintesis. Los
factores que determinan la expresion de ambas proteinas son funciéon de sus propiedades
bioquimicas propias por lo que un mismo ambiente influencia de manera diferente a proteinas
distintas (Klammt, y col. 2004). Sin embargo, aun falta por probar otro tipo de detergentes y
lipidos en el cual se podria favorecer la sintesis de GABAp1. Por ejemplo: considerar las
condiciones en las cuales se expresaron en un sistema libre de células la proteinas de membrana
EmrE, SugE y TehA (Klammt, y col. 2004) o las utilizadas en la expresion del canal Mscl
(Berrier, y col. 2004).

En la segunda parte del presente trabajo nos enfocamos a expresar el dominio amino extracelular
de pl. La expresion de un fragmento de la proteina puede dar informacion sobre como se
organiza la proteina completa. Por ejemplo, en E. coli se expres6 un fragmento de 131
aminoacidos del dominio amino terminal que incluye el puente de cisteinas de la subunidad ol
del receptor GABA,, el cual formé oligomeros en solucidon. Por otra parte también se logro la
expresion de un fragmento de 126 aminoéacidos que comprende parte del dominio amino y los
dos primeros dominios transmembranales de la subunidad al del receptor de glicina (Xue, y col.
2000; Xue y col. 2001). El dominio amino extracelular de los receptores GABA, y GABAc
presentan homologia aminoacidica con la proteina de union a acetilcolina (AChBP) (Katjusa y
col., 2001; Hansen y col., 2005). Recientemente la secuencia aminoacidica del dominio amino
del receptor GABA( fue alineada con la secuencia de la AChBP para generar un modelo
tridimensional basado en la estructura cristalina de AChBP, de este modo se generd una

representacion de la orientacion del sitio de union a GABA (Neil, y Lummis, 2006).

Sin embargo, estos resultados in silico atn carecen de una base experimental. Nuestros resultados

en la expresion en el sistema libre de células produjeron una proteina inmunoreactiva ante un
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anticuerpo especifico para el dominio amino de la subunidad GABAp1 (Figura 23C). En primera
instancia se tratd de separar la proteina pINH; del resto de los productos de RTS mediante
electroelusion. Sin embargo, no fue posible recuperar la proteina en ninguna de las fracciones
obtenidas, probablemente debido a una degradacion proteolitica (Figura 22). Después se realizo
una cromatografia de afinidad y las fracciones de elusion fueron positivas a la inmunodeteccion
con anticuerpos anti pl y anti His 6X (Figura 23). La movilidad relativa de pINH, en el SDS-
PAGE es diferente entre el producto total de la expresion y la fraccion obtenida por
cromatografia de afinidad; ésto se podria deber a que la muestra después de ser eluida de la
columna de afinidad queda en un amortiguador diferente a las condiciones en el cual se encuentra
en el producto total de expresion. Se sabe que la presencia de solutos como urea o detergentes
alteran la forma y el radio efectivo de una misma proteina; los iones y las moléculas de agua
unidos a la proteina modifican su carga y cambian la movilidad electroforética de ésta (Garcia
Pérez, 2000). La expresion y purificacion del dominio amino de pl podria permitir realizar
experimentos de microscopia electrénica, tal como lo mostraron los estudios de Xue y col. (2000 y
2001) con el receptor GABA, y el receptor a Glicina. Con el fin de entender su organizacion
atomica-molecular, el sistema de expresion libre de células es una alternativa para producir una
proteina marcada con isétopos, facilitando hacer estudios de resonancia magnética nuclear (Kigawa
y col., 1999; Noren y col., 1989). Desafortunadamente en este proyecto no se logrd expresar el
receptor completo y mas estudios son necesarios para sobrepasar esta limitante. Como expresar
diferentes fragmentos de GABApl que incluyan parte de los dominios transmembranales en
fusién con un péptido que estabilice su estructura secundaria. Ademas también se podrian realizar
estudios fisico-quimicos que nos ayuden a entender mejor la dindmica molecular de estas
proteinas. Esto nos permitiria predecir su comportamiento en un ambiente libre de células en el

cual se favoreciera la sintesis completa de GABA pl.
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VIII.

CONCLUSIONES

No se logro la expresion del DNAc de pl mediante RTS en ninguno de los dos sistemas

utilizados (RTS 100 E. coli HY Kity RTS 100 E. coli Disulfide kit).

Se expreso un fragmento de 259 aminodcidos correspondiente al dominio amino terminal

de la subunidad p1 del receptor GABA( en el sistema RTS 100 E. coli Disulfide kit.

Se obtuvd por cromatografia de afinidad una fraccién enriquecida con una proteina

inmunoreactiva a un anticuerpo especifico para el dominio amino terminal pl, y para el

anticuerpo anti His 6X.
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IX. PERSPECTIVAS

¢ Purificacion y andlisis fisico-quimico del fragmento N-terminal de p1

¢ Expresion del fragmento N-terminal utilizando aminoacidos marcados y realizar estudios

de RMN.

¢ Determinar la limitante para la expresion de GABAp1 por RTS

¢ Aplicacion de sistemas eucariotes para RTS
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DNA. .- Acido desoxirribonucléico

DNAc.- Acido desoxirribonucléico cadena
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GDP.- Guanina difosfato
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IF’s.- Factores de iniciacion

INB.- Instituto de Neurobiologia

IPTG.- Isopropil-B-tiogalactosido
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XIII. Apéndice |

Electroferograma del extremo 5’ del fragmento p1 clonado en el plasmido pIVEX2, 5d

Shine-Delgamo Nco 1
TTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATA CTGAAAGCAGAATGCACTGGCCCGGAA

20 e 44 50 60 7n
TTTTG TTACTTTA GAAGGAGRETAT CCATGGCTGALAGCAGAAT GCACTG GCCGGA

LU A

Electroferograma del extremo 3’ del fragmento p1 clonado en el plasmido pIVEX2, 3d

Xmal Epitopo His 6X Stop
CTATTTTCTCC GGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATTAATAAAAGGGC

70 20 a0 100 110 izo
CTa TTTTCTCC ZCC GG G656 CcG6GT TC T oaToOCaToOCa TCATC:2T CaITaalTaaasaasa G650

A~ " M\_\ \J L FOSNANE]
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XIV. Apéndice Il

Electroferograma del extremo 5’ del fragmento p1 clonado en el plasmido pIVEX2, 4d

Shine-Delgarno Nco 1 Epitopo His 6X
TTTAAGAAGGAGATATACCATGTCTGGTTCTCATCATCATCATCATCATAGCAGCG

L T T 1= =
[T T T & GIAAGGAIjATAT ZoCA T s L T i T T AT O AT AT O R TT D AT Ca Ta S D A G S

Mk |

LA AL UL

Electroferograma del extremo 3’ del fragmento p1 clonado en el plasmido pIVEX2, 4d

Xmal stop
TATACTGGTCTATTTTCTCC ATCCGGTAACTAACTAAGA

70 a0 g i0n 110
TATACTGGTCTATTTTCTCCCCCGGGATCCGGCTA ACT A AC A

A@ JU me&fﬁoj‘ﬁ\,\f J A |
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XV. Apéndice Il

Electroferograma del extremo 5’ del fragmento p1NH; clonado en el plasmido pIVEX2, 3d

Shine-Delgarno Nco 1
AAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATA CTGAAAGCAGAATGGq

7l

20 30 £} S0 &0
A A2 TA TTTTGTTTACTTTAGlAAGGAGd'?AT CCATGGECTGAAAGCZAGAAT GCACTG G

L AR |

Electroferograma del extremo 3’ del fragmento p1NH; clonado en el plasmido pIVEX2, 3d

Xmal Epitopo His 6X Stop
GTCGCCAC GGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATTAATAAAAG

L30 140 1t0 150 [x]
CTCocoC CAacCclCcoCc CG o ¢ Gco o T TC TPo 2T C AT oCcwaToCaAT CAETCATET & AT A A& A LG

L\“ J\.)\[\ﬁ ool b, J L
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