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1. ABREVIATURAS COMUNES

TRH: hormona liberadora de tirotropina
PPII: Piroglutamil Peptidasa II

PPII¢: Piroglutamil Peptidasa II completa
PPII*: Piroglutamil Peptidasa II truncada
SNC: sistema nervioso central

TRH-BNA: TRH-PBnaftilamida
BNA: Bnaftilamida

GFP: proteina verde fluorescente
DAP IV: dipeptidil aminopeptidasa IV
siRNA: RNA de interferencia pequefio
NT siRNA: non targeting siIRNA

2. PALABRAS CLAVE

Dominante negativa
Splicing alternativo
Peptidasa
Heterodimerizacién
siRNA
Sobreexpresién

n VIvo

3. NOTA IMPORTANTE PARA EL LECTOR

El gen de la Piroglutamil Peptidasa II presenta multiples isoformas de mRNA de las cuales

Unicamente dos han sido clonadas: la forma completa (PPII¢) y la forma truncada (PPII*).

Des estas dos formas, sélo la PPIIC presenta actividad hidrolitica frente al TRH (su tnico sustrato

biolégico). Ya que esta actividad podrfan presentarla otras isoformas de la PPII, a esta actividad se

le denomina de manera generalizada actividad especifica de PPII.



4. RESUMEN

El gen de la piroglutamil peptidasa II (PPII) en la rata esta organizado en 19 exones y 18
intrones. A través de ensayos de Northern blot se ha demostrado que este gen es transcrito en
multiples mRNAs, de los cuales, dos han sido clonados. Uno de ellos presenta a los 19 exones, y se
traduce en una proteina de 145 kDa (PPII completa; PPIIC). Esta proteina actia como una
metalopeptidasa dependiente de zinc, cuya funcién se restringe a la inactivacién de la hormona
liberadora de tirotropina (TRH; pGlu-His-Pro-NH2), la cual se ha descrito como su tnico sustrato
biolégico. A esta actividad enzimadtica se le denomina de manera general actividad de PPII, y a la
techa, la PPIIC es la tnica isoforma que se sabe con esta actividad. El otro mRNA clonado presenta
a los 19 exones mas un segmento adicional de 87 nucledtidos insertado entre los exones 14 y 15.
Este segmento corresponde al intrén 14, por lo que se ha propuesto que este mRNA se origina por
splicing alternativo. La insercién de este segmento de intrén en el mRNA hace que la traduccién de
la proteina se detenga de manera prematura, dando lugar a una protefna truncada hacia el
carboxilo terminal (117 kDa), denominada PPII truncada (PPII*). La PPII* es incapaz de inactivar
al TRH, e inhibe la actividad de la PPII® de manera dependiente de dosis en ensayos de
cotransfeccion en células C6 y COS-7. Ensayos de Western blot muestran que en lisados de células
COS-7 en las que se sobre-expresé a ambas isoformas, se detecta una banda que corresponde al
tamafio intermedio para homodimeros PPII®-PPII¢ y PPII*-PPII*. Por lo anterior, se ha
propuesto que la PPII* inhibe la actividad de la PPII¢ como una dominante negativa a través de la
formaciéon de heterodimeros no funcionales PPII®-PPII*. Concordante con lo observado en
cultivo, se observé que en tejidos con baja actividad de PPII, hay una mayor expresién del mRNA
de la PPII* que el de la PPIIC. Asimismo, observamos que durante el desarrollo del Sistema
Nervioso Central, la actividad de la PPII aumenta cuando el mRNA de la PPII* se expresa en
niveles menores que el de la PPII¢ (dia embrionario 19- dia del nacimiento). En conjunto, estos
datos concuerdan con la hip6tesis de que la PPII* actia como dominante negativa de la PPIIC, y
apoyan a una posible funcién n vivo. Sin embargo, a la fecha no se ha realizado una demostracién

contundente de ello.

El presente trabajo se centré en dos ensayos encaminados a demostrar el papel de
dominante negativa de la PPII*: la sobreexpresién y la disminucién de la expresiéon (siRNAs) de la
PPII*. Para esto utilizamos dos tipos de células que expresan a los dos mRNAs y a la actividad de
la PPII. En un primer contexto neuronal, que fue la linea de neuroepiteloma SK-N-MC, logramos
disminuir la actividad de la PPII al sobreexpresar a la PPII*, demostrando que la expresién de la
PPII* es capaz de regular negativamente la actividad endégena de la PPII.

Como segundo contexto neuronal, escogimos al cultivo primario hipotaldmico fetal de rata, en el

que realizamos cinéticas de 1 a 8 dfas en cultivo, y ensayos de interferencia de RNA. De manera



sumamente interesante, en las cinéticas de cultivo reprodujimos lo que previamente habfamos
observado durante el desarrollo del SNC: que los niveles de actividad mas altos de PPII se detectan
cuando los niveles de expresién de PPII* son mas bajos que los de la PPII¢, apuntando a una
posible regulacién de la actividad de la PPII determinada por el balance en la expresién entre la
PPII¢ y PPII*. En los ensayos de interferencia de RNA contra la PPII*, las limitaciones técnicas
que tuvimos para transfectar eficientemente a las células primarias hipotaldmicas nos impidieron
obtener resultados concluyentes. No obstante, con una eficiencia de transfecciéon del 12% y una
concentraciéon de los siRNAs de 33 nM, logramos observar que el mRNA de la PPII* tiende a

disminuir, y la actividad de la PPII tiende a aumentar.

Ya que el objetivo central de este proyecto en nuestro grupo es demostrar la funcionalidad
de la PPII* como dominante negativa de la PPII® i wivo, realizamos ensayos de RNA de
interferencia en cerebro de rata. Sin embargo, por limitaciones técnicas que tuvimos para evaluar la
eficiencia de transfeccién, no pudimos obtener resultados concluyentes. No obstante, con 25 pmolas
de siRNAs inyectadas en el ventriculo derecho del cerebro de ratas adultas, logramos observar una
tendencia de la actividad de la PPII a aumentar en el Hipocampo anterior y el Septum, zonas

cercanas a la inyeccién, mas no en el Hipocampo posterior, una zona mas lejana a esta inyeccién.

En resumen, podemos concluir que nuestros datos apoyan el papel de la PPII* como
dominante negativa de la PPIIC en un contexto neuronal. Sin embargo, las limitaciones técnicas
para transfectar los siRNAs en neuronas de rata tendrdn que ser superadas para obtener resultados

concluyentes en los ensayos de RNA de interferencia.

Aunque lo encontrado en este estudio no es una demostracién iz vivo del papel de la PPIT*
como dominante negativa de la PPII, es un antecedente relevante para posteriores demostraciones
n vivo, tales como la generacién de un ratén transgénico en el que se sobreexprese a la PPII* o

uno en el que se encuentre apagada la expresién de ésta.



5. INTRODUCCION

5.1 La regulacion de la expresién génica en el Sistema Nervioso Central

La gran heterogeneidad molecular y celular que existe dentro del Sistema Nervioso Central
(SNC) permite llevar a cabo las complejas y sofisticadas tareas que lo definen (1. Entre las
moléculas que participan en el funcionamiento del SNC se encuentran las protefnas, cuya formacién
no sélo depende de la activaciéon de los genes que las codifican, sino también de las modificaciones a
las que son sujetos los transcritos primarios de esos genes, y mas atn, del extenso procesamiento al
que son sujetas las proteinas antes de llegar a su destino final dentro de la célula (o). A la serie de
mecanismos a la que es sujeta la expresién de un gen se le denomina regulacién de la expresién
génica, y si bien, los mecanismos que regulan esta expresién son comunes para muchos otros tipos
celulares distintos a las neuronas, es en el SNC en donde por su complejidad, se llevan a cabo de

manera mas extensa (2)-

El principal nivel de regulacién en la expresién de un gen lo constituye el nivel
transcripcional, en el cual se determina que gen serd activado y en que magnitud se llevara a cabo
dicha activacién (s). Entre las moléculas que median este tipo de regulacién se encuentran los
tactores de transcripcién, los cuales son protefnas que se unen en secuencias especificas de los
genes como las de las regiones promotoras (e.g., TATA box e Inr (). Las secuencias promotoras
marcan el lugar en donde se va a reclutar el complejo de inicio de la transcripcién (e.g., TFIIA,
TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIH y RNA polimerasa II (4)), y de esta manera, en donde va a comenzar
la transcripcién del gen en RNA (s). Sin embargo, muchos genes, como los que se expresan en el
SNC, presentan miultiples promotores (s (e.g., NRSF (s)). Lo anterior implica que dentro de un
mismo gen pueden haber diferentes sitios de inicio de la transcripcién, y por lo tanto, diferentes
transcritos primarios (pre-mRNAs), que pueden diferir en la secuencia del marco abierto de lectura
(ORF), o en la regién no traducida en 5 (5-UTR), lo cual potencialmente permite generar

proteinas con propiedades distintas (e.g., isoformas de p53 (1) o generar mRNAs con

traducibilidades distintas (e.g., mRNAs del receptor o folato (s)), respectivamente.



Mientras que el DNA va siendo transcrito en pre-mRNA, este es sujeto a numerosos
procesos que modificardn su secuencia, y/o su estabilidad (9). Ejemplos de estos procesos
cotranscripcionales son: la adicién de la cola de poli-Adeninas en el extremo 3’ 10) y la adicién del
cap de 7-metilguanosina en el extremo 5  (11), los cuales regulan la estabilidad del mRNA y su
traducibilidad.

Asf por ejemplo, la poliadenilacién en el extremo 3’ consiste en un corte cerca del extremo 3’ entre
una secuencia AAUAAA y una secuencia rica en GU, y la adicién de hasta 250 adeninas al nuevo
extremo por la poli-A-polimerasa (10). Esta seflal promueve la terminacién de la transcripcién
mediada por la RNA polimerasa II (12), el transporte del ntcleo hacia el citoplasma (13, y confiere
estabilidad al mRNA contra degradacién por nucleasas (10 Ademas de ello, existen genes con
multiples sefiales de poliadenilacién que son usadas dependiendo del contexto celular (14), y de
manera interesante, se presentan con mayor frecuencia en genes que se expresan en el SNC (15). La
relevancia de tener multiples sefiales radica en que pueden generarse miultiples mRNAs con
distinta traducibilidad, lo cual resulta determinante en la concentracién final de protefnas dentro de

la célula.

Por otra parte, estd la ediciéon del RNA, la cual consiste en un cambio de una base por otra
(e.g., deaminacién de Citosina para convertirla en Uridina, o deaminacién de Adenina para
convertirla en Inosina (i1s), o bien, la eliminacién 17y o insercién 15y de nucleétidos. Esta
modificacién ocurre con frecuencia en mRNAs del SNC (19), y su relevancia radica en que al
modificar la secuencia, puede provocar cambios en el patrén de splicing (20) y/o0 el marco abierto de
lectura y por lo tanto, cambiar los sitios de inicio y término de la traduccién, asf como también los
aminodcidos que seran traducidos a partir del mRNA (1) generando protefnas con propiedades

distintas (e.g., receptores de kainato con distinta afinidad por calcio) (20).

Otro proceso es el splicing, el cual se lleva a cabo de manera cotranscripcional en el ntcleo
por el spliceosome, un conjunto de proteinas y snRNAs (RNAs nucleares pequefios) que catalizan la
remocién de intrones (splicing canénico) o la remocién de segmentos de intrones, exones o
segmentos de exones (splicing alternativo), dando lugar a mRNAs con secuencias distintas (23). Este
proceso se discutird a mayor detalle mas adelante; sin embargo, resulta importante destacar que

por su potencialidad de generar miultiples mRNAs que pueden traducirse en miultiples proteinas,



tiene un gran peso en la generacién de la diversidad proteica que se requiere para la formacién y

tuncionamiento del SNC, que es en donde se lleva a cabo con mayor frecuencia (z4).

Posteriormente, sf el mRNA es lo suficientemente estable para ser exportado hacia el
citoplasma y traducirse en proteina, la protefna pasa por modificaciones post-traduccionales (25) que
influyen en su estabilidad (e.g., N-glicosilaciones (s6)), localizacién (e.g., O-glicosilaciones (s6)) y
actividad (e.g., fosforilaciones (o7) y glicosilaciones (25)). Ya que las proteinas pueden ser sujetas a
una o varias modificaciones en multiples sitios, la variedad de protefnas producidas a partir de un
mismo gen se expande exponencialmente (a29), y ello, dentro del SNC, tiene un papel fundamental en
la generacién de la gran cantidad de protefnas que se requieren para llevar a cabo y modular sus

tunciones (o).
5.2 El splicing como mecanismo de regulacién de la expresién génica en el SNC

De los mecanismos anteriormente descritos, un proceso de sumo interés e importancia
dentro del SNC es el splicing. Esto, ya que cuando se lleva a cabo de manera alternativa, permite
generar multiples mRNAs que varfan en secuencia y estabilidad, y que pueden o no ser traducidos
en protefnas. Al traducirse esos mRNAs, diversifican los tipos de protefnas que pueden formarse a
partir de un solo gen (so), y ello, dentro del SNC es relevante pues contribuye de manera amplia a la
generacién de la gran diversidad proteica que se requiere para su funcionamiento (24). Como
ejemplos ampliamente documentados de genes que generan una gran diversidad de proteinas por
splicing alternativo, estan las multiples isoformas de neurexinas (s;) o de la sintasas de 6xido nitrico

(s2). Mas adelante se ampliaran estos ejemplos.

Cabe destacar en este punto que este proceso resulta determinante en los niveles finales de
una proteina funcional dentro de la célula, puesto que al recurrir al splicing alternativo se generan
otros mRNAs que atn cuando no se traduzcan, pudieran competir con el mRNA que genera la
proteina funcional por emplear la maquinaria de splicing (ss), modulando de manera indirecta la
cantidad de proteina fincional que podria haberse traducido si se hubiera formado un solo mRNA

(Figura 1).
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Figura 1. La formacion de otros mRNAs por splicing alternativo modula la cantidad de proteina funcional que
se forma dentro de la célula. A través del splicing alternativo, pueden formarse otros mRNAs distintos al que solo
presenta los exones empalmados (nRNA1) que pueden presentar exones y/o intrones empalmados (mnRNAs 2 y 3).
Los mRNAs originados pueden traducirse en proteinas distintas a la proteina fincional o ser blanco de degradacion.
En cualquiera de los casos, la formacién de los mRNAs 2 y 8 modula de manera indirecta la cantidad de proteina

funcional que hay dentro de la célula, pues compiten con el mRNA1 por emplear la maquinaria del spliceosome.

5.3 El splicing candénico o bona fide

El splicing canénico consiste en la remocién de intrones y la ligacién de exones, para dar
lugar a un mRNA en el que sélo se hallan empalmados los exones (23). El proceso se lleva a cabo
por ribonucleoproteinas pequeiias nucleares (snRNPs) y proteinas accesorias del spliceosome (SF'1 y
las subunidades de 35 kDA y 65 kDA de U2AF), las cuales reconocen los limites exén-intrén, y
catalizan dos reacciones secuenciales de trans-esterificacién que remueven intrones y ligan exones
(Figura 2) (23). Para ello, se requieren de elementos exénicos e intrénicos en c¢is que promuevan la
identificacién correcta de los limites exén-intrén, como el punto de ramificacién y el track de
polipirimidinas (Figura 2A) (23), asf como también, secuencias en los limites de los intrones. En el
95-99% de los casos, las secuencias que promueven la escisién de un intrén son GU en 5 (al inicio

del intrén) y AG en 3’ (al final del intrén) (sq).
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Figura 2. La maquinaria molecular y el proceso de splicing'. A. Los elementos intrénicos que definen la escision
de un intrén y la ligacién de dos exones son GU en el extremo 5 (pGU), el punto de ramificacién (A), el track de
polipirimidinas ((Py)n) y AG en el extremo 8" (AGp) B. Formacién del complejo E: temprano o de compromiso. Las
subunidades de 35 y 65 kDA de U2AF, Ul snRNP y SF1 se unen en los elementos de reconocimiento en el intrén
descritos en A. C. Formacién del complejo A o posterior. A través de interacciones RNA-RNA, U2snRNP sustituye a
SF1 en el punto de ramificacién, y a través de interacciones protefna-proteina con U1snRNP, facilita el acercamiento
del punto de ramificacién con el extremo 5’ del intrén. D. Formacién del complejo B. Las snRNPs U4, U5 y U6 se
unen al complejo, desplazando a las subunidades de U2AF. E Formacién del complejo C o catalitico. La snRNP Use
sustituye a U1 snRNP en el extremo 5’ del intrén, y la U4 snRNP se pierde del complejo. F. El complejo C cataliza la
primera reaccién de transesterificacion, la cual consiste en el ataque de los nucleétidos GU en el extremo 5’ del intrén
en una adenina del punto de ramificacién, dando lugar al desplazamiento del ex6n que estaba unido a la GU, ahora con
un extremo OH reactivo y a la formacién de la estructura de lariat en el intrén. G. La segunda reaccién de
transesterificacién es catalizada por el complejo C. Esta reaccién inicia con el ataque del extremo OH reactivo del exon
desplazado al AG del intrén. H. La segunda reaccién de transesterificacion da lugar a la unién de los dos exones y a la

liberacién del intrén, atin en forma de lariat.

'La Figura de esta pagina estd basada en el proceso de splicing descrito en Black, D. 2003. Mechanisms of alternative pre-
mRNA splicing. Annual Reviews of Biochemistry. 72: 291-336 y Kalnina,Z., Zayakin,P., Silina, K. & Line, A. 2005. Alterations of pre-
mRNA splicing in Cancer. Genes, chromosomes and cancer. 42: 342-3517.



5.4 Secuencias y proteinas auxiliares del splicing

Ademas de las proteinas del spliceosome y de las secuencias de reconocimiento en los limites
intrén-exon, existen otras secuencias intrénicas y exénicas que reclutan a protefnas auxiliares que
estimulan o estabilizan el ensamblaje del spliceosome y promueven la remociéon de intrones
(Enhancers del splicing de exones; ESEs, Silenciadores del splicing de intrones; ISSs), o bien, que
inhiben dicho ensamblaje y promueven el reconocimiento de sitios alternativos de splicing
(Silenciadores del splicing de exones; ESSs, Enhancers del splicing de intrones; ISEs) (s5). La
participacién de todos esos factores es esencial para determinar el patrén de splicing final para un

mRNA determinado.

Entre las protefnas mas comunes que se unen a ESEs, estdn las SR. Estas proteinas
presentan uno o dos dominios de unién a RNA (RRM; motivos de reconocimiento a RNA) y un
dominio RS en el C-terminal, enriquecidos de serinas y argininas (ss), los cuales, dependiendo de su
estado de fosforilacién, regulan la actividad de las proteinas SR. Una de las maneras en la que
estimulan el splicing de exones es que fortalecen la unién de U2AF al extremo 3’ del intrén, y
evitan que moléculas represoras del splicing se unan a través de interacciones proteina-proteina con
otros factores de splicing (ss). Por otro lado, entre las proteinas més comunes que se unen a ESSs
estan las ribonucleopoteinas heterogéneas nucleares (hnRNPs) (s5). La mas estudiada es la Al
hnRNP, la cual contiene dos dominios RNP-cs de unién a RNA y un dominio auxiliar rico en
glicinas. Una de las maneras en que inhibe el splicing, es que al unirse a ESSs evita que las proteinas
SR se unan o bien, interfiere directamente con el ensamblaje del spliceosome (s7).

Otra proteina sumamente estudiada es la Proteina de Unién al Track de Polipirimidinas (PTB o
hnRNP 1) la cual, como su nombre indica, se une al frack de polipirimidina de los intrones, y
reprime la escisién de intrones (s;). Una de las maneras en que lleva a cabo esa represién es

compitiendo con U2AF por la unién al ¢rack de polipirimidinas (ss).
5.5 El splicing alternativo
Muchos pre-mRNAs no solo maduran en mRNAs con los exones empalmados (splicing

canénico), sino que también pueden madurar en una amplia diversidad de mRNAs (splicing

alternativo), que de tener la estabilidad suficiente, se traducen en protefnas. Las diferentes



isoformas de mRNA originadas por splicing alternativo pueden presentar todos o algunos de los
exones presentes en el mRNA originado por splicing canénico, y en muchos casos, presentar
intrones o segmentos de intrones (ss). El tener una amplia diversidad de mRNAs a partir de un gen,
potencialmente permite a los organismos tener una amplia diversidad protedmica (s0). Como
ejemplo extremo de ello, esta el caso del gen DSCAM de Drosophila melanogaster, el cual puede

originar 38016 proteinas distintas, doblando el nimero de genes predichos en su genoma (sg).

En los eucariotas superiores, el splicing alternativo se lleva a cabo con frecuencia en genes
que se expresan en el SNC, siendo blanco de este mecanismo al menos 30% de los genes que
especificamente se expresan en neuronas (24). Tan sélo en los humanos, que presentan en el 95 % de
sus genes una regulacion a través de splicing alternativo (s0), la mayor parte de los genes sujetos a
este tipo de regulacién se expresan preferencialmente a nivel de SNC (24). Muchos de estos genes
estan involucrados en el desarrollo y la regeneracién del SNC, e incluyen isoformas de factores de
crecimiento (e.g., PDGF (11)) y sus receptores (e.g., receptor 1 de FGF (49)), asf como moléculas de
adhesién celular (e.g., neurexinas (s;) y NCAM (s)), canales iénicos (e.g., Piccolo (44)), receptores a
neurotransmisores (e.g., GABA @s)), factores de transcripcién (e.g., Laf4 6) y peptidasas (e.g.,

Carboxipeptidasa A (7).

5.6 Regulacion del splicing alternativo

Las decisiones de splicing estdn determinadas por la conservacién en la secuencia en los
sitios de splicing, por la abundancia y combinaciéon de proteinas del spliceosome en sus estados
activos e inactivos, y la presencia de proteinas reguladoras especificas a cada tipo de tejido (ss).
Entre las sefiales que regulan la seleccion de sitios de splicing, se han identificado a sefales
depolarizadoras (19), hormonas (s0), citocinas (s1), proteinas cinasas (s2) , micro-RNAs (s3), r2boswitches
(s4) y factores de crecimiento (s5), y se ha observado expresién diferencial de isoformas de mRNA en
diferentes etapas de desarrollo (s, 56, 57), tipos celulares (s5), estados fisiolégicos (e.g., salud o
enfermedad (59, 60)) y etapas del ciclo celular ). De manera general, estas sefiales regulan el splz‘cz‘ng
alternativo a través de modificaciones en el estado de fosforilacién, localizacién intracelular y
sintesis de proteinas del spliceosome, proteinas auxiliares de splicing y de proteinas reguladoras
especificas de cada tejido (s2). Asi por ejemplo, existen factores particulares de splicing en sistema

nervioso, tales como el homoélogo neural a PTB (nPTB) s, NAPOR1 (61), Nova-1 (65)y Nova-2 se).
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5.7 Papel de las isoformas de mRNA originadas por splicing alternativo

Las isoformas de mRNA que logran ser traducidas, dan lugar a la formacién de proteinas
con multiples localizaciones (e.g. formas membranales y solubles (67, 65)) y funciones. Esas funciones
pueden ser antagdénicas (s7, 69-74) O blen, ser la misma funcién pero realizada con eficiencia distinta

respecto a la que se traduce a partir de un mRNA madurado por splicing canénico (sq).

Como ejemplo de un gen que da lugar a proteinas con localizaciones distintas esta el del
Receptor al Factor de Crecimiento de Fibroblastos 3 III (FGFRSIII), el cual origina tres isoformas
de mRNA, la b, ¢ y S. Las formas b y ¢ dan lugar a protefnas membranales que funcionan como
receptores del FGF, en tanto la forma S da lugar a una protefna soluble, la FGFRSIIIS, cuya
expresion evita el arresto en el crecimiento celular que lleva a cabo la forma ¢, y es mayormente

expresada en células tumorigénicas (ss).

Como ejemplo de un gen que da lugar a proteinas con funciones antagénicas, estd el de la
proteina de unién al elemento de respuesta a cAMP 2 de Drosophila (dCREB2), el cual origina dos
isoformas de mRNA, la dCREB2a y la dCREB2b. La forma 2a actia como un activador
transcripcional, en tanto que la forma 2b tiene una funcién antagoénica, y reprime la transcripcién
(73). CREB esta involucrada en la memoria a largo plazo (LTM), y se ha observado que al generar

moscas transgénicas que sobreexpresan a la forma activadora dCREB2a, la LTM incrementa (74).

Otro comportamiento sumamente interesante entre las proteinas que actdan
antagonicamente es el de dominante negativa (En el apartado siguiente se define de manera amplia
este concepto). Como ejemplo de lo anterior esta el gen dNOS de D. melanogaster el cual presenta
multiples isoformas de mRNA que se expresan de manera diferencial durante el desarrollo del SNC
(57). Estas isoformas de mRNA codifican para sintasas de 6xido nitrico (NO), y de estas, Gnicamente
una, la dNOSI, es capaz de sintetizar NO, requiriendo de la homodimerizacién para realizar dicha
tuncién (sq). El resto de las isoformas codifican para protefnas truncadas, y una de ellas, la ANOS4,
inhibe la actividad de la dNOS1 iz vitro e n vivo. Ello se ha determinado a través de ensayos
enzimaticos en extractos de células y en extractos de cabezas de moscas transgénicas en las que se
sobreexpres6 a la dNOS4, observando para ambos casos, una inhibicién dosis-dependiente de la

actividad de la dNOS-1. Ademds, en las mismas moscas transgénicas, se ha observado que la
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sobreexpresién de dNOS4 afecta la formacién de estructuras como ométidas y quetas durante el
desarrollo (puesto que se impide la sintesis de NO, un sefalizador de la formacién de esas
estructuras durante el desarrollo de D. melanogaster). Aunado a lo anterior, se ha sugerido que la
dNOS4 forma heterodimeros con dNOS1 i vitro e in vivo, pues se ha observado interaccién entre
dNOS1 y dNOS4 en extractos de células en las que se sobreexpresan simultdneamente, y en
extractos de cabezas de moscas transgénicas que sobreexpresan dNOS4. Por lo anterior, se ha

propuesto como mecanismo de accién la heterodimerizacién no funcional (57).

5.8 Las proteinas dominantes negativas

De manera enddgena, las células sintetizan proteinas o fragmentos de proteinas que le
permiten modular la actividad de las proteinas funcionales ya sintetizadas en la célula. Estas
proteinas o fragmentos de protefnas modulan la actividad de proteinas funcionales al
dimerizar/multimerizar con estas e inhibir que lleven a cabo su actividad (57,71,72), 0 al competir con
la protefna funcional por la unién a sustratos, ligandos o cofactores (70). Ademas, al expresarse en
cantidades mayores que la proteina funcional, inhiben su funcién de manera dosis dependiente (57, 71,
79).

Para los casos en los que se forman dimeros/multimeros, la actividad se inhibe porque la
conformacién tridimensional no es la ideal para reconocer al ligando (71), porque el dominio de
activacién (e.g., un sitio que requiera de fosforilacién) no puede ser activado (75), o bien, porque
localizan a la protefna funcional a un lugar distinto en la célula al que requiere para llevar a cabo su
tuncién (e.g., que los residuos que sefalizan la retencién en reticulo no puedan ser enmascarados y

el oligémero sea retenido en el reticulo endopldsmico en lugar de ser exportado hacia membrana

plasmatica) (7).

Por la capacidad de estas proteinas de interaccionar con la protefna funcional o con el

ligando/sustrato, pero no poder llevar cabo la catalisis o transducir la sefal en la célula (i.e., por

carecer o tener alterados los residuos que le permitan hacerlo) (s7, 72, 76), y ademas, inhibir la funcién
de la protefna funcional de manera dosis dependiente (57, 71, 72), se les denomina dominantes
negativas.
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La manera en la que una dominante negativa se origina es que el mRNA que la codifica se
encuentra mutado en residuos del ORF, dando lugar a una protefna truncada o con residuos
alterados que resultan importantes para llevar a cabo su actividad (76). O bien, el mRNA se origina
por splicing alternativo y presenta codones de stop prematuros que truncan la traduccién de la
proteina (57, o presenta nuevos codones, que al traducirse en aminoacidos, hacen que la proteina
originada adquiera una conformacién tridimensional distinta que le permita interactuar con el

ligando o el sustrato, pero no llevar a cabo su funcién (77).

Como un ejemplo interesante de una dominante negativa natural que puede unirse al
sustrato pero no transducir la sefial, esté el fragmento soluble del receptor 2 de Apo (ApoER2). El
receptor de ApoER2 es un receptor transmembranal de Reelin, y su unién provoca la fosforilacién
de una molécula unida en el dominio intracelular de ApoER2: Dabl. Ese evento resulta
indispensable para transducir sefiales al interior de la célula que guiardn a las neuronas a su
posicién correcta (7). De manera endégena, se generan multiples isoformas con diferentes dominios
intracelulares y de unién a ligando. Una de ellas se expresa en el cerebro de embriones de ratén y
codifica para una variante con 4 dominios de unién a ligando y una insercién de 13 aminoacidos en
un sitio concenso de corte por Furin en el C-terminal (79). In vitro, se ha observado que el corte por
Furin en esa variante tiene lugar, y da origen a un fragmento de receptor soluble con cuatro
dominios de unién a ligando. Ese fragmento soluble acttia como dominante negativa de ApoER2,
pues al sobreexpresarlo, se bloquea la interaccién de Reelin con el receptor funcional ApoER2 y se
evita la fosforilacién de Dab-1, inhibiendo de esta manera la sefializacién inducida por Reelin a

través de ApoER2 (7).

Otro ejemplo interesante de una proteina dominante negativa que inhibe la actividad de la
proteina funcional a través de heterodimerizacién no funcional, es la variante truncada del receptor
a la hormona liberadora de la hormona de crecimiento humana (GHRH). Este receptor estd
acoplado a proteinas G (s0), y transduce su sefial al interior celular a través de la via del cAMP,
teniendo como blanco final la activacién del gen de la hormona de crecimiento y el de la GHRH.
Por splicing alternativo, se origina una variante truncada que al cotransfectarse con el receptor
completo, inhibe de manera dependiente de dosis la liberacién de cAMP. Ya que en ensayos de
colnmunoprecipitacién, se observa que tanto la protefna truncada como la completa interaccionan,

que la protefna truncada no inhibe el transporte de la protefna completa hacia la membrana
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plasmatica, y que la protefna truncada une a GHRH en menores niveles que la completa, se ha

propuesto como mecanismo de accién a la heterodimerizacién no funcional (7).

Existen casos en los que la alta expresién de dominantes negativas estd asociada a
patologias. Como ejemplo interesante, esta el gen de la hormona de crecimiento, el cual, por
splicing canénico, origina una hormona de 22 kDa, cuya expresién estd asociada a un desarrollo
normal de la gldndula pituitaria y a que los organismos alcancen una estatura normal. Sin embargo,
debido a mutaciones en sitios donadores y aceptores de splicing, asi como en elementos enhancers
necesarios para promover el splicing canénico, se promueve el splicing alternativo, generando
tormas truncadas. Una de esas formas es de 17.5 kDa, y su expresién excesiva estd asociada a la
aparicién de la Deficiencia de tipo II en la hormona de crecimiento (IGHDII), cuya severidad se
cree que estd asociada a la cantidad de la forma truncada que es producida (s1). Ademds, acttia como
una dominante negativa de la forma de 22 kDa, evitando su secrecién (sq). En este sentido, una
manera de rescatar el fenotipo de individuos sanos, es apagar la expresién de la forma truncada.
Para tal fin, se generaron ratones transgénicos en los que se sobreexpresé un shRNA (short hairpin
RNA) dirigido Gnicamente contra la forma truncada. Al cruzar a estos ratones transgénicos con
ratones con la IGHDII, se logré rescatar el fenotipo en los ratones heterdcigos, los cuales
alcanzaron una estatura normal, y una glandula pituitaria normal, demostrando asf que la forma de

17.5 kDa es una dominante negativa iz vivo (ss).
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6. ANTECEDENTES

6.1 El gen de la Piroglutamil Peptidasa II: Un gen con multiples mRNAs

El gen de la Piroglutamil Peptidasa IT (PPII) se encuentra en el cromosoma 7 de la rata, y
se transcribe en un pre-mRNA compuesto de mas de 400,000 pares de bases, organizados en 19
exones y 18 intrones (si). A través de estudios por Northern blot, se sabe que existen varios
transcritos poliadenilados de la PPII. Estos transcritos son de distintos tamarfios, desde 2.4 hasta
9.5 kb. Se desconoce el origen de esos transcritos, aunque las evidencias experimentales por
Southern blot, indican que existe un solo gen de la PPII, por lo que el mecanismo que se ha

propuesto para explicar el origen de esos transcritos es el splicing alternativo (ss).

De esos mRNAs, el primero que se cloné consta de 6000 nucledtidos agrupados como 19
exones, que se traducen en una proteina capaz de hidrolizar a la hormona liberadora de tirotropina
(TRH) (35, un péptido con miultiples funciones que se discutirdn en el apartado siguiente. Esta
proteina consta de 1025 aminodcidos (s5) y se hara referencia a ella como la PPII completa (PPIIC).
A la actividad enzimatica que presenta la PPII¢ se le denomina de manera general actividad de
PPII, y a la fecha, la PPIIC es la tnica isoforma que se sabe con esta actividad. En el texto, a toda
actividad enzimdtica endégena en donde participe la PPIIC se le encontrard como actividad de
PPII. A la actividad enzimdtica atribuible tnicamente a la sobreexpresién de la PPIIC se le

encontrard como actividad de PPII€.

Un segundo mRNA fue clonado. Este consta de los 19 exones més un segmento adicional de 87
nucleétidos, que corresponden al intrén 14. La traduccién de este mRNA da lugar a una proteina
truncada de 831 aminodcidos, sin actividad hidrolitica frente al TRH y que presumiblemente actta

como dominante negativa de la PPII¢ s6). Se hara referencia a esta proteina como la PPII truncada

(PPII¥).

6.2 La hormona liberadora de tirotropina

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) es un tripéptido con la estructura pGlu-His-

Pro-NH,, que presenta las funciones de hormona y neurotransmisor (7).
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Como hormona, su funcién se encuentra ampliamente documentada. Se sabe que se sintetiza en
varias regiones del hipotdlamo, pero en mayor proporcién en el nicleo paraventricular (NPV) (ss),
de donde en respuesta a estimulos neuronales y sefiales hipofisiotrépicas, es liberado a la Eminencia
Media (EM) y transportado hacia la gldndula pituitaria anterior (adenohipdfisis) a través del
sistema portal hipofisiario. Una vez que el TRH llega a la adenohipdfisis, se une a su receptor
(TRH-R1) y causa la liberacién de prolactina y tirotropina (TSH). Esta tltima, a su vez, estimula la

sintesis y secrecion de tiroxina (T4) y triyodotironina (T3) de la gldndula tiroides (sg).

Sin embargo, esta bien documentado también que el TRH no se expresa solo en el
hipotdlamo, sino que también lo hace en otros érganos tales como péncreas (g0), intestino (o),
corazon, testiculos (9e) y plel (9s), asf como también en otras regiones del cerebro, tales como tallo
cerebral, cerebelo, amigdala, bulbo olfatorio, corteza y la regién septohipocampal (94, 95, 96), por lo
cual se ha propuesto que el TRH tiene un rol adicional al de hormona hipofisiotrépica, y que en el
sistema nervioso pudiera actuar como un neuromodulador (94). En este sentido, se han inyectado
TRH o andlogos de éste en diversas regiones del cerebro, e intravenosamente, y se han encontrado
efectos restauradores de la homeostasis (97), tales como la reduccién de la narcosis y de la
hipotermia inducida por etanol (9s) y barbittricos (99), reduccién de la conducta depresiva (ioo),
reduccién de convulsiones en pacientes con epilepsia (101, reducciéon de déficits neurolégicos en
ratas con el septum dafiado (102), y reduccién del déficit motoneural en ratas a las que se les dafia la
espina dorsal (10s). Ademas, la reduccién en su expresién se ha asociado a un decremento en la tasa
cardiaca y presiéon sanguinea en ratas hipertensas (104), ¥y a la reduccién de la tasa metabdlica y

cardiaca que ocurre durante la restriccién calérica (10s).

Sin embargo, la mayor parte de las respuestas que el TRH provoca son transitorias y de
corta duracién. Ello implica que los receptores para TRH (TRH-R1 y/o TRH-R2) pierden
sensibilidad a este (106), 0 bien, qué el péptido es inactivado en el medio extracelular (io7).

Se sabe que en el SNC ambos fenémenos ocurren, no obstante, las evidencias apuntan a que la
inactivacién en el medio extracelular mediada por la PPIIC es el mecanismo principal a través del
cual se termina la sefial del TRH (107). Consistente con lo anterior, los andlogos del TRH

resistentes a degradacién presentan efectos mas potentes y de mayor duracién (ios).
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6.3  La actividad enzimatica de la Piroglutamil Peptidasa II completa

La PPIIC (EC 34.19.6) es una metalopeptidasa dependiente de zinc (109), clasificada dentro la
tamilia M1 del clan MA (110 En la literatura, se puede hallar referida como Piroglutamil
Aminopeptidasa II o Piroglutamil Peptidasa II. Por su funcién también se le conoce también como
ectoenzima degradadora de TRH (TRH-DE) o enzima degradadora de TRH unida a membrana
(110, 111)-

Las peptidasas de la familia M1 presentan en su sitio activo al motivo His-Glu-Xaa-Xaa-
His (HEXXH’) y a un residuo de glutamina (E) separado por 18 aminoécidos hacia el C-terminal.
Este residuo constituye, junto con los dos residuos de histidina en el sitio activo, a los ligandos de
Zinc. Como caracteristica adicional de la familia M1, se encuentra también localizado en el sitio

activo, el motivo de exopeptidasa: Gly-X-Met-Glu-Asn, en el que X puede ser Ala o Gly (110).

Los miembros que constituyen a esta familia son en su mayorfa aminopeptidasas, las cuales
hidrolizan el enlace peptidico en el N-terminal en una amplia diversidad de péptidos (110). A
diferencia de otros miembros de su familia, la PPIIC es una omegapeptidasa (112) (pues su sustrato
biolégico tiene un pGlu en el N-Terminal) cuya especificidad se restringe a la degradacién de
péptidos con estructuras muy similares a la del TRH.

Con la excepcién de pGlu-Phe-Pro-NH., y de peptidos semejantes al TRH con el residuo de His
reemplazado por aminoacidos de tamano moderado y sin carga (113, la PPII¢ solo hidroliza
péptidos de no més de cuatro aminodacidos, con la estructura general pGlu-His-X o Y, en donde X
puede ser Pro, Ala o Trp, mientras que Y puede ser Pro-NHz, Pro-Gly o Pro-B Naftilamida (111).
En comparacién con el TRH, casi todos los andlogos de TRH y derivados de tripéptidos probados
(e.g., 3-metil His-TRH, TRH 4cido, TRH metilamida, Glp-His-pyrrolidina) son hidrolizados
considerablemente mas lento o no son hidrolizados, indicando la estrecha especificidad de la enzima
(108, 114). Por otra parte, la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LH-RH), que contiene la
secuencia pGlu-His, inhibe efectivamente la degradacién de TRH, pero no es hidrolizada por la
PPIIC (115). Ni el péptido similar a TRH: pGlu-Glu-Pro-NH2, ni los péptidos como la neurotensina,
gastrina o bombesina, son hidrolizados por la PPII¢ (1,5. Estos requerimientos estructurales la

hacen una de la neuropeptidasas més especificas descritas (116).
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Figura 3. Origen y estructuras de la PPII completa y la PPII truncada ®. EI gen de la PPII en la rata esta
compuesto por més de 400 kb, que se transcriben en un pre-mRNA organizado en 18 intrones y 19 exones. Ese pre-
mRNA madura por splicing canénico en un mRNA que conserva los 19 exones, y se traduce en una proteina de 1025
aminoacidos con la capacidad de hidrolizar al TRH (PPIIC). Por splicing alternativo, ese pre-mRNA madura en un
mRNA con los 19 exones y un segmento de 87 nucleétidos del intrén 14 insertado entre los exones 14y 15. Ese
segmento de intrén lleva dos codones de STOP en fase con el ORF, lo cual hace que se detenga la traduccion
prematuramente, y se origine una proteina truncada incapaz de hidrolizar al TRH (PPII*¥), con un segmento adicional
de 20 aminodcidos traducidos a partir de los codones del intrén que preceden a los dos codones de STOP.

En las protefnas: C= Cisteinas; HEICH E: sitio activo; S: sitio de glicosilacién;

* La figura de esta pagina estd basada en la organizacién del gen reportada en Ensembl (www.ensembl.org), en los datos
publicados en Schauder, B., Schomburg,L., Kohrle,J. & Bauer, K. 1994. Cloning of a cDNA encoding an ectoenzyme that degrades
thyrotropin releasing hormone. Proc. Natl. Acad. Scie. 91: 9534-9538 y en Chavez-Gutierrez, L., Bourdais,J., Aranda, G., Vargas,
M.A., Matta-Camacho, E., Ducancel, I, Segovia, L., Joseph-Bravo, P. & Charli, J. 2005. A truncated isoform of pyroglutamyl
aminopeptidase II produced by exon extension has dominant-negative activity. Journal of Neurochemistry. 92: 807-817.
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La PPIIC presenta caracteristicas que la hacen ideal para inactivar al TRH eficientemente,
ya que es una ectopeptidasa (con su sitio activo ubicado hacia el medio extracelular) (117), con una
localizacién probablemente postsinétpica, pues colocaliza con receptores del TRH en las células
blanco de TRH (115), y no se encuentra del lado presindptico (119). Esas caracteristicas, aunadas a su
restringida especificidad, y que al inhibirla, haya una mayor recuperacién de TRH en rebanadas de
cerebro (120, son evidencias que apuntan a que la inactivacién mediada por la PPIIC es el

mecanismo principal a través del cual se termina la sefial del TRH (107).

6.4  Estructura de la Piroglutamil Peptidasa Il completa

La PPII¢ es una proteina fuertemente unida a la membrana plasmatica, modificada post-
traduccionalmente por glicosilaciones que al removerse no afectan de manera significativa la
actividad de la enzima (121). Al clonar el cDNA de la PPIIC a partir de RNA de cerebro y gldndula
pituitaria de rata, se predijo a través de un algoritmo de hidropatia, que la estructura de la PPII¢
era la de una protefna integral de membrana de tipo II, es decir, con una sola hélice
transmembranal y con el dominio carboxilo terminal hacia el espacio extracelular. Asimismo, se
predijo un dominio intracelular corto, y la presencia de un residuo de treonina que potencialmente
podria ser un sitio de fosforilacién por la proteina cinasa C (PKC). Su dominio transmembranal se
encuentra muy cerca del extremo amino terminal, y estd compuesto por 22 aminodcidos. Su
dominio extracelular es muy largo, encontrdndose dentro de éste al sitio activo y a la secuencia
consenso de las metalopeptidasas dependientes de Zinc, con el residuo de 4cido glutdmico (uno de
los ligandos del Zinc) separado del motivo que contiene los otros ligandos del Zinc por 18
aminodcidos (s5). Asimismo, hay una secuencia consenso para sulfatacién por tirosina (aminoacido
381) y 12 posibles sitios de N-glicosilacién (s5), ademds de las cistefnas 174, 279, 338, 444, 823, 830,
859 y 895 fundamentales para la actividad de la enzima (con un posible papel estructural) y para

poder dimerizar covalentemente (120) (Figura 3).
A través de la solubilizacién con tripsina y la separacién de los fragmentos en SDS/PAGE

en condiciones reductoras, se detecté una banda de 116,000 Da, y al separar la protefna solubilizada

con tripsina por cromatografia de filtracién en gel, se detecté una sola banda de 230,000 Da,
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sugiriendo que la enzima estd compuesta de dos subunidades idénticas (121). Por otra parte, a través
de mutaciones puntuales se determiné que la PPIIC se encuentra como un homodimero unido
covalentemente a través del residuo 68 de cisteina (en el dominio extracelular); no obstante, en el
mismo estudio se demostré que la actividad de la enzima no se ve abatida al mutar el residuo 68 de
cistefna ya que sélo se reduce en un 20 % su actividad enzimétoca, demostrando entonces que el
residuo 68 de cistefna no es fundamental para la actividad de la enzima pero si para la dimerizacién
covalente (120). Sin embargo, otras observaciones apuntan a que la homodimerizacién pudiera
ocurrir a través de otros residuos en el dominio extracelular (;2s).

Por otro lado, predicciones tedricas apoyadas con datos experimentales (e.g., mutaciones
puntuales) han permitido determinar residuos fundamentales para la actividad enzimatica y la
especificidad de la enzima (112, 124). Alin més, a partir de esos datos y de la estructura de una enzima
de la familia de la PPII® con la que comparte el 32 % de homologia en secuencia (ie.,
Aminopeptidasa N), se ha predicho un modelo teérico que explica la especificidad de la enzima (119).
De esta manera, ademas de los residuos de cistefna fundamentales para la actividad de la enzima y
la dimerizacién covalente mencionados anteriormente, se han determinado que los residuos de
glutamato 408 y 442, tirosina 528 e histidina 507 estdn involucrados en la catalisis (124), que el
residuo 464 de glutamato es un posible residuo de coordinacién de Zinc (124), y que los residuos de
serina 269, lisina 463 y glutamato 408 son fundamentales para la estrecha especificidad de la
enzima, proponiéndose como modelo la formacién de un puente salino entre la lisina 463 y el
glutamato 408, el cual interacciona con la serina 269, y esta interaccién resulta determinante para

la omega especificidad de la PPIIC ;o).

6.5 Distribucidn de la actividad enzimatica de la PPII

La actividad enzimadtica de la PPII se halla presente en niveles bajos en la adenohipéfisis,
higado, pulmén, corazén y bazo, entre otros, y se presenta de manera preferencial en el SNC,
encontrandose ahf los niveles de actividad mds altos (125, 126). Alin dentro del SNC, los niveles de
actividad son diferentes dependiendo de la regién estudiada, y del tipo celular. Asf, en membranas
extrafdas a partir de el bulbo olfatorio, la corteza y el hipocampo, se detectan los niveles mayores
de actividad de PPII en comparacién con membranas extraidas a partir de otras regiones como el
hipotalamo o el tallo cerebral, que presentan niveles medianos y bajos de actividad respectivamente

(127). Por otra parte, en cultivos de células hipotaldmicas o corticales de cerebro de feto de ratén, al
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inhibir la proliferacién de células no neuronales, se observan niveles mayores de actividad
enzimatica de PPII en comparacién con cultivos en los que no se inhibe la proliferacién, apuntando

a que la actividad de la PPII se halla de manera predominante en células neuronales (125).

6.6  Regulacion de la expresion y actividad de la Piroglutamil Peptidasa II

Hasta el momento, se tiene evidencias sobre la regulacién de la actividad de la PPII a nivel
de adenohipéfisis, en donde sus niveles de mRNA y de actividad enzimatica son regulados
positivamente en respuesta a la hormona tiroidea triyodotironina (T3) (120-134). Ello se sabe con base
en estudios en los que se ha inyectado T3 en ratas, y determinado la actividad enzimdtica en
extractos membranales de adenohipdfisis (129), asf como en cultivos primarios de adenohipdfisis en
presencia de T3, en los cuales se ha observado aumento en la actividad enzimadtica y en los niveles
de mRNA a los pocos dias in wvitro (1s1). Se han observado efectos opuestos en extractos
membranales de adenohipéfisis de ratas a las que se les provoca hipotiroidismo por inyeccién de

propiltiouracilo (PTU) (129, 13).

Por otro lado, los niveles séricos de hormonas sexuales modulan los niveles del mRNA y de
la actividad de la PPII, ya que en ratas ovariectomizadas (y por tanto, con bajos niveles de
estrogenos), la actividad de la PPII aumenta, y ese efecto se ve revertido por el 17-B-estradiol (Es)
(134, 135). Ademads, la actividad de la PPII varfa de acuerdo al género, ya que se ha observado menor
actividad enzimdtica en cultivos primarios realizados a partir de hembras que de machos (13e).
Asimismo, se sabe que la actividad de la PPII varfa durante el ciclo estral, encontrandose los
niveles mas bajos en el dia diestro 2 (137) y también varfa durante el ciclo circadiano de ratas
machos, encontrédndose una disminucién en los niveles de mRNA y de actividad enzimdtica por la

marnana (1ss).

Un modulador importante de la actividad de la PPII lo constituye el propio TRH, el cual
regula negativamente la actividad enzimatica a través de la activacién de los receptores de TRH
(139)-

Por otra parte, estudios llevados a cabo en la adenohipéfisis mostraron que la PPII se regula
durante el desarrollo. El estudio se llevé a cabo desde el dfa PO (post-natal 0), y la actividad fue

detectable hasta el dia P8, coincidiendo con la maduracién del control de las funciones
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adenohipofisiarfas por el hipotdlamo y con el inicio de la expresién de PRL y produccién de
hormonas tiroideas. Los niveles méximos se detectaron en P22, y disminuyeron hacia la etapa

adulta, alcanzando niveles ligeramente mds altos que en el dfa P8 (140).

Se han llevado a cabo varios estudios con el fin de elucidar si factores como la T3 o los
estrégenos regulan la actividad de la PPII en el SNC; sin embargo, no se ha observado efecto con
alguno de estos factores sobre la actividad en el SNC (151, 152). La poca evidencia que se tiene de
regulacién de la actividad enzimética de la PPII en el SNC se ha encontrado en paradigmas
experimentales tales como el kindling amigdalino (un modelo de epilepsia) (141), la inyeccién aguda
de etanol (140) y el entrenamiento en el laberinto de Morris (un modelo de aprendizaje) (14s), asi
como durante el desarrollo (110, 144). Para el caso del kindling amigdalino, se ha encontrado que en la
etapa II, la actividad de la PPII se ve regulada positivamente en regiones epileptogénicas, tales
como amigdala y corteza frontal. Asimismo, se ha observado que estos cambios estdan asociados con
cambios en los niveles de mRNA de la PPIIC (14,). En el caso de la administracién aguda de etanol,
se ha observado que tanto la actividad de PPII como sus niveles de mRNA se ven regulados
negativamente en regiones del sistema limbico en las que las neuronas TRHérgicas son moduladas,

como la corteza frontal, el hipotdlamo, el hipocampo y la amigdala (;49).

Por otra parte, estudios llevados a cabo en algunas zonas del SNC mostraron que la
actividad de la PPII se regula durante el desarrollo. En el hipotdlamo, la actividad es detectable
desde el dfa embrionario 16, la etapa mds temprana estudiada. La actividad aumenta hacia el
nacimiento y presenta niveles maximos en el dfa postnatal 8 (P8). La actividad decrece hacia los
dfas P46 y P66, manteniendo niveles ligeramente mds altos que los detectados en la etapa prenatal.
En el bulbo olfatorio, la actividad es detectable desde el primer dia postnatal (P0), la etapa maés
temprana estudiada, y presenta dos picos, uno en el dia P3 y otro en el dia P22 (140)En la corteza
cerebral posterior, la actividad es detectable desde PO, la etapa mas temprana estudiada. Alcanza
los niveles maximos en P8, y decrece hacia el dfa P22, manteniendo hacia etapas posteriores (P46 y
P66) niveles de actividad enzimatica ligeramente mas altos que los detectados en PO (140).

En continuidad con lo anterior, recientemente determinamos la actividad enzimadtica de la
PPII durante el desarrollo del SNC de la rata. El estudio lo llevamos a cabo en cabezas de
embriones de rata (E14-E18) y cerebros completos de ratas de edades embrionarias (E19-E21),

postnatales (Po, P7, P14, P21, P30) y adultas (3 y 5 meses). Concordante con los patrones
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observados anteriormente (110), encontramos los niveles de actividad mas bajos en las etapas
embrionarias (E14-18) y adultas, y los picos méximos de actividad en las etapas postnatales PO y

P7 (144).
6.7  La Piroglutamil Peptidasa II truncada

Recientemente se caracterizé en nuestro grupo a una isoforma de mRNA distinta a la de la
PPII, que se expresa i vivo en tejidos de rata y que codifica para una protefna truncada (PPIT¥) .
Esta secuencia es idéntica a la de la PPII®desde el extremo 5’ hasta el nucleétido 2534, en donde se
encuentra una inserciéon de 87 nucleétidos correspondiente a los primeros 87 nucleétidos del intrén 14
del pre-mRNA. Después de la insercion, desde el nucleétido 2521 (correspondiente al nucleétido 2535
del cDNA de la PPII®) hasta el extremo 3’, la secuencia es idéntica a la de la PPII®. El segmento
insertado del intrén, esta en fase con el marco abierto de lectura, y lleva dos codones consecutivos de
STOP (TAG TGA). Estos codones de STOP corresponden a los nucleétidos 2494-2499 en el cDNA
de la PPIT* de la rata, y hacen que el mRINA al traducirse, origine una proteina truncada hacia el

extremo carboxilo terminal 4, (Ver figura 3)
6.8  Estructura de la Piroglutamil Peptidasa II truncada

La PPII* es una proteina truncada hacia el extremo carboxilo terminal, con los dominios
intracelular, transmembranal y catalitico integros. A diferencia de la PPII®, que presenta 1025
aminoacidos, la PPII* presenta solo 850. Los aminoacidos de los que carece, se encuentran en el
dominio extracelular, entre los que se encuentran cuatro cisteinas g, que por mutaciones dirigidas se
han determinado como fundamentales para la actividad hidrolitica de la enzima ;,,. Asimismo, carece
de dos posibles sitios de N-glicosilacion. De manera interesante, presenta el sitio catalitico integro y la
cisteina 68, importante para la dimerizacién covalente. Por otro lado, presenta una extension de 20
aminoacidos traducidos a partir de los nucleétidos en el intrén 14 que preceden a los dos codones

consecutivos de STOP en el mRNA (Figura 3) .
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6.9  La PPII* como dominante negativa de la PPIIC: antecedentes en cultivo

El cDNA de la PPII* estd clonado en vectores de expresién pCDNA con y sin etiqueta de
Histidinas, y se han expresado en células de rifién de mono, COS-7 o de glioma de rata, C6 (s¢).
Ninguna de estas lineas celulares presenta de manera endégena actividad de PPIIC (145). En
ensayos enzimdticos llevados a cabo en membranas de estas células, la PPII* expresada no
presenté actividad hidrolitica frente al TRH (i.e, actividad de PPII); sin embargo, al
cotransfectarla con vectores de expresién para la PPIIC, inhibi6 la actividad hidrolitica de la PPII¢
frente al TRH conforme se aumentd la relacién de vectores PPII*/PPIIC, es decir, de manera dosis
dependiente (ss) (Figura 4). A través de ensayos de Western blot en condiciones no reductoras y
utilizando anticuerpos contra la etiqueta de histidinas de los vectores, se observé en extractos de
las células contransfectadas, que la sefal para los posibles homodimeros de PPII¢ disminuyé, y en
cambio aparecié una banda de menor peso molecular. Ese peso fue intermedio entre el esperado
para los homodimeros PPII®-PPIIC y PPII*-PPII*, al parecer, un heterodimero PPII®-PPII*. Atin
mds, la sefial de este posible heterodimero aumenté de manera proporcional a la relacién de
vectores PPII*/PPIIC (s6)(Figura 4).

El mecanismo propuesto para explicar la disminucién de la actividad hidrolitica de la PPII¢
al coexpresar PPII¢ y PPII* es la heterodimerizacién no funcional (ss). Es decir, en presencia de
solo PPIIC, se forman homodimeros PPIIC:PPII¢, capaces de inactivar al TRH. Cuando la PPII* se
expresa, hay una menor formacién de homodimeros PPII®:PPII¢ y se forman heterodimeros
PPIIC:PPII*, asi como homodimeros PPII*:PPII*, siendo tanto los heterodimeros como los

homodimeros PPIT*:PPII*, incapaces de inactivar al TRH (s¢).
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Figura 4. La PPII* carece de actividad enzimatica frente a TRH e inhibe la actividad hidrolitica de la PPII¢
frente al TRH de manera dosis dependiente * . Los cDNAs de la PPIIC y PPII* se clonaron en un vector de
expresién pcDNA o pcDNA/hisA, y fueron transfectados en la linea celular COS-7. A. En la parte inferior, puede
observarse que las células que estdn transfectadas sélo con el vector pcDNA /hisA-PPII* (PPII*) carecen de actividad
enzimatica frente al TRH, y que al cotransfectar este vector con el pcDNA/hisA-PPIIC (PPII), la actividad de la PPII¢
disminuye cuando la relacién PPII*:PPIIC es mayor. En la parte superior, se muestra un ensayo de Western blot,
empleando un anticuerpo antihistidinas en membranas de las células transfectadas. En el carril 1 se muestra un posible
homodimero PPIIC:PPII€ y en el carril 4 un posible homodimero PPII*:PPII*. En los carriles 2 y 8 se muestra una
tercera banda con un peso intermedio entre la de homodimeros PPII¢:PPIIC y PPII*:PPII*, la cual se ha propuesto
como un heterodimero PPII¢:PPII*. B. Puede observarse que las células transfectadas con el vector pcDNA/PPII¢
(PPII) presentan actividad hidrolitica frente al TRH. Al ser cotransfectadas con el vector pcDNA/PPII* (PPII¥), la
actividad enzimatica de la PPIIC disminuye de manera dependiente de dosis. La PPII* solo inhibe la actividad de la
PPIIC, y como prueba de ello, se muestra en las barras de error que la actividad de otra enzima de la familia M1, la
Aminopeptidasa N, no disminuye al expresar a la PPIT*.

Si bien la PPIT* presenta un segmento de 20 aminodcidos adicionales hacia el extremo
carboxilo terminal, a este segmento no se le atribuye la carencia de actividad hidrolitica frente al
TRH, ya que al transfectar vectores que codifican para una PPII truncada sin la extensién o con un
dominio extracelular més largo que el de la PPII* en células de glioma C6, y llevar a cabo ensayos
enzimaticos en membranas de estas células, se observa ausencia de actividad enzimética. Se
propuso entonces que el dominio extracelular entero es necesario para que la enzima presente

actividad hidrolitica (ss). Concordante con ello, se sabe que en otros miembros de la familia M1,

3 Figuras tomadas de Chavez-Gutierrez, L., Bourdais,J., Aranda, G., Vargas, M.A., Matta-Camacho, E., Ducancel, I,
Segovia, L., Joseph-Bravo, P. & Charli, J. 2005. A truncated isoform of pyroglutamyl aminopeptidase II produced by exon extension
has dominant-negative activity. Journal of Neurochemistry. 92: 807-817. El nombre del eje de las “y” fue cambiado en ambas gréficas
por Actividad especifica de PPIIC.
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tales como la Aminopeptidasa A, el dominio extracelular entero es necesario para que lleve a cabo
la actividad enzimdtica (146, y que ese dominio actia como una chaperona necesaria para la

correcta expresiéon y doblamiento de la enzima (147).

6.10 La PPII* como dominante negativa de la PPIIC: antecedentes in vivo

Como antecente zz vivo de que la PPII* actia como dominante negativa de la PPIIS, se tiene que
en organos con baja actividad de PPII (rifién, corazén, bazo, higado y pulmoén), la expresion del
mRNA de PPII* es mayor que la del mRNA de la PPII®, y que en regiones del SNC que presentan
mayor actividad de PPII (hipocampo, hipotalamo, bulbo olfatorio, corteza frontal), la expresion del

mRNA de la PPII€ tiende a ser mayor que la del mRNA de la PPII* (Figura 5 A) (se, 14s).

De acuerdo con estas observaciones, recientemente observamos que en una ventana de
tiempo durante el desarrollo del SNC, la actividad de la PPII es inversamente proporcional al
cociente entre los niveles del mRNA de la PPII* y los del mRNA de la PPIIC. En base a esos datos,
propusimos que el balance en la expresiéon entre la PPIIC y la PPII* determina los niveles de
actividad de la PPII durante el desarrollo del SNC (Figura 5 B) (144), y apoyan un posible papel n

vivo de la PPIT* como regulador negativo de la actividad de la PPIIC.

26



A | Brain regions || Other organs |
HT FC HC OB KI HE SP LI LU

500 e T ted
T -

| High activity | [ Low activity |

B ————— D —————— — — PP

—— ; - W PPI*
S S ————— —— — - | oflinc
E14 E15 E16 E17 E18 E19 E20 E21 PO P7 P14 P21 P303M 5M

o 2 170 —
= o~
o T150 O &
o © =
<zt ”130'°§
cC o
Q T110 € o
= S £
o T @ £
o S E
p to 82
2 - &
(=) 10 &,
3] Sw
(30 =2 9
S5
0 =

E14 E15 E16 E17 E18 E19 E20 E21 PO P7 P14 P21 P30 3M 5M

100%= membranas control

0
Estadios de desarrollo ~®— Actividad PPII
* p<0.05, Actividad PPII = PPII*; PPIC

Figura 5. El cociente de mRNAs PPII*/PPIIC es mayot en 6rganos con baja actividad de PPIIC, y es menor en

estadios de desatrollo con alta actividad de PPII 4. A. Se muestra que la expresion del mRNA de la PPII* es mayor que

la de la PPIIC en 6rganos que presentan baja actividad de PPII, tales como el rifién (KI), el corazén (HE), el bazo (SP), el

higado (LI) y el pulmén (LU), mientras que en regiones del cerebro con mayor actividad de PPII tales como el Hipotalamo
(HT), la Corteza Frontal (FC), el Hipocampo (HC) y el Bulbo Olfatorio (OB), el mRNA de la PPIIC tiende a expresarse mas
que el de la PPIT*. B. Se muestra que el cociente de mRNAs PPIT*/PPIIC cambia de manera inversamente propotcional a la

actividad de la PPII durante toda la ontogenia del SNC, a excepcién del estadio de desarrollo P7.

* Figura A tomada de Chavez-Gutierrez, L., Bourdais,J., Aranda, G., Vargas, M.A., Matta-Camacho, E., Ducancel, F.,
Segovia, L., Joseph-Bravo, P. & Charli, J. 2005. A truncated isoform of pyroglutamyl aminopeptidase II produced by exon extension
has dominant-negative activity. Journal of Neurochemistry. 92: 807-817. Figura B tomada de Judrez Contreras, K.E. 2006. Tesis de

licenciatura. Universidad Nacional Auténoma de México. México, D.F.
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7. HIPOTESIS

En base a que la PPII* inhibe la actividad de la PPII® en ensayos de
cotransfeccién in vitro (ss), a que durante el desarrollo del SNC, la actividad de la PPII
de la rata cambia de manera inversamente proporcional al cociente de expresién de los
mRNAs PPII*/ PPII€ (144), y a que el cociente de mRNAs PPII*/ PPII¢ es mayor en
érganos con baja actividad de la PPII que en 6rganos con alta actividad (ss, 14s),

proponemos que la PPII* funciona z vivo como una dominante negativa de la PPIIC.

8. OBJETIVOS

Objetrvo general
Determinar si la expresion de la PPII* regula negativamente la actividad de la PPII en
un contexto neuronal,

Objetivos especificos

1. Determinar si la sobreexpresioén de la PPII* regula de manera negativa la actividad

endégena de PPII en células derivadas de la linea celular SK-N-MC.

2. Determinar si inhibiendo la expresién de la PPII* por RNAI en cultivos primarios

de hipotdlamo, se incrementa la actividad de PPII.
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9. JUSTIFICACION

La PPII* es una variante natural del gen de la PPII, cuyo papel propuesto es el
de inhibir a la PPII¢ como una dominante negativa (ss). De resultar cierto, este estudio
permitird profundizar en el conocimiento de los mecanismos que participan en la
regulacién de la actividad de la PPII. AGn mas, como inhibidor natural de la PPIIC,
podria potenciar los multiples efectos terapéuticos que se le han atribuido al TRH (y7-

105), los cuales se ven limitados por la accién de la PPIIC.
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10. MATERIALY METODOS

10.1 Cultivo de las células SK-N-MC

La linea de neuroepiteloma humano SK-N-MC (ATCC (149); # cat. HT'B10) fue cultivada en
presencia de medio DMEM (Gibco) con 10% suero fetal bovino (FBS; Terracell?), antibiético-
antimicético 0.005 % (Gibeo) y glutamina (2mM) a 37 ° C y 5% COe..

Para expandir a la linea celular, se sembraron 500,000 células en cajas de 100 mm, y se
mantuvieron aproximadamente una semana en cultivo, cambiando el medio una o dos veces por
semana hasta que fuera el momento 6ptimo para replaquear las células (ver apartado 6.2). Para el
caso de las cinéticas de 1, 2, 8 y 4 dfas n vitro, sembramos 200,000 células en pozos de 16.5 mm, en
tanto que para el caso de las transfecciones, sembramos 150,000 células en pozos de 16.5 mm y

600,000 células en cajas de 35 mm.

10.2 Pase de la linea celular SK-N-MC

Una vez que las células de las cajas de 100 mm se encontraban al 90-95 % de confluencia, se
retir6 el medio y se agregaron 3 ml de PBS 1X a 37 ° C. Se retir6 el PBS, se adicionaron 8 ml de
Tripsina-EDTA (Gibco), y se mantuvieron 5 minutos a 37° C. Transcurrido ese tiempo, se pasé la
mezcla de células con tripsina-EDTA a un tubo con 2 ml de medio con suero (suplementado como

arriba se describe). La mezcla se centrifugd a 450 g por 5 minutos a 20 ° C. Una vez concluida la

centrifugacion, se retiré el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en medio con suero. Con 10 Ul
de la resuspensién celular se realiz el conteo celular en la cdmara de Nebauer a través del método
de exclusién de tripano (150). De acuerdo con dicho conteo, se sembraron 500,000 células en platos
de 100 mm, y a los cuatro dfas post-siembra el medio fue reemplazado por nuevo medio. Una vez
que las células se hallaban en 95% de confluencia (aproximadamente a los siete dfas después de la
siembra), las células fueron replaqueadas o congeladas en presencia de DMSO (ver apartado 6.3).
Este nimero de replaqueos (pases) se mantuvo dentro del rango recomendado por ATCC: menos
de 20 pases (116). Cabe mencionar que el niimero de células que se obtienen de platos cultivados bajo
estas condiciones son de 7-10.5 x 106 células (cuando estan al 95% de confluencia), lo cual depende
ampliamente de que al momento se resembrar a las células, se muevan los platos varias veces hacia

los lados (nunca en circulos) antes de introducirlos a la incubadora, asf como también de que antes
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de inactivar la tripsina con el medio con suero, se asegure una buena dispersién de células con la

pipeta.

10.3 Criopreservacion de la linea celular SK-N-MC

Despegamos las células del plato tal como se describe en el punto anterior. Una vez que se
inactivé a la tripsina con el medio con suero, se tomé una alicuota de 10 pl para realizar el conteo
celular por el método de exclusién de azul de tripano. Mientras que se realizé dicho conteo, la
mezcla se centrifugd a 450 g por 5 minutos a 20 ° C. Una vez concluida la centrifugacion, se retiré

el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 500 Ul de FBS por cada 2 x 10°¢ células. En otro tubo

se preparé DMSO al 16 % en FBS, y a la resuspensién celular se agregaron 500 Ul de esta mezcla
por cada 2 x 10°¢ células, de manera que la concentracién final de DMSO resultara al 8%. El tubo
que contenfa a las células y al medio de criopreservacién fue mezclado por inversién, y se tomaron
alicuotas de 1 ml (2 x 106 células) que fueron colocadas en tubos para congelar células (Corning).
Los tubos se introdujeron a un ultracongelador a -80 ° C, en el que las células se congelaron
lentamente. Transcurridas 24 a 72 horas, transterimos los viales de células congeladas a un tanque

de nitrégeno liquido en donde se mantuvieron hasta una nueva descongelacién.

10.4 Descongelacion de la linea celular SK-N-MC

Los viales de células se extrajeron del tanque de nitrégeno liquido en hielo seco, se rociaron
con etanol, y dentro de la campana de flujo laminar, se descongelaron casi por completo (hasta
quedar un trozo pequenio de hielo) calentando suavemente los tubos con las manos.
Inmediatamente vertimos su contenido en tubos con 5 ml de medio con suero a 37 ° C. El
contenido de los tubos se mezclé por inversién suave, y se centrifugé de inmediato a 450 g por 5
minutos a 20 ° C. Se desech¢6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en medio con suero, para

después sembrarla en una caja de 100 mm.
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10.5 Sobreexpresién de la PPII* en las células SK-N-MC

Los ensayos de sobreexpresiéon en la linea celular SK-N-MC se realizaron empleando
Polietilenimina, de acuerdo al protocolo descrito previamente (151) con algunas modificaciones. El
DNA plasmidico que se emple6 para sobreexpresar a la PPII* fue el pCDNA 3.1/HisA/PPII*.
Como control se emple6 el pCDNA 38.1/HisA (Invitrogen). Y para evaluar la eficiencia de
transfeccién, se empleo el p-IRES-hrGFP-1a (Stratagene) o el pDsRed2-N1 (Clontech) (Ver mapas

en apéndice).

Para emplear la Polietilenimina, ésta se preparé tomando 8 mg de Polietilenimina
ramificada (solucién al 50%; 600-1000 kDa; Fluka) y llevandola a 9 ml con agua estéril. EI pH se
ajusté a 6.9 con HCl 0.2 N. La solucién se completé a 10 ml y se pasé por un filtro de 0.2 pm. Con
esta polietilenimina preparada (PEI) fue con la que se realizaron las mezclas de transfeccion.

Para realizar las transfecciones, de 12 a 16 horas después de haber sembrado las células, éstas
tueron deprivadas de suero, manteniéndolas tUnicamente en medio DMEM -sin antibidtico ni
glutamina suplementada-. En el caso de la transfeccién de las células en los platos de 35 mm
(600,000 células), se prepararon 8 lg de DNA en 50 il de NaCl 150 mM (tubo 1), y en otro tubo,
se prepararon 24 Ul de PEI en NaCl 150 mM en un volumen final de 50 pl (tubo 2). Cada tubo se
mezclé por separado en vortex, y se mantuvo a temperatura ambiente por 10 minutos. Se adicion6
el contenido del tubo 2 al tubo 1, se mezclaron en vortex, y se mantuvieron a temperatura
ambiente por 10 minutos mas. Transcurrido ese tiempo, se adicionaron 900 ul de medio DMEM, y
el medio de las células fue remplazado por 1 ml de esta nueva mezcla. Las células se mantuvieron
en presencia de la mezcla de transfeccién por 4 horas a 37 ° Cy 5 % de CO.. Posteriormente se
retir6 la mezcla de transfeccién, y las células se mantuvieron en medio con suero por 24, 48 o 72

horas, para después realizar la cosecha o fijacién de fluorescencia.

Para el caso de las células sembradas en los pozos de 16.5 mm, se trasfectaron preparando
1.5 Lg de DNA en 20 Ul de NaCl 150 Mm (tubo 1) y 4.5 il de solucién PEI en NaCl 150 mM en un
volumen final de 20 ul (tubo 2). El resto del protocolo es como se describe arriba, excepto que la

mezcla final se completa a 400 il con medio DMEM, y con esta mezcla se reemplaza al medio de

los pozos.
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10.6 Cosecha de células.

Para cosechar a las células, se retiré por completo el medio de cultivo, y se agregé y retird
PBS 1X a 37°C dos veces, para inmediatamente congelar sobre hielo seco. La células cosechadas

se almacenaron a -80° C hasta su posterior uso.

10.7 Evaluacion de la eficiencia de transfeccion en las células

Para cuantificar la eficiencia de transfeccién, transfectamos a las células SK-N-MC con el
vector p-IRES-hrGFP, en tanto que las células primarias hipotaldmicas fueron transfectadas con el
sc-Control siRNA-A-fluorescein. Cuarenta y ocho horas posteriores a la transfeccion, se fij6 la

fluorescencia, y los niveles de fluorescencia fueron determinados por medio de citometria de flujo.

Para fijar la fluorescencia, se emple6 Paraformaldehido al 2% como se realizé previamente
(152). Para ello, se retir6 el medio de los pozos de 16.5 mm y se lavé con 500 ul de PBS 1X a 37°C.
Después se retiré el PBS y se adicionaron 500 ul de Tripsina-EDTA. Se realiz6é una incubacién
por 5 minutos a 87°C, y después se inactivé la tripsinizacién con 250 Ul de medio con suero. Se
realizé una centrifugacién a 450 g por 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante fue
desechado y la pastilla resuspendida en 500 Ul de PBS 1X. Se realizé6 una segunda centrifugacién
bajo las mismas condiciones, y la pastilla se resuspendié en 250 ul de PBS 1X y 250 pl de

Paraformaldehido al 4 %. Se incubdé por 15 minutos en hielo, mezclando por inversién cada 5
minutos. Posteriormente se realiz6 una centrifugacién por 8 minutos y la pastilla se resuspendié en
500 ul de PBS 1X. Se centrifugd de nuevo por 3 minutos, y se resuspendi6 la pastilla en 200 ul de
PBS 1X. El tubo fue cubierto con aluminio y almacenado a 4° C hasta realizar la determinacién en
el citometro de flujo. El programa empleado para determinar la fluorescencia fue el Cell Quest y los

datos se analizaron en el programa FlowJo.
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10.8 Produccion de los vectores para transfectar a las células SK-N-MC

Para producir los vectores que se emplearon en las transtecciones de las células SK-N-MC,
se mezclaron 20 ng de DNA (purificado por columnas Qiagen para DNA plasmidico) de cada uno
de los vectores con 50 Ul de bacterias competentes DH5Q, y se incubaron por 15 minutos a 4° C.
Posteriormente, las bacterias fueron transformadas con el DNA por choque térmico, incubandolas
45 segundos a 42°C, seguido de 5 minutos a 4°C. Entonces se agregé 1 ml de medio Luria Betani
(LB; ver apéndice) y las bacterias transformadas se mantuvieron 1 hora a 87°C en agitacién
constante. Transcurrido ese tiempo, se plaquearon 10, 20 y 50 Ul de las bacterias transformadas en
placas de LB-agar con ampicilina (pCDNAS.1/HisA (Invitrogen), pCDNAS.1/HisA/PPII*;
pIRES-hrGFP-1a (Stratagene)) o kanamicina (pDsRed2-N1 (Clontech)), y se dejaron crecer 12-16
horas a 87° C. Se seleccionaron colonias aisladas de las placas con agar, se inocularon en un
volumen de 5 ml de medio LB con kanamicina o ampicilina, y se incubaron a 37°C en agitacién

constante por 12 horas.

Posteriormente, a partir de 1 ml de los in6culos, se extrajo el DNA plasmidico a través del
protocolo de lisis alcalina. De manera breve, para cada uno de los inéculos, se centrifugo 1 ml del
cultivo a 13,800 g por 8 minutos. El sobrenadante fue descartado, y la pastilla fue resuspendida en
100 pl de solucién I (glucosa 50 mM, Tris-HCI pH 8 25 mM, EDTA 10 mM, RNAasa 10 pg/ml).
Entonces se adicionaron 200 Ul de solucién II (NaOH 0.2 N y SDS 1 %) e inmediatamente se
mezclé invirtiendo el tubo varias veces hasta obtener una solucién viscosa. La mezcla se incubé6 a
temperatura ambiente por 2.5 minutos, y entonces se adicionaron 150 Ul de solucién III (acetato de
potasio 3 M y acido acético 11.5%), y se mezclé inmediatamente invirtiendo el tubo varias veces.
Las muestras se mantuvieron en hielo por 5 minutos, y posteriormente se centrifugaron a 13,800 g
por 3 minutos a temperatura ambiente. Se recuperé el sobrenadante y se transfirié a otro tubo
estéril. Posteriormente se agregaron 120 Wl de acetato de amonio 10 M, y se mezclé por inversion.
Después, se adicionaron 600 Ul de isopropanol y se mezcl6 por inversién. Entonces se centrifugé a
13,800 g por 3 minutos a temperatura ambiente. Se descarté el sobrenadante y el tubo permanecié
de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente para secar la pastilla. La pastilla fue resuspendida con

agua grado miliQ, y se congelé a —20°C, tomando antes una alicuota de 2 pl. Con la alicuota de 2
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ul se determiné la concentracién de DNA haciendo una dilucién 1:100 y leyendo la absorbancia a
260 nm (Biofotémetro, Eppendorf). La concentraciéon se estimé de acuerdo a la siguiente férmula

[DNA]= absorbancia 260 nm x 0.05 x factor de dilucién.

Se tomé el volumen suficiente para tener 2 o 3 g de DNA, y con ello se realizaron las
digestiones diagndsticas (ver apéndice). De acuerdo con las digestiones, se seleccioné una de las
colonias que present6 el patrén de restriccién esperado para cada uno de los vectores, y cada una se
inoculé (100-200 ul) en un volumen de 100 ml de medio LB en presencia de kanamicina o
ampicilina. Los cultivos se incubaron en agitacién constante por 12 horas a 37°C. Se tomaron los
100 ml del cultivo y se extrajo DNA plasmidico con el kit MidiPrep de Qiagen (de la manera

descrita por el fabricante).

10.9 Criopreservacion de las bacterias transformadas con plasmidos

A partir de un cultivo de una colonia positiva de bacterias crecidas toda la noche, se tomé
un inéculo y se plaqueé en una placa de LB-agar con el antibiético de resistencia adecuado. La placa
se mantuvo 12-16 horas a 37°C, y se selecciond a una de las colonias. La colonia seleccionada se
in6culo en 5 ml de medio LB con el antibiético de resistencia, y se mantuvo a 37° C en agitacién
constante por 12 horas. Se tomaron 700 U del cultivo y se mezclaron por inversién con 300 Ul de
glicerol (esterilizado por autoclave). Inmediatamente, las bacterias se congelaron en hielo seco, y

los viales se almacenaron hasta su uso a -80° C.

10.10 Cultivo primario de células hipotalamicas fetales de rata

El cultivo primario se realiz6 a través del método descrito previamente (153). Brevemente,
alrededor de las 3 pm, se disectaron hipotdlamos de embriones de 17 dfas de gestacién (figura 6),
los cuales fueron colocados uno a uno en 1 ml de solucién Hanks a 37 °C (Fostato de Sodio 0.00075
M, Fosfato de Potasio 0.000408 M, Cloruro de Sodio 0.1368 M, Glucosa 0.005549 M, y Cloruro de

Potasio 0.005365 M), teniendo de 8 a 15 hipotdlamos por cada ml de solucién. Una vez que los
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hipotdlamos se encontraban en el fondo del tubo, se retir6 la solucién Hanks, y se agrego otro ml
de solucién. Entonces, se cortaron los hipotalamos con tijeras, procurando la mayor disgregacién
del tejido. Una vez que el tejido disgregado estuvo en el fondo del tubo, se volvié a hacer otro

lavado con solucién Hanks.

Posteriormente, a un tubo con 2 ml de DNAsa I-Tripsina III a 37 ° C (0.56 mg de DNAsa |
y 0.5 mg de Tripsina III en 2 ml solucién de Hanks), se transfirieron los hipotalamos cortados, y se
incubaron a 37°C en agitacién constante por 15 minutos, asegurandose de agitar manualmente el

tubo cada 5 minutos. Al finalizar los 15 minutos de incubacién, se agregaron 200 Ul de suero fetal

bovino (FBS; Terracelli) y 200 pul de DNasa I (1mg/ml de solucién Hanks), procurando aplicar
fuerza al hacerlo y evitando que se formaran burbujas. Entonces, la mezcla fue transferida a un
tubo de 15 ml, y se centrifugé a 450 g a 20 ° C por 5 minutos. El sobrenadante fue desechado y la
pastilla de células se resuspendié en medio DMEM suplementado (10% FBS, 0.25 % glucosa
(Sigma), glutamina 2 mM (Sigma), 3.8 mg/ml insulina (Sigma) y antibidtico-antimicético 0.005 %
(Gibco)). La cantidad de DMEM en la que se resuspendieron las células fue de 100 ul por cada
hipotdlamo disectado. Posteriormente, las células fueron dispersadas mecanicamente, pasando las
células por 3 pipetas Pasteur de diferentes didmetros °. Una vez dispersas las células, se
centrifugaron a 450 g a 20°C por 5 minutos. El sobrenadante fue desechado y las células se
resuspendieron en 5 ml de medio suplementado si la cantidad de hipotdlamos colectado era de 1 a
15, 0 10 ml si la cantidad de hipotdlamos eran mas de 15. Posteriormente, se determiné el niimero
de células vivas en una cdmara de Neubauer a través del método de exclusién de azul de tripano.
De acuerdo al conteo celular y al tratamiento a realizar (ver mas adelante), se sembraron 125,000 o

200,000 0 600,000 células en pozos de 16.5 mm tratados con poli-D-lisina (ver abajo). El volumen

de los pozos se completo a 500 pul con DMEM suplementado y se mantuvo a 87 °Cy 7 % de CO2.

Para tratar a los pozos con poli-D-lisina, al menos dos horas previas a la siembra, se

recubrieron los pozos con 500 Wl de poli-D-lisina (0.003 mg/ml). Justo antes de la siembra, se
retir6 la poli-D-lisina y se realizaron dos lavados con soluciéon PBS 1X, de manera que

inmediatamente al retirar al PBS 1X se sembraran las células.

> Para tener pipetas Pasteur de diferentes didmetros (e.g. de didmetros mas pequefios que una pipeta normal ), se pasa la
pipeta Pasteur por encima de un mechero, dandole vueltas todo el tiempo, hasta obtener el didmetro deseado.
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Figura 6. Diseccion de hipotalamos de embriones de 17 dias de gestacién de rata. A. Se coloca al embrién de
manera que el 0jo (2) quede como si fuera el centro de un reloj, y la oreja (1), en posicién de las 11 horas. Se coloca una
pinza en estos dos puntos, y con una navaja de bisturf{ se realiza un corte que pase entre el 0jo, y una vena muy visible
que se observa arriba de la oreja (3). El corte se realiza con suavidad y firmeza, teniendo cuidado de ir eliminando las
meninges al momento de realizar el corte. B. La parte superior que resulta del corte es como aqui se muestra. La
estructura al centro, rodeada aqui por una linea negra, es el hipotdlamo. Se realizan cortes pequefios con unas tijeras
finas alrededor de dicha estructura, y se extrae con ayuda de unas pinzas.

10.11 Cultivos de células hipotalaimicas mantenidos de 1 a 8 dias

Se sembraron 200,000 células y 600,000 células hipotaldmicas en pozos de 16.5 mm en

presencia de medio DMEM suplementado con suero y se mantuvieron a 37 °Cy 7 % de COz de 1 a

8 dfas. Se realiz6 un cambio de medio a los 4 dfas (en el cual se agreg6 citosina B-D

Arabinofuranosica (Ara C)) y otro a los 6 dfas.
Para realizar el cambio de medio a los 4 dias, se retiraron 250 Ul de medio, y se adicionaron 300 ul
de medio DMEM suplementado y con 0.17 lg de Ara C por cada 100,000 células.

Al sexto dfa de cambio de medio, se retiraron 250 il de medio, y se adicionaron 300 Ul de medio

DMEM suplementado.

Los pozos en los que se sembraron 200,000 células se emplearon después para extraer RNA.

Se emplearon 2 pozos por cada muestra (para tener >2 Ug de RNA total). Los pozos en los que se
sembraron 600,000 células se emplearon después para extraer membranas y determinar actividad

de PPII. Se emplearon 8 pozos para las muestras de 2 DIV, y 5 pozos para las muestras de 5 DIV y

8 DIV (para tener >50 g de proteina total).
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10.12 Ensayos de interferencia con siRNAs en cultivos primarios hipotaldmicos

Para interferir la expresién de la PPII* en cultivos hipotaldmicos, se emplearon los siRNAs
disefiados en el algoritmo de Dharmacon (154): sSIRNA-PPII*A y siRNA-PPII*B (Figura 7). Como
control negativo, transfectamos en los ensayos el Non targeting siRNA # 1 de Dharmacon: 5'-
UAGCGACUAAACACAUCAA-38' (sentido) 8'-AUCGCUGAUUUGUGUAGUU-5' (antisentido),
y el Control siRNA-A de Santa Cruz Biotechonology 5-UUCUCCGAACGUGUCACGU-3’
(sentido) 3-AAGAGGCUUGCACAGUGCA-5" (antisentido). Como control para evaluar la
eficiencia de transfeccién empleamos el Control siRNA-A- fluorescein de Santa Cruz Biotechonology
5'-UUCUCCGAACGUGUCACGU-3' (sentido) 3~-AAGAGGCUUGCACAGUGCA-5’

(antisentido) con fluoresceina acoplada.

Exén Exén Exén Exén Intrén Exén

| |

f— siRNA PPII*A
— siRNA PPII*B.

mRNA blanco: 5-GUGAAUGCACACACUGCUA-3

iRNA [sentido: 5-GUGAAUGCACACACUGCUAUU-3 ,
SIn Puntaje: 74
PPII"A |antisentido:  3-CACUUACGUGUGUGACGAUUU-5'

mRNA blanco: 5-CAUGAGUACUGUUUGACUU-3'
: ido: “CAUGAGUA A -3
SIRl\iA sentido 5-CAUGAGUACUGUUUGACUUUU-3 Puntaje: 75
PPII"B | antisentido: 3'-GUACUCAUGACAAACUGAAUU-5'

Figura 7. siRNAs disefiados para interferir la expresién de la PPII* en la rata. Se diseiié un par de siRNAs para
interferir la expresién de la PPII*, empleando como estrategia que la secuencia tuviera como blanco solo nucleétidos
del intrén 14 (siRNA-PPII*A), o nucleétidos del intrén 14« y algunos nucledtidos del exén 14 (siRNA-PPIT*B). Arriba
se muestran esquematizadas las regiones blanco de los siRNAs. Abajo se muestran las secuencias blanco de los
mRNAs, las secuencias de los siRNAs disenadas y a un lado, el porcentaje de criterios que las secuencias cumplen para
funcionar eficientemente como siRNAs (puntaje) proveidos por el algoritmo de Dharmacon. La secuencia UA en el
mRNA blanco para el siRNA-PPII*A corresponde a dos nucleétidos del primer codén prematuro de STOP en el
mRNA de la PPII*. La secuencia CAUGA en el mRNA blanco para el siRNA-PPII*B corresponde a los nucleétidos
del exén 14« que estan en el limite con el intrén 14. Las UU senaladas en rojo, son modificaciones adicionadas por

Dharmacon.

38



Los siRNAs se transfectaron en los cultivos hipotalamicos empleando el Neurofector kit for

primary mammalian cells (Amaza), PEI, Lipofectamina 2000 o el agente transtectante de Santa Cruz.

La transfeccién empleando Amaxa, se realizé de la manera recomendada por el fabricante
(155). De manera breve, una vez obtenidas las células hipotaldmicas y realizado el conteo celular, se
tomaron 5 x 109 células y se centrifugaron a 450 g por 5 minutos a temperatura ambiente. La
pastilla se resuspendié en 100 pl de la solucién de transfeccién proveida por el fabricante, y el
volumen necesario para tener los siRNAs a 640 o 1280 nM. Todo se llevé inmediatamente a una
cubeta proveida por el fabricante, y se transtecté empleando el programa O-05. Inmediatamente las
células fueron llevadas a 1 ml de medio Advanced DMEM (Gtbco) suplementado (10% FBS, 0.25 %
glucosa (Sigma), glutamina 3 mM (Sigma), 3.3 mg/ml insulina (Sigma) y antibidtico-antimicético
0.005 % (Gibco) y se sembraron a una densidad de 1 x 10° células en platos de 60 mm o 200,000

células en pozos de 16.5 mm. La cosecha se realiz6 a las 48 y 72 horas.

La transteccién empleando Lipofectamina 2000 se realiz6é de la manera sugerida por el fabricante
(156), empleando 1 Ul de Lipofectamina 2000 por cada 20 picomolas de siRNA. Sembramos125,000
células en pozos de 16.5 mm, y 24 horas posterior a la siembra, se retir6 el medio suplementado y
se lavé dos veces con medio suplementado sin suero (0.25 % glucosa (Sigma), glutamina 2 mM
(Sigma), 3.3 mg/ml insulina (Sigma) y antibiético-antimicético 0.005 % (Gibeo)), dejando al final del
segundo lavado, 400 ul de medio. Posteriormente, se prepar6 la mezcla de transfeccién de la
siguiente manera: en tubos estériles de 1.5 ml (tubo 1) se prepararon a los siRNAs (8.25 a 100

picomolas en 50 Ul de medio suplementado sin suero) y en tubos de polipropileno de 5 ml (tubo 2)

se prepar6 a la Lipofectamina (la cantidad necesaria de Lipofectamina en 50 ul de medio
suplementado sin suero). Una vez transcurridos 5 minutos de preparada la lipofectamina, el
contenido del tubo 1 se pasé al tubo 2, se mezclaron con vortex y la mezcla se incub6 por 20
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, los 100 Ul de la mezcla de transfeccién se agregaron
a cada pozo, de manera que la concentracién final de los siRNAs en cada uno de los pozos fuera de
8.25- 100 nM. Entonces las células fueron incubadas a 7% de CO. y 37°C por cuatro horas, para
después retirar la mezcla de transfecciéon y agregar medio suplementado con suero en cada pozo. La

cosecha se realizé a las 24, 48 y 72 horas. La fijacién de la fluorescencia se realiz6 a las 48 horas.
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Para realizar la transfeccién empleando polietinelamina (PEI), se prepar6 el PEI como
arriba se describe, empleando 0.402 Ul de PEI por cada 10 picomolas de acido nucleico (157, 15s).
Sembramos 125,000 células en pozos de 16.5 mm, y 24 horas posterior a la siembra, lavamos los
pozos 1 vez con medio suplementado sin suero. Para preparar las mezclas de transfeccién,
preparamos 5-20 picomolas de siRNA en 25 Ul de NaCl 150 mM, e incubamos por 10 minutos a
temperatura ambiente. Paralelamente, preparamos la cantidad de PEI necesaria para la cantidad de
siRNA a transfectar en 25 Ul de NaCl 150 mM e incubamos por 10 minutos a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo, adicionamos la mezcla de PEI a la mezcla de siRNA, mezclamos
en vortex e incubamos por 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido ese lapso, adicionamos
450 Wl medio suplementado sin suero a las mezclas. Retiramos el medio de los pozos, y adicionamos

500 Ul de la mezcla de transfecciéon a cada pozo. Entonces las células fueron incubadas a 7% de CO.
y 87° C por cuatro horas, para después retirar la mezcla de transteccién y agregar medio
suplementado con suero en cada pozo. La cosecha se realiz6 a las 24, 48 y 72 horas. La fijacién de la

fluorescencia se realizé a las 48 horas.

La transfeccién empleando el agente transfectante de Santa Cruz se realiz6 de la manera
recomendada por el fabricante (159). Se emplearon 2 Ul del agente transfectante por cada 30 pmolas
de siRNA. Sembramos 125,000 células en pozos de 16.5 mm, y 24 horas posterior a la siembra,
lavamos los pozos 1 vez con medio suplementado sin suero. Para preparar las mezclas, en un tubo

estéril de 1.5 ml, se prepararon a los siRNAs (10 a 20 picomolas en 50 Ul de medio suplementado

sin suero) y en otro tubo, se preparé la cantidad necesaria del agente transfectante en 50 Wl de
medio suplementado sin suero. Después, la solucién con el siRNA se adicioné a la del transfectante,

y se mezclaron suavemente con la pipeta, y se mantuvo de 15 a 45 minutos a temperatura

ambiente. Después de ello, el volumen se completé a 500 ul con medio suplementado sin suero, de
manera que la concentracién fuera de 8.25 a 33 nM. El medio se retiré de los pozos, y se adicion6
esta mezcla de transfeccién. Entonces, las células fueron incubadas a 7% de CO. y 37°C por cinco
horas, para después adicionar medio suplementado con el doble de suero en cada pozo. Las células
se mantuvieron en la incubadora por 18 horas mas, y entonces se retir6 la mezcla y se reemplazé
por medio suplementado con suero. La fijacién de la fluorescencia se realizé 48 horas posterior a

ello.
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10.13 Ensayos de interferencia con siRNAs en cerebros de ratas

El siRNA PPII*A se inyect6 intracerebroventricularmente en cerebros de ratas de la cepa
Wistar empleando el agente transfectante de Santa Cruz. Como control negativo, se empled el
Control siRNA-A de Santa Cruz Biotechonology. Como control de transfeccién, se empleo el Control

sStRNA-A-fluorescein de Santa Cruz Biotechonology.

Para ello, individuos machos (Rattus Norvegicus) de la cepa Wistar fueron mantenidos en
condiciones controladas de luz —oscuridad (12 por 12 horas), con agua y alimento ad libitum por dos
meses, al alcanzar un peso que oscila entre 280 y 850 g.

Las ratas fueron anestesiadas entre las 9 y las 16 horas con ketamina (100 mg/kg) y xilazina (10
mg/kg) intramuscularmente. Entonces, la cabeza de cada rata fue inmovilizada en un aparato
estereotaxico (MD-3000, Bioanalytical Instruments) introduciendo en angulo recto una barra en
cada uno de los ofdos y fijando los dientes incisivos a un soporte en el mismo plano.

Se realizé un corte a lo largo de la cabeza desde la altura del ojo y hasta la mitad del oido con una
navaja para bisturi. Se retir6 la piel pegada al craneo con una espatula, y se limpié el craneo con
cotonetes hasta que el bregma fuera visible. Se localizé una canula con el aparato estereotéxico en
las siguientes coordenadas respecto al bregma: 0.8 mm posterior y 1.5 mm lateral derecho. Se hizo
un orificio de un didmetro mayor al de la cdnula con un taladro, y la cdnula se introdujo 4.75 mm
dorso-ventral con respecto al crédneo (160). Asimismo, se taladraron dos orificios mas de didmetro
més pequefio, ambos lejanos al orificio de la cédnula y lejanos entre si. En esos orificios se
introdujeron dos tornillos, y tanto los tornillos como la canula fueron fijados al crdneo con cemento
dental.

Posterior a ello, las ratas se mantuvieron aisladas en cajas con alimento y agua ad libitum, y
condiciones controladas de luz-oscuridad (doce por doce horas) por 5-7 dias. Durante esos dfas,
cada una de las ratas fue manipulada tres o cuatro veces, envolviendo a la rata en un trapo y
cubriéndole los ojos por uno o dos minutos, de manera que la rata se acostumbrara a la
manipulacién y se facilitara la inyeccién el dia del experimento.

El dfa del experimento, se tomé a cada una de las ratas y se llevé a un cuarto oscuro con luz

roja. Cada uno de los siRNAs fue preparado de acuerdo a las condiciones empleadas previamente

(161 25 pmolas de siRNA en 5 Ul de agua estéril y 5 Ul de agente transfectante, transcurriendo
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entre 15 y 35 minutos de preparaciéon previo a la inyeccién en el cerebro. Cada una de las ratas fue
envuelta en un trapo y se realizé una inyeccién de 10 pl en el ventriculo derecho a una velocidad de

2.5 W por minuto.

Después de la inyeccién, se colocé de nuevo la tapa de la cdnula, y la rata fue devuelta a su
caja, y mantenida por 48 horas mas en las condiciones descritas antes. Transcurrido ese lapso, las
ratas fueron decapitadas, y sus cerebros extraidos y congelados sobre hielo seco en el caso de la
transfeccion de los siRNAs control A Santa Cruz y siRNA PPII* A. Los cerebros se mantuvieron a

-80 C hasta su uso.

Para el caso de las ratas en las que se transfect6 el siRNA control A Santa Cruz-fluorescein,
transcurridas 24 horas después de la inyeccién, las ratas fueron inyectadas letalmente con
tentobarbital. Una vez que se encontraron anestesiadas, sus extremidades fueron sujetas con agujas
sobre una tabla, y se realizé un corte en el pecho hasta visualizar el corazén. Se realizé un corte en
el ventriculo derecho y se introdujo una aguja redondeada por la que se estaba bombeando PBS 1X
(pH 7.4, temperatura ambiente). Esta aguja se empuj6 hasta introducirla en la arteria pulmonar, y
una vez ahi, se sujeto con una pinza. Inmediatamente se realiz6 un corte en la auricula izquierda. El
bombeo se mantuvo por 2 minutos, a una velocidad de 10 ml/minuto. Transcurrido ese tiempo, se
comenzo a bombear paratormaldehido al 4% en PBS 1X. El bombeo se realiz6 a la misma velocidad
por un lapso de 18 minutos. Transcurrido ese tiempo, la rata fue decapitada, y el cerebro extraido y
colocado en paraformaldehido al 4 %. Los cerebros se mantuvieron en paraformaldehido por 24
horas a 4° C. Posterior a ello, los cerebros se pasaron por PBS 1X dos veces. Después de ello, los
cerebros fueron crioprotegidos colocandolos en 30 ml de sacarosa al 30% preparada en PBS 1X. Se
mantuvieron en agitacién constante por dos dias a 4°C hasta que la sacarosa hubiera difundido
dentro de los cerebros (los cerebros se van al fondo del tubo en el que se colocan).

Entonces cada uno de los cerebros se colocé en un molde de aluminio, en donde se colocé tzssue tek
hasta que el cerebro quedara completamente sumergido. El cerebro se congel en este molde a -20°

Cy fue almacenado ahf hasta su uso.
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10.14 Visualizacion de fluoresceina en los cerebros de ratas

Los cerebros previamente fijados en paraformaldehido fueron rebanados en un criostato en

rebanadas de 20 Um a una temperatura entre -14 y -16 °C en la penumbra. La rebanadas fueron
colocadas en laminas recubiertas con gelatina y almacenadas a -20° C en la oscuridad.

Para observarlas al microscopio, las rebanadas fueron montadas en glicerol al 50% preparado en
PBS 1X. Inmediatamente se realiz6 la visualizacién en un microscopio de fluorescencia con ayuda

del programa Mercaptor.

10.15 Diseccion de regiones de cerebros de ratas

A partir de los cerebros almacenados a -80° C y con base a las coordenadas y referencias

anatémicas reportadas en el atlas de Palkovitz (i62), se disectaron mediante cortes manuales las
siguientes regiones: Septum, Hipocampo anterior e Hipocampo posterior. Cada uno de los tejidos

tue colocado en un tubo estéril de 1.5 ml y almacenado a -80° C hasta su posterior uso

10.16 Extraccion de RNA total

A partir de las células cosechadas, se extrajo RNA total siguiendo el método descrito previamente
(16s). Brevemente, se agregaron 400 Ul de solucién D por cada 250,000-400,000 células (4M
tiocinato de guanidina, 25 mM. citrato de sodio pH 7, 0.5 % sarcosil, 0.1 M B-mercaptoetanol), y se
raspé con el émbolo de una jeringa estéril. El raspado fue transferido a un tubo estéril de 1.5 ml, y
se mantuvo a 4°C. Se precipitaron sales y protefnas agregando 40 Ul de acetato de sodio (2M, pH
4), 400 Ul de fenol (pH 8) y 90 ul de cloroformo-isoamilalcohol (49:1), mezclando en el vortex

después de agregar cada reactivo. Las muestras se incubaron por 15 minutos a 4°C y se
centrifugaron a 14000 g por 17 minutos, a 4° C. Se recuperé la fase acuosa superior, y el RNA se
precipité con 450 Ul de isopropanol, mezclando en vortex e incubando 80 minutos en hielo seco
humedecido con etanol. Después de ese tiempo, las muestras se descongelaron a 4° C, y se llevé a

cabo una segunda centrifugacién a 14000 g, por 22 minutos a 4°C. Después de retirar el
sobrenadante, las pastillas se resuspendieron en una mezcla de isopropanol (800 ul)-solucién D

(300 ul) y se incubaron de 12 a 72 horas a —20°C. Posteriormente, las muestras se descongelaron a
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4°C, se mezclaron en vortex y se centrifugaron a 14000 g, por 22 minutos, a 4°C. Se desecharon
aproximadamente 550 Ul del sobrenadante, y la pastilla se centrifugo a 14000 g por 22 minutos a

4°C con 400 Ul de etanol al 70%. Todo el sobrenadante fue desechado, y los tubos permanecieron
invertidos de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente para eliminar el exceso de etanol de las
pastillas. Las pastillas fueron resuspendidas en agua estéril tridestilada tratada con
Dietilpirocarbonato (Agua con DEPC), y se tom6 una alicuota de 2 pl. Con la alicuota de 2 U, se
determiné la concentracién de RNA haciendo una dilucién 1:100, y leyendo la absorbancia a 260
nm (Biofotometro, Eppendorf). La concentracién se estimé de acuerdo a la siguiente férmula
TRNAT= absorbancia 260nm x 0.04 x factor de dilucién. La lectura de las muestras también se
llevé a cabo a 280 nm. La relacién 260/280 siempre tuvo que ser mayor a 1.5 para emplear las
muestras en la transcripcién reversa. De acuerdo a las lecturas obtenidas en el espectrofotémetro,
se tomé el volumen necesario para tener alicuotas de 1 g de RNA de cada una de las muestras,

que fueron congeladas inmediatamente a —80°C hasta su uso.

10.17 Electroforesis desnaturalizante para RNA

Para visualizar a las subunidades 18 S y 28 S ribosomales del RNA, se separaron por
electroforesis 2 Lg de RNA en un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes.
Para ello, en material esterilizado por calor y/o lavado con dodecil sulfato de sodio (SDS) al 1%, se
preparé un gel de agarosa al 1%, empleando como buffer MAE 1X , pH 7 (0.02 M MOPS, 5 mM
acetato de sodio y 1 mM de EDTA) . Una vez que el gel se encontraba a una temperatura cercana a

50 °C, se agregdé formaldehido al 37% (2.2% del volumen final del gel).

Todas las muestras se llevaron al mismo volumen final con agua tratada con DEPC. De
acuerdo con ese volumen final, se adicionaron cuatro volimenes de buffer de carga para RNA (ver
preparacién en apéndice). Las muestras se desnaturalizaron calentdndolas a 65°C por 5 minutos.
Posteriormente se incubaron 5 minutos a 4°C e inmediatamente se cargaron en los pozos del gel, y
se separaron a 100 V por 1 hora en buffer MAE 1X, pH 7, con recirculacién constante del buffer.

LLas muestras fueron visualizadas en un transiluminador de luz UV.
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10.18 Transcripcién Reversa

La transcripcién reversa (RT) se llevé a cabo de la manera previamente descrita (is),
empleando por 1 ug de RNA total (en 12 pl de H:O DEPC) los siguientes volimenes de reactivos:
8.9 ul de H:O DEPC, 6 Wl de Buffer 5X para RT (Invitrogen; 250mM Tris-HCI pH 8.4, 375 mM
KCl, 15nM MgCl,) , 3 ul de ditiotreitol (DTT , Invitrogen; 0.1M), 0.6 Ul de dN'TPs (Invitrogen; 10
mM) y 0.5 ul de transcriptasa reversa (RT M-MLV, Invitrogen; 200 unidades/pl). Brevemente, se
descongelaron las muestras de 1 ug de RNA a 4°C, se llevaron a un volumen de 12 Ul con H:O

DEPC'y se incubaron por 5 minutos a 65°C. Posteriormente, se incubaron por 5 minutos a 4°C y se
les agregaron todos los reactivos, contenidos ya en una mezcla de reaccién. Inmediatamente las
muestras se incubaron a 37°C por dos horas. E1 cDNA obtenido fue almacenado a —20°C hasta su

uso.

10.19 Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo empleando 2 o 3 il de cDNA
en un volumen final de reaccién de 25 U, con 17.5 0 16.5 il de HoO estéril, 2.5 pl de amortiguador
para PCR 10X (Biogénica; 100mM Tris-HCI pH 8.3, 500 mM KClI, gelatina 10pg/ml), 1.25 pl de
MgCl, 20 X (Brogénica; 30 mM), 0.5 il de oligonucleétido sentido, 0.5 il de oligonucleétido

antisentido y 0.25 Ul de amplificasa (Biogénica; 5 unidades/ ).

Se emplearon 2 Ul de cDNA para amplificar ciclofilina y G8PDH, y 3 ul de cDNA para amplificar
PPII¢, PPII* y TRH.

Los oligonucleétidos para amplificar el mRNA de ciclofilina de rata fueron los empleados
previamente  (65:  CycS:  5-GGGGAGAAAGGATTTGGCTA-3 y  CycAS:  5-
ACATGCTTGCCATCCAGCC-8’, a una concentracién de 50 pmol/pl. El producto generado es
de 256 pb. Las condiciones de la PCR para todos los casos fueron: 24 ciclos que consistieron en
95°C por 45 segundos de desnaturalizaciéon, 64°C por 30 segundos de alineamiento, y 72°C por 1

minuto de extensién, seguido de una extensién final de 72°C por 7 minutos.
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Para amplificar al mRNA de la PPIT* de rata, empleamos los oligonucleétidos empleados
previamente (ss, 144) PPII*up: 5-GTGCAGGCCTGATTGATGATG-3 y PPII*down: 5'-
GCAGTGTGTGCATTCACACAG-3', a una concentracién de 25 pmol/pl. El producto generado
es de 339 p.b. Las condiciones de la PCR para todos los casos fueron: 30 ciclos que consistieron
en 95° C por 45 segundos de desnaturalizacién, 64° C por 30 segundos de alineamiento, y 72° C por

1 minuto de extensién, seguido de una extensién final de 72° C por 7 minutos.

Para amplificar al mRNA de la PPII¢ de rata, empleamos los oligonucle6tidos empleados
previamente (144 PPIICup: 5 TCAATCAAACTGGCTACTTCA 3 vy PPII¢down: 5’
CCCTCCGTAGCTCTTCATGT 38 a una concentracién de 25 pmol/pl. EI producto generado es
de 899 p.b. Las condiciones de la PCR para todos los casos fueron: 30 ciclos que consistieron en
95° C por 45 segundos de desnaturalizacién, 62° C por 30 segundos de alineamiento, y 72° C por 1

minuto de extensién, seguido de una extensién final de 72° C por 7 minutos.

Para amplificar al mRNA del TRH de rata, empleamos los oligonucle6tidos empleados
previamente (160 TRHup: 5 CCCTGGATGGAGTCTGATGTS y TRHdown &
GACAGCTAGTGAAGGGAACAGG 8 a una concentracién de 25 pmol/ul. El producto
generado es de 356 p.b. Las condiciones de PCR para todos los casos fueron: 80 ciclos que
consistieron en 95° C por 45 segundos de desnaturalizacién, 64° C por 30 segundos de
alineamiento, y 72° C por 1 minuto de extensién, seguido de una extensién final de 72° C por 7

minutos.

Para amplificar s6lo al mRNA de la PPII® de humano, diseiamos los oligonucleétidos
hPPITup: 5-GCTGGGGAACATCAATCAAACT-3 'y hPPII%own: 5-
CTGAGTTCTTCATGTTGGTAGG -3 y los empleamos a una concentracién de 25 pmol/l.
El producto generado es de 408 p.b Determinamos las condiciones 6ptimas de amplificacién
realizando un gradiente de temperaturas desde 56 hasta 64°C en cDNA de células SK-N-MC
mantenidas 4 dfas en cultivo, y posteriormente amplificamos a 57 °C a 25, 27, 29, 32, 33 y 35 ciclos
en cDNA de células SK-N-MC mantenidas por 1 y 4 dfas en cultivo. Las condiciones de PCR que
determinamos adecuadas fueron: un paso inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 29 ciclos que

consistieron en 95° C por 45 segundos de desnaturalizacién, 57° C por 30 segundos de
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alineamiento, y 72° C por 1 minuto de extensién, seguido de una extensién final de 72° C por 7

minutos.

Para amplificar tnicamente al mRNA de la PPII* disefiamos los oligonucle6tidos
humanPPII*UP1:  5-GCTGGGGAACATCAATCAAA-3° 'y  humanPPII*DOWN:  5'-
CAGCTCTAGGGGTAAAGAAGAGG-3'. El producto generado es de 440 p.b. Determinamos las
condiciones 6ptimas de amplificacién realizando un gradiente de temperaturas desde 59 hasta 66 °C
en cDNA de células SK-N-MC mantenidas 4 dfas en cultivo, y posteriormente amplificamos a 61
°C a 25, 27, 29, 32, 33 y 35 ciclos en cDNA de células SK-N-MC mantenidas por 1 y 4 dfas en
cultivo. Las condiciones de PCR que determinamos como adecuadas fueron: un paso inicial de 95°C
por 5 minutos, seguido de 29 ciclos que consistieron en 95° C por 45 segundos de
desnaturalizacién, 61° C por 30 segundos de alineamiento, y 72° C por 1 minuto de extension,

seguido de una extensién final de 72° C por 7 minutos.

Para amplificar al mRNA de la Gliceraldehido-8 Fosfato deshidrogenasa (G8PDH) humana
empleamos un juego de oligonucledtidos cuyas secuencias fueron proporcionadas por el Dr.
Gustavo Pedraza: humanoG8PDHup: 5-TGAAGGTAGGAGTCAACGGATTTGGT-38" 'y
humanoG3PDHdown: 5'-CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC-3'. El producto generado es de
978 p.b. Para determinar las condiciones 6ptimas de amplificacién realizamos un gradiente de
temperaturas a 59, 60, 61 y 62 °C seguido de una amplificacién a 18, 20, 22 y 24 ciclos en cDNA de
células SK-N-MC mantenidas 2 dfas i vitro. Las condiciones de PCR que determinamos como
6ptimas fueron: un paso inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 20 ciclos que consistieron en 95°
C por 45 segundos de desnaturalizacién, 61° C por 30 segundos de alineamiento, y 72° C por 1

minuto de extensién, seguido de una extensién final de 72° C por 7 minutos.

10.20 Electroforesis para productos de PCR

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 2 %

empleando como buffer TBE 0.5X (0.045 M Tris-boratos y 0.001 M EDTA; pH 8). Paralelamente
se separaron 0.5 Ug de marcador de 100 p.b. (100 p.b. DNA ladder; New England Biolabs). Para
visualizar a los cDNAs de la PPII¢ (rata o humano), PPII* (rata o humano), TRH, y GSPDH

humana tomamos 10 Ul de los productos de PCR y los llevamos a un volumen de 12 Ul con buffer
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de carga para DNA 6X (1mM EDTA, 0.25% de Azul de bromofenol, 0.25% de Xileno cyanol, 30%
de Glicerol en agua). Para el caso de la ciclofilina o de la G3PDH de rata, tomamos 5 Ul de los
productos de PCR y los llevamos a un volumen de 12 ul con 5 il de agua y 2 ul de buffer de carga
para DNA.

Los productos de PCR separados en el gel, fueron tefiidos con bromuro de etidio (BrEt) y
visualizados en wun transiluminador de luz UV (FluorS-Biorad). La cuantificacién de la

concentraciéon de los productos se llevé a cabo usando el programa Multi-Analyst (Biorad).

10.21 Obtencion de membranas celulares

La obtencién de membranas se llevé a cabo a través del método previamente empleado con
algunas modificaciones (1¢7). Brevemente, este consistié en cosechar a las células y congelarlas a —
80°C. Las membranas se extrajeron empleando buffer fosfatos de sodio (50mM, pH 7.5; ver
apéndice) con PMSF a 0.3 UM, 0.1 mg/ml de DNAsa I, Pepstatina a 1 UM, Yodoacetamida a 1 mM
y MgCl, a 2.5 mM , usando un émbolo de jeringa de 1 ml para pozos de 15.6 mm o 3 ml para cajas
de 85 o 60 mm. Se rasparon 4 (5-8 DIV) u 8 pozos (1-4 DIV) de 15.6 mm (600,000 células por
pozo) por cada condicién, empleando por cada pozo 300 UL de buffer fostatos, o bien 1 ml para
600,000-1000000 células por caja de 35 mm, o 1500000-2000000 por caja de 60 mm. Sonicamos
por 3 segundos. Los lisados celulares se transfirieron a tubos de 3 ml, y entonces, se llevé a cabo

una centrifugacién a 125,000 g por 45 minutos a 4°C. Las pastillas fueron resuspendidas en 200-
250 Ul de buffer tostatos de sodio si se iban a emplear para realizar ensayos enzimdticos para la
PPII, o 50 ul de buffer tostatos de sodio con inhibidores de proteasas (PMSF a 0.3 uM, Pepstatina a
1 UM y Yodoacetamida a 1 mM) sf los extractos se iban a emplear para detectar la expresién de

proteinas por medio de Western blot.

Para el caso de la extraccién de membranas de las regiones del cerebro, empleamos bufter
tostatos de sodio con PMSF a 0.3 UM, Pepstatina a 1 UM y Yodoacetamida a 1 mM. Adicionamos
300 Ul a Septum e hipocampo anterior, y 400 Ul a corteza frontal e hipocampo posterior. Sonicamos
el tejido por 8 segundos. Centrifugamos a 17,000 g como se empled previamente (i10).

Resuspendimos las pastillas en 500-800 Wl de buffer tostatos de sodio.
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10.22 Ensayo para cuantificar proteina

Para cuantificar la protefna en membranas de células se empleo el método de Bradford (is).
Brevemente, este consistié en tomar 2-3 Ul de muestra, completar a 100 Ul con bufter fosfatos,
adicionar 700 Ul de agua estéril y agregar 200 Ul del reactivo de Bradford (Biorad Protein Assay,
Biorad). Se mezclaron todos los reactivos con vortex, y se dejaron reposando 10-20 minutos a
temperatura ambiente (25°C) para entonces leer en un espectrofotémetro a 280 nm (modelo
DU650, Beckman). Para poder calcular la concentracién de proteina, se realiz6 una curva patrén de

BSA desde 0 hasta 80 pg/pl.

10.23 Ensayo enzimatico para la piroglutamil peptidasa II

El ensayo para medir la actividad enzimdtica de la PPII fue modificado del empleado
previamente (se). Brevemente, este consistié en agregar en tubos de 0.6 ml, 5 il de bacitracina y N-
etilmaleimida (10 mM; ver preparacién en apéndice), 20 Ul de DAPIV (Dipeptidil Peptidasa IV; 2
miliunidades de enzima), el volumen de membranas suficiente para tener de 50 a 80 g de proteina,
llevando a un volumen final de 250 Ul con buffer tostatos de sodio. Se incubaron las muestras por 10
minutos a 87°C con agitacién suave para posteriormente agregar 10 ul de TRHB—naftilamida (10
mM). Incubamos las muestras por tres horas, y tomamos alicuotas de 50 [l de cada muestra a los
0, 60, 120 y 180 minutos (Ver figura 8). Para detener la reaccién en las alicuotas, se agregaron 50
ul de metanol absoluto a 4°C, y posteriormente el volumen se completo a 400 Ul con solucién 1:1
de buffer tostatos de sodio— metanol, mantenido a 4°C.

Las muestras se almacenaron a —20°C, por 12 - 72 horas, o bien, se mantuvieron a 4°C para
leer la fluorescencia unas horas después. Las muestras se descongelaron, y se centrifugaron a
13,800 g por 3 minutos a temperatura ambiente (modelo 5415, Eppendorf). Entonces se tomaron
350 Ul de los sobrenadantes, y se determiné la P-—naftilamida (BNA) liberada a 335 nm de
excitacién, y 410 nm de emisién en un espectrofluorémetro (modelo L5508, Perkin Elmer), leyendo
de manera paralela una curva patrén de 0 a 200 pmolas de P—naftilamida (ver preparacién en

apéndice).
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En este punto es importante mencionar que para determinar actividad en los cultivos
primarios hipotaldmicos, la cantidad minima de proteina a emplear es de 60 g, de manera que no
se corra el riesgo de estar en el limite minimo de deteccién de actividad de la PPII. Para el caso de
la linea SK-N-MC, la actividad de PPII es lo suficientemente alta como para emplear 50 ug de

proteina y no correr el riesgo de estar en el limite minimo de deteccién. De la misma manera, para

el caso de las regiones de cerebros de rata empleadas en este trabajo.
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Figura 8. Ensayo enzimatico para la PPIL. A. La base de este ensayo consiste en que la PPIIC hidroliza al TRH-
BNaftilamida (TRH-BNA: pGlu-His-Pro-BNA) en pGLU e His-Pro-BNA. Una vez que la PPIIC ha actuado, la DAPIV

corta entre Pro y PNA, y esta Gltima puede ser detectada entonces en un espectrofluorémetro. Ya que la enzima
Piroglutamil Peptidasa I (PPI) corta el mismo enlace que la PPII€, y la Prolil Endopeptidasa (PE) puede separar a la

BNA del TRH-BNA, se emplean inhibidores para estas enzimas (N-etilmaleimida para la PPI, y Bacitracina para la

PE). B. El ensayo comienza incubando las proteinas de membrana a 37 ° C en presencia de N-etilmaleimida, Bacitracina

y DAP-IV. Una vez transcurridos 10 minutos de incubacién, se agrega el TRH-BNA y se deja incubando en agitaciéon
suave a 37°C por 2 horas. Se toman alicuotas a los 0, 60, 90 y 120 minutos, deteniendo la reaccién en cada una de las

alicuotas con metanol absoluto. Se completa el volumen a 400 Ul con solucién 1:1 de buffer fosfatos y metanol. Se

cuantifican las picomolas de BNA en un espectrofluorémetro, se grafican contra el tiempo (minutos), y se obtiene la
pendiente de la recta. Se realiza un cociente de la pendiente entre la cantidad de protefna empleada (mg), y asi se

obtiene la actividad especifica de PPII, que se expresa como: picomolas de B-naftilamida/ minuto/mg de protefna.
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10.24 Western blot para detectar proteinas con cola de histidinas

Los extractos membranales para este ensayo se obtuvieron como se especifica en el apartado 9.21 a
partir de células SKNMC transfectadas por 48 horas con los vectores pCDNAS.1/HisA y
pCDNAS.1/HisA/PPII*.

La separacién de protefnas se realizé en un gel de acrilamida-bisacrilamida al 7 % (ver preparacién
en el apéndice). Para ello, todas las muestras (25 lg de membranas) se llevaron a un volumen final

de 20 Ul y se les adicioné 4 pl de buffer de carga 6X (ver preparaciéon en apéndice). Las muestras se
hirvieron 5 minutos y se mantuvieron a 4° C cinco minutos mds, para cargar inmediatamente en el
gel. La separacién de las muestras en el gel se llevé a cabo a 100 V empleando bufter de corrida
(50.07 mM Trizma, 380.08 mM Glicina, 6.93 mM SDS). Una vez concluida la corrida del gel, este
tue transferido a una membrana de PVDF (Inmobilion P) empleando bufter de transferencia (25.01
mM Trizma, 192.22 mM Glicina, 0.346 mM SDS y 20% metanol) a 0.2 Amp por 2 horas a
temperatura ambiente. Una vez detenida la transferencia, se tifi6 la membrana con rojo de Ponceau
(Ponceau S al 0.1 % en 4cido acético al 1%) y se destifié con agua destilada. La membrana se
bloque6 en TBS-T (20.406 mM Tris-HCl, pH 7.4; 149.99 mM NaCl, 0. 1 % Tween 20) con leche
descremada al 5% por 1 hora a temperatura ambiente. El anticuerpo anti-hististinas acoplado a
tfosfatasa alcalina (Sigma) se emple6 a una dilucién de 1:1000 en TBS-T con BSA al 3 %.
Posteriormente la membrana se lavé tres veces con TBS-T por 10 minutos. La membrana se

incub6 con los sustratos para la fosfatasa alcalina: 50 Wl de NBT (Nitro blue tetrazolium chloride) y

35 ul de BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) en 10 ml de buffer B (ver preparaciéon en

apéndice) en la oscuridad hasta que se revelaran las bandas.
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11. RESULTADOS

Parte 1.- Sobreexpresion de la PPII*

Para poderle atribuir una funcién a una molécula, dos ensayos que resultan esenciales son la
expresion y la eliminacién de esta. Previamente en nuestro grupo se postul6 a la PPII* de rata
como dominante negativa de la PPIIC, ya que al sobreexpresarla, se logré disminuir la actividad de
la PPII¢ de manera dependiente de dosis (ss). Sin embargo, al haberse realizado esos ensayos en
células que de manera endégena no expresan actividad de PPII (COS-7 y C6) (145), se consider6 que
el realizar estos ensayos en células que si lo hicieran, permitirfan aproximarse mas al papel

funcional de la PPII* en la naturaleza.

En el presente estudio, comenzamos trabajando con las células SK-N-MC, un neuroepiteloma
humano en el que previamente se habfa encontrado actividad de PPII (i69).

Empleando la misma estrategia que se utilizé previamente para amplificar a las formas PPII¢
y PPII* de rata (144), disefiamos dos juegos de oligos para amplificar a sus contrapartes en humano
(Figura 9 A). Logramos amplificar a ambas formas a partir del cDNA de las células SK-N-MC, y la
identidad de estos productos de PCR fue corroborada a través de un andlisis de secuenciacién. Al
realizar un gradiente de temperatura (Figuras 9 B y C) y amplificacién a diferente ntiimero de ciclos
(Figuras 9 D y E), determinamos que la temperatura de alineamiento éptima para amplificar a los
mRNAs de la PPIT* y PPIIC es de 61 ° C y 57 ° C respectivamente, en tanto que a 29 ciclos de

amplificacién, no hay saturacién, y se pueden detectar las sefiales de ambos mRNAs.

Ya que para todo ensayo de PCR, se requiere de un control interno de amplificacién, también
determinamos las condiciones éptimas de amplificaciéon para un juego de oligonucleétidos que
amplifican al mRNA de la G8PDH (Figura 10). Encontramos que en cDNA de las células SK-N-

MC, dichas condiciones son 61 ° C de temperatura de alineamiento y 20 ciclos de amplificacién.
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Figura 9. Determinacién de las condiciones para amplificar a los mRNAs de las PPII¢ y PPII* humanas. A. Se
disefiaron dos juegos de oligonucleétidos para amplificar a los mRNAs de la PPIIC y PPII*. Para amplificar al mRNA
de la PPIIC, el oligonucledtido antisentido hibrida con la unién de los exones 17 y 18, en tanto que para amplificar al
mRNA de la PPII*, el oligo antisentido hibrida cerca del inicio del intrén 17. B y C. Se realizaron gradientes de
temperatura de alineamiento (TA) para amplificar a los mRNAs de la PPII* y PPIIC, encontrandose para el primero,
una temperatura ideal de 61 ° C (B) y para el segundo, una temperatura ideal de 57 ° C (C). D y E. A las temperaturas
de alineamiento determinadas como ideales, se realizaron amplificaciones a diferente nimero de ciclos en cDNA de
células SK-N-MC mantenidas 1 y 4 dfas en cultivo (div). Lo que se encontrd, es que para ambos mRNAs no hay
saturacion y es posible detectar la sefial a 29 ciclos de amplificacién.

Las fotos y graficas mostradas son experimentos realizados una sola vez

Una vez determinadas dichas condiciones, mantuvimos a las células de 1 a 4 dfas en cultivo para
posteriormente determinar expresion de los mRNAs PPII¢ y PPII*, asi como actividad de PPII
(Figura 11). Lo que encontramos fue que las células presentan actividad de PPII a los 1 y 4 dfas de
cultivo, sin cambios significativos. Asimismo, encontramos que expresan a los mRNAs PPIIC y
PPIT* en niveles constantes durante los 4 dfas de cultivo, y que el mRNA de la PPII€ se expresa

siempre mucho més que el de la PPII* (p<0.01).
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Figura 10. Determinacién de las condiciones para amplificar al mRNA de la GS3PDH humana. Se realizé un
gradiente de temperatura de alineamiento (TA) y amplificacién a diferente niimero de ciclos, encontrandose que a 61 °
Cde TA y 20 ciclos de amplificacién es posible detectar la sefial sin saturacion.

La foto y grafica mostradas es un experimento realizado una sola vez
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Figura 11. Las células SK-N-MC son un sistema ideal para sobreexpresar a la PPII*. A y B. Se amplificaron los
mRNAs de la PPII€ y PPII* en células SK-N-MC mantenidas de 1 a 4 dfas en cultivo. Como control se amplifico al
mRNA de la G3PDH. A. Se muestra un gel representativo de los productos de PCR separados en un gel, asf como las
subunidades ribosomales 28 y 18 S. B. Se graficé la senal de los mRNAs de la PPII corregida con la sefial de la
G3PDH. Se observa que durante los 4 dias de cultivo, el mRNA de la PPIIC se expresa mas que el de la PPIT* (p<0.01;
n=3). C. Fotografia representativa de células SK-NM-C mantenidas por 4 dfas en cultivo D. Las células SK-N-MC
presentan niveles altos de actividad de PPII alos 1 y 4 dfas de cultivo.

Los resultados se presentan como la media de 3 experimentos independientes + SE.
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Procedimos a realizar los ensayos de sobreexpresiéon de la PPII*, y encontramos que ésta
tiene un efecto inhibidor sobre la actividad endégena de PPII (p<0.05) en esta linea celular (Figura
12B). Corroboramos que este efecto se debe a la sobreexpresiéon de la PPIT* pues detectamos su
sefial por Western blot empleando un anticuerpo anti-histidinas (Figura 12A). De manera paralela,
sobreexpresamos a los vectores pDs-red2-N1 (Figura 12 C) y pIREShrGFP en estas células,

encontrando una eficiencia de transfeccién del 87% (Figura 12 D).
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Figura 12. La sobreexpresion de la PPII* disminuye la actividad de la PPII en las células SK-N-MC.

A. Se sobreexpresé a la PPII* con una etiqueta de histidinas en las células SK-N-MC (pcDNA HisA/PPII¥), y con un
anticuerpo anti-histidinas se corrobord su expresion en extractos de estas células. Como control se emplearon extractos de
células en las que se sobreexpresé al vector vacio (pcDNA HisA). B. 24 horas post-trnsfeccion, la sobreexpresion de la
PPII* disminuy6 la actividad de la PPII ( ‘;f{p<0.05 pcDNA HisA/PPII* vs pcDNA HisA; pcDNA HisA/PPII* vs No
transfectadas). C. Fotografia representativa de las células SK-N-MC transfectadas con el vector pDsRed2-N1. D. Se estim6
una eficiencia de transfeccioén del 37.06% al pasar por el citémetro de flujo a las células SK-N-MC transfectadas con el vector
pIRES-hr-GFP.

Los resultados se presentan como la media de 3 experimentos independientes + SE.

Parte 2.- Interferencia con la expresion de la PPII*

Una vez que vimos que la sobreexpresién de la PPIT* fue capaz de regular negativamente la

actividad de la PPII en un contexto neuronal, quisimos ver si interfiriendo la expresién de la

PPII*, la actividad de la PPII aumentaba.
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Como contexto para realizar estos ensayos, escogimos al cultivo primario hipotalamico.
Esto por tres razones principales: 1) por la amplia experiencia que se tiene en nuestro grupo en
cuanto a su realizacién, 2) porque el hipotdlamo en desarrollo presenta actividad de PPII (140) y
expresion de los mRNAs de PPIIC y PPII* (170), y 3) porque previamente se ha demostrado que
resultados obtenido durante el desarrollo del cultivo reproducen lo observado iz vivo durante el
desarrollo del hipotdlamo (e.g. expresiéon del TRH) (164), lo que nos hizo pensar que este resultaria

un buen sistema.
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Figura 13. La expresion del mRNA de PPII* correlaciona de manera negativa con los cambios en la actividad
de la PPII en el cultivo hipotaldmico. A y B. Se amplific6 a los mRNAs de la PPIIC, PPII* y TRH en cDNA de
células primarias hipotalamicas mantenidas de 1 a 8 dfas en cultivo. Como control se amplificoé al mRNA de la
ciclofilina. A. Se muestra un gel representativo de los productos amplificados. B. Se muestra el cociente de la senal de la
PPII* entre la de la PPIIC. Dicho cociente disminuye a partir de los 6 dfas de cultivo (p<0.05; 2 dias vs. 6, 7 y 8 dias;
n=3). C. Fotografia representativa de las células hipotaldmicas mantenidas en cultivo. D. La actividad de la PPII
aumenta a los 5 y 8 dfas de cultivo (p<0.05; 2 dfas vs. 5 y 8 dfas; n=3).

Los resultados se presentan como la media de 3 experimentos independientes = SE.
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Lo primero que hicimos, fue realizar cinéticas en las que mantuvimos a las células de 1 a 8
dfas en cultivo, para determinar expresién de los mRNAs de PPII¢ y PPII*, asi como actividad de
PPII (Figura 13). Observamos que ambos mRNAs se expresan durante todo el tiempo del cultivo,
y con paralelismo en su expresién. Al determinar la relacién de expresiéon del mRNA de la PPIT*
respecto al de la PPIIC (¢cDNA PPII*/cDNA PPIIC), observamos que dicha relacién disminuye de
manera inversa al comportamiento de la actividad, mostrando los niveles mas bajos (p<0.05; 6, 7 y

8 dfas en cultivo) cuando la actividad es la mas alta (p<0.05; 5 y 8 dias en cultivo).

Como estrategia de interferencia, decidimos emplear RNAs de interferencia pequefios
(siRNAs). Para ello disefiamos en el algoritmo de Dharmacon dos siRNAs que estuvieran dirigidos
contra el segmento del intrén 14 que estd presente en el mRNA de la PPII* (ver ubicacién en

tigura 7).

Ya que los cultivos primarios neuronales son dificiles de transfectar, empleamos el iz para
transfectar cultivos primarios de neuronas de mamifero de 4maxa, kits con los que se sabe que se
obtiene una eficiencia de transfeccién mas alta que con otros sistemas de transfeccion.

Se determiné en nuestro grupo que el programa O-05 de Amaxa con el kit para transfectar
neuronas primarias de mamifero, es el mas eficiente para el cultivo hipotaldmico (>50%) y en el que
las células hipotaldmicas sufren menos dafo (171). Entonces transfectamos células con los dos
siRNAs para la PPII* 1280 nM (concentracién dentro del rango recomendado por Amaxa), y
determinamos los cambios en la expresién de los dos mRNAs a las 48 y 72 horas post-

transfeccion.

Lo que encontramos en un primer experimento es que la expresién del mRNA de la PPIT*
disminuyé en aproximadamente un 50% a las 48 y 72 horas (Figura 14).
Repetimos el ensayo de interferencia de la PPII* y cosechamos solo a las 72 horas. Como en el
primer experimento, observamos una disminucién en aproximadamente el 50% del mRNA de la
PPII*. Sin embargo, al determinar la expresién de los mRNAs de la PPII¢ y TRH observamos
disminuciones en el mismo grado que para el mRNA de la PPII*. Extrajimos membranas y
determinamos actividad enzimdtica de PPII. Cabe destacar que el rendimiento de protefna fue muy
bajo tanto para las células transfectadas con el NT-siRNA como para las transfectadas con los
PPII*-siRNAs respecto al que normalmente se obtiene de células hipotaldmicas en cultivo. Al

determinar actividad enzimdtica, ésta resulté muy baja en las células transfectadas con el NT-
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siRNA (2.6 pmolas BNA/min/mg proteina), e indetectable en las células transfectadas con los

PPIT*siRNAs.
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Figura 14. La transfeccién de siRNAs contra la PPII* a 1280 nM empleando Amaxa provoca la disminucién de
la expresion del mRNA de la PPII*, pero también la pérdida de la actividad de PPII. Se transfectaron los
siRNAs PPII*A y PPII* B en células primarias hipotalamicas a través del sistema Amaxa Se determinaron los efectos
sobre la expresion del mRNA de la PPII* y actividad de PPIIC. A. Se muestran los productos de PCR de dos
experimentos independientes separados por electroforesis en geles de agarosa Nétese que en el segundo experimento,
en donde se amplificaron también a los mRNAs del TRH y la PPIIC, la sefial de estos mRNAs disminuyé en el mismo
grado que el de la PPIT*. B. Se graficé la sefial del mRNA de la PPII* corregida con la sefial del mRNA de la ciclofilina
de los productos mostrados en A. Nétese que en ambos experimentos (separados por dos lineas sobre el eje de las x), la
expresion del mRNA de la PPIT* disminuyé en un 50% aproximadamente. C. Fotogratias representativas de las células
en cultivo a las 72 horas post-transfeccién. D. Se determiné la actividad de PPII a las 72 horas post-transfeccién. La
actividad de la PPII fue baja en las células transfectadas con el NT-siRNA pero result6 indetectable en las células

transfectadas con los los siRNAs contra la PPIT*.

Las fotos y graficas mostradas son experimentos realizados una sola vez
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Ya que habfamos obtenido un bajo rendimiento de proteina, efectos inespecificos sobre la
expresion de los mRNAs, y ademads, vimos una recuperacién lenta de las células transtectadas con
los siRNAs, supusimos que los efectos que habiamos visto se debian o bien al sistema de
transfecciéon, o a que la dosis de siRNAs empleada fue alta. Ya que contdbamos con pocos reactivos
para seguir transfectando células de esta manera, y que existen otros transfectantes con los que se
han introducido con éxito los siRNAs, tales como la Polietilenimina (153, 154) y la Lipofectamina (i7¢,
179) (esto altimo en neuronas primarias), decidimos probar suerte con estos transfectantes, pues

contidbamos con ellos en nuestro laboratorio.
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Figura 15. La expresion del mRNA de la PPII* disminuyé al transfectar al siRNA A con PEI, mas no al
transfectar al siRNA B. Se transfectaron los siRNAs A y B a las concentraciones de 6.1875 nM y 8.25 nM empleando
PEI y se determino la expresién del mRNA a los tiempos mostrados en la figura. A. Se muestran los productos de
PCR de la PPII* y ciclofilina separados en un gel de agarosa. B. Se grafic la sefial de la PPII* corregida con la sefial
de ciclofilina. Notese que en ambas concentraciones, se observa una disminucién del 20% de la expresién del mRNA de
la PPII* empleando el siRNA A.

Los datos que se muestran son dos experimentos independientes. Para el caso de 8.25 nM se muestra el promedio de los duplicados del
experimento. Como 100% para ambos experimentos, se consideré la expresién del mRNA de la PPII* en las células transfectadas con el NT-siRNA

a las 48 horas.
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De sumo interés para nosotros resulto que la Polietilenimina (PEI) estuviera siendo
reportada como agente de transfeccién, pues con este transtectante, nuestro grupo ha reportado
una eficiencia de transfeccién de DNA en células hipotaldmicas de hasta 17 % (151). Realizamos un
par de experimentos empleando este agente y los dos siRNAs contra la PPII* a 6.1875 y 8.25 nM
(Figura 15). Lo que observamos es que a las dos concentraciones empleadas, la expresién del
mRNA de la PPII* disminuyé al emplear el siRNA PPII*A mas no el siRNA PPII*B. Ya que
observamos que la expresién del mRNA de la PPII* en los controles (PEI o NT-siRNA) era muy
distinta a la expresiéon del mRNA de PPIT* en células no tratadas (datos no mostrados), decidimos

probar suerte con la Lipofectamina 2000.

Para realizar los experimentos con Lipofectamina 2000, decidimos trabajar también con los
siRNAs por separado. Sin embargo, por la limitada cantidad de células con las que contamos para
realizar estos experimentos, y que empleando PEI solo habfamos observado efecto con uno de los
siRNAs, nos enfocamos al siRNA A. Comenzamos trabajando con dosis cercanas al limite
recomendado (e.g., 100 nM): 66 y 100 nM, a las que observamos incrementos en la expresién del
mRNA de la PPII* empleando el NT-siRNA, e incrementos mayores al emplear el PPII*A-siRNA
(datos no mostrados). Mas atin, también observamos incrementos en grado similar en la expresién

de los mRNAs de la PPII¢ y TRH (datos no mostrados).

Decidimos trabajar con dosis mds bajas, y entonces realizamos experimentos a 8.25 nM,
16.5 nM y 33 nM. Empleando las dos concentraciones més bajas, encontramos eficiencias de
transfeccién muy bajas (<1%) y no encontramos efectos sobre la expresién de los mRNAs ni sobre

la actividad de la PPII¢ (datos no mostrados).

A la concentracién de 33 nM, obtuvimos una eficiencia de transfeccién del 12.84 % (Figura 16).
Concordante con una eficiencia de transteccién mas alta, observamos que tanto a las 24, como a las
48 horas, se observa una tendencia del mRNA de la PPII* a disminuir cuando se transfecta al
siRNA PPII*A. Asimismo, se observa que tanto a las 48 como a las 72 horas, la actividad de la
PPII tiende a aumentar cuando se transfecta al siRNA PPII*A. Sin embargo, ninguno de esos

efectos resulté ser significativo.
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Figura 16. La transfeccién del siRNA PPII*A tiende a disminuir la expresion del mRNA de la PPII* y a
aumentar la actividad de la PPII. Se transfecté al siRNA PPII*A A 33 nM en células primarias hipotaldmicas y se
monitoreo el efecto sobre la expresion del mRNA de la PPII* y actividad de PPII a las 24, 48 y 72 horas. De manera
paralela se transfecté un siRNA irrelevante con fluoresceina acoplada (NT-siRNA-fluoresceina) para determinar la
eficiencia de transfeccién por citometrfa de flujo. A. Gel representativo en el que se separaron los productos de PCR de
la PPII* y Ciclofilina (CIC). B. Se graficé la sefial de la PPII* corregida con la sefial de la Ciclofilina. N6tese que tanto
a las 24 como a las 48 horas la expresién de la PPII* tiende a disminuir cuando las células son transfectadas con el
siRNA PPII*A. C. Fotografia representativa de las células transfectadas con el NT-siRNA-fluoresceina a las 48 horas.
Arriba: campo claro, 40X. Abajo: Campo fluorescente, 40X. D. Grifica obtenida al pasar las células transfectadas con el
NT-siRNA-fluoresceina por el citémetro de flujo. Se detecté una eficiencia de transfeccién del 12.84%. E. La actividad
de la PPII tiende a aumentar a las 48 y 72 horas en células transfectadas con el sSiRNA PPII*A.

En las graficas se muestra el promedio de tres experimentos independientes + SE.

De manera paralela a la realizacién de los experimentos con Lipofectamina, surgié una
publicacién en la que se logré transfectar n wvivo en cerebros de ratas un siRNA contra la
Metalopeptidasa-9 (MMP-9), cuya expresién esta asociada con el aumento en la permeabilidad de
la barrera hematoencefilica y de edema cerebral observado después de la isquemia. De manera

interesante, ademds de lograr una buena transfeccién de los siRNAs y una disminucién de la
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expresion de la MMP-9, se consiguid el efecto terapettico observado: disminucién del edema

cerebral y de la permeabilidad de la barrera hematoencetélica después de la isquemia (i61).

Ya que el objetivo central de este proyecto es demostrar la funcionalidad de la PPII* iz vivo,
quisimos emplear la misma estrategia utilizada en la publicacién mencionada: la inyeccién
intracerebroventricular de los siRNAs envueltos en el agente transfectante liposomal de Santa
Cruz. Lo que encontramos es que la actividad de la PPII tiende a aumentar en el Hipocampo
anterior y el Septum, que son zonas cercanas a la inyeccién, mas no en el Hipocampo posterior, que
es una zona mas lejana. Sin embargo, los efectos no resultaron significativos (Figura 17). Asimismo
transfectamos un siRNA acoplado a fluoresceina (N T-siRNA-fluoresceina) de la misma manera; sin
embargo, al observar la fluorescencia al microscopio, observamos muchas zonas con
autofluorescencia, y solo algunos grupos de células en septum e hipocampo anterior en donde se
observaba mayor fluorescencia. No podemos concluir si no hubo una buena transfeccién, o si un

error técnico no nos permitié observar la fluorescencia.

>
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(pmolas BNA/min/mg de proteina)

Septum Hipocampo Hipocampo
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Figura 17. La transfeccion del siRNA PPII*A intracerebroventricularmente, tiende a incrementar la actividad
de la PPII en Septum e Hipocampo anterior, mas no en Hipocampo posterior. Se inyectaron 25 pmolas del
siRNA PPII*A a través de una cénula insertada en el ventriculo derecho de cerebros de rata macho. Las ratas fueron
sacrificadas 48 horas después y sus cerebros disectados. A. Se determiné la actividad de PPII en los Septums,
Hipocampos anteriores y posteriores disectados de los cerebros de ratas. Né6tese que la actividad de la PPII tiende a
aumentar en las regiones (Septum e Hipocampo anterior) cercanas a la inyeccién del siRNA PPII*A. Esta tendencia no
se observa en el Hipocampo posterior. B. Fotograffa de una zona del Hipocampo anterior de un cerebro en el que se
inyecté al NT-siRNA fluoresceina. C. Fotografia de una zona del Septum de un cerebro en el que se inyect6 al NT-
siRNA fluoresceina

En la grafica se muestra el promedio de actividad especifica de PPII en 4-6 ratas + SE.
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12. DISCUSION

Para el adecuado funcionamiento de los organismos, la célula genera proteinas que cumplen
con funciones como canales i6nicos, receptores, peptidasas, factores de transcripcién, entre otras. A
esas protefnas se les conoce como silvestres o funcionales. Sin embargo, para contrarrestar la
actividad de esas proteinas funcionales, muchas veces la célula recurre a la produccién de moléculas
que actien como dominantes negativas (ss-s7, 69-71). I.sas dominantes negativas son producto de
splicing alternativo o de mutaciones en el gen. El balance en la expresién entre las moléculas
tuncionales y las dominantes negativas es de suma importancia en los niveles de actividad que
habrd de la protefna funcional durante el desarrollo de los organismos (s7), o en el desarrollo de
enfermedades (s1,s0). Asi por ejemplo, en el caso de la deficiencia de la hormona de crecimiento de
tipo II (IGHDII), se ha propuesto que la intensidad con que se manifiesta dicha deficiencia (e.g. el
dafio en la glandula pituitaria) estd relacionada con los niveles de expresién de la forma dominante
negativa de la hormona de crecimiento (;74). Asf también, se ha asociado a algunos tipos de cancer
humano, la expresién de moléculas truncadas de p73 que actian como dominantes negativas de
Tap73 y p53, dos moléculas reguladoras del ciclo celular (175). Se ha observado que la expresiéon de
estas moléculas truncadas induce la supervivencia celular atin en respuesta a drogas anti-tumorales

(176)-

Para el caso del gen de la PPII, hasta el momento se han identificado dos isoformas (117 y
145 kDa). La forma de 145 kDa es la forma completa (PPII¢) y es la encargada de inactivar al TRH
en el espacio extracelular (107), e incluso a la acciéon de la PPIIC se le ha atribuido el que los efectos
terapéuticos del TRH sean transitorios y de duracién corta (177. Por otro lado, la contraparte
truncada de la PPII¢: la PPII* (117 kDa), ha sido postulada como una dominante negativa de la
PPIIC 119y y por lo tanto, como un posible potenciador de los efectos del TRH. Sin embargo, previo
al presente estudio, pocas eran las evidencias que apuntaban a que la PPII* desempefiara ese papel

n vivo.
El objetivo del presente estudio fue aportar evidencias que apoyaran el papel propuesto de

la PPII*. Para ello, nos centramos en dos ensayos que son esenciales para poderle atribuir una

tuncién a una molécula: la sobreexpresién y la disminucién de la expresién (siRNA). Para esto
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escogimos dos tipos de células con fenotipos neuronales que expresan de manera endégena a los

mRNAs PPII¢ y PPII*, asi como actividad de PPII.

El ensayo de la sobreexpresiéon de la PPII* en células SK-NM-C disminuyé en un grado
importante la actividad endégena de la PPII, indicando que la PPII* es capaz de regular de manera
negativa la actividad de la PPII en un contexto neuronal. Un segundo contexto neuronal con el
que trabajamos fue el cultivo primario hipotaldmico, en dénde realizamos cinéticas de cultivos de 1-
8 dfas, asi como ensayos de RNA de interferencia. De manera sumamente interesante, los
resultados de las cinéticas fueron muy similares a lo que obtuvimos previamente durante el
desarrollo del SNC de la rata (144), que la actividad enzimdtica correlaciona de manera negativa con
la expresién de la PPII*, y que es el balance en la expresiéon (PPII*/PPIIC) lo que parece ser
determinante en la actividad enzimatica de la PPII. Multiples ejemplos existen que apoyan el
balance en la expresién de dos isoformas en la determinacién de una funcién (176, 17s-1s0). Un ejemplo
lo constituyen las formas larga y corta de How, dos moléculas con funciones antagénicas, cuya
expresion es regulada durante el desarrollo (179), de manera que el balance en la expresién de estas
formas resulta determinante en los niveles de expresién del factor de transcripcién Stripe, y

consecuentemente, en la diferenciaciéon adecuada de las células del tendén en D.melanogaster (179, 150).

Estos resultados nos parecieron muy prometedores, pues como en los resultados n vivo en
el SNC (144), parece que durante el desarrollo del cultivo hipotaldmico, la PPII* también juega un
papel importante en la regulacién de la actividad de la PPII. Més adn, esta reproduccién de los
resultados obtenidos iz vivo, valida al cultivo primario como un excelente sistema para poder
realizar ensayos de RNA de interferencia de la PPII*, y potencialmente, extrapolar los resultados

obtenidos a un contexto n vivo.

Es bien sabido que los cultivos primarios neuronales son dificiles de transfectar, y en el caso
del cultivo hipotaldmico, la eficiencia més alta de transfeccién empleando DNA plasmidico ha sido
del 17% empleando Polietilenimina (151). Por ello, comenzamos trabajando con otro sistema, que ha
resultado exitoso en la transfeccién de células dificiles de transfectar, Amaxa. Empleando este
sistema logramos transfectar a las células en més de un 50 % y disminuir la expresién del mRNA
de la PPII* en méas de un 50% en dos experimentos independientes; sin embargo, al determinar la
actividad enzimadtica, esta resulté indetectable. Este efecto no esperado lo atribuimos a que la

transfeccion de los siRNAs con este sistema tuvo efectos sobre la viabilidad celular, pues la

64



cantidad de proteina obtenida en estos cultivos fue muy pobre, comparada con lo que normalmente
obtenemos de células mantenidas en cultivo por un ntimero similar de dfas. Ademads, al menos en
uno de los experimentos observamos una disminucién de los mRNAs de PPII¢ y TRH en el mismo
grado que la observada para el mRNA de la PPII*, lo cual podrfa indicar efectos inespecificos.
Estos efectos podrfan atribuirse a un sistema no adecuado de transfeccién o dosis inadecuada de
siRNAs. Desconocemos si el sistema de transfeccién por sf solo tiene algtin efecto no deseado sobre
la viabilidad en este tipo de células. Para saberlo, hubiéramos requerido de incluir otro control, uno
en el que se les diera el choque a las células en presencia del buffer, pero que no se les transfectara
ningtn siRNA, y los resultados de ese control, compararlos contra células a las que no se les diera
ese choque. En cuanto a la dosis, empleamos dosis dentro del rango recomendado por el Amaxa, sin
embargo, un ntimero considerable de reportes han evidenciado efectos inespecificos de los siRNAs,
atn cuando se empleen las dosis recomendadas por el fabricante (151, 1s2). Una alternativa es probar
dosis menores de siRNAs. Poco es lo que se puede concluir de estos experimentos realizados con el
sistema Amaxa, y es evidente que habrfa que reconsiderar las condiciones y dosis de transfeccién
antes de continuar trabajando con este sistema, incluyendo los controles arriba sugeridos. Sin
embargo, en base a estos experimentos, es evidente que el sistema Amaxa repercute en la viabilidad
de las células hipotaldmicas primarias por lo que decidimos probar otros transfectantes
(Polietilenimina y la Lipofectamina 2000) los cuales han sido descritos como utiles para transfectar

siRNAs en células neuronales (157, 155, 172, 173).

En experimentos preliminares utilizando la Polietilenimina como transfectante observamos
una disminucién en la expresiéon del mRNA de la PPII* al transfectar uno de los siRNAs (siRNA
A), por lo cual nos enfocamos al siRNA A. Con la Lipofectamina 2000, usando un siRNA
tfluorescente a una concentracién de 33 nM, obtuvimos una eficiencia de transfeccién del 12% y
usando un control de siRNA a la misma concentracién, observamos efectos minimos sobre la
expresion del mRNA de la PPII* o la actividad de la PPII. Sin embargo, a pesar de que la
interferencia de la PPII* con el siRNA A resulté en una tendencia a disminuir los niveles del
mRNA de la PPII* asi como a aumentar la actividad de la PPII, estos efectos no fueron
significativos. Pensamos que la baja eficiencia de transfeccién fue la causa de que los efectos no
hayan sido lo suficientemente fuertes para ser significativos (1ss). Varias alternativas podrian ayudar
a mejorar esa evaluacién. Por ejemplo, cotransfectar a los cultivos primarios hipotalamicos con un

siRNA fluorescente, o tener al siRNA de la PPII* con un fluoréforo acoplado. Lo anterior nos
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permitiria separar a las células transfectadas por citometria de flujo, y sélo en esas células evaluar
el efecto de la inhibicién de la expresién de la PPII*. Aunque esa puede ser una estrategia ttil (1s3),
en nuestro caso nos vemos limitados por la cantidad de células que podemos obtener de los
embriones de una o dos ratas gestantes (e.g. 20 x 106 células), que es el nimero de ratas con el que
podemos contar el dfa de realizacién de cultivo, y la alta cantidad de células que se requiere para
poder obtener una buena cantidad de proteina que permita realizar el ensayo enzimatico (e.g. 1 x
106 células; 50 lg de proteina). Es evidente que para poder evaluar el efecto de la interferencia en
la expresiéon de la PPII*, requerimos de encontrar un método de transfeccién que permita
transfectar con una alta eficiencia a las células hipotaldmicas y que sea poco téxico, como por

ejemplo, el péptido Penetratin-1(1s9) 0 un lentivirus (1g0).

Ya que el objetivo central de este proyecto es demostrar la funcionalidad de la PPII* iz vivo,
y que en paralelo a la realizacién de este trabajo, surgié una publicacién prometedora, en la que
empleando el transfectante de Santa Cruz, lograron la interferencia con una eficiencia de
transfeccién alta en el cerebro (161), quisimos probar con el siRNA A contra la PPII* empleando la
misma estrategia experimental. Lo que observamos fue que al inyectar en el ventriculo derecho de
cerebros de ratas adultas al siRNA A, la actividad de la PPII tiende a aumentar en el Hipocampo
anterior y el Septum, més no en el Hipocampo posterior. Sin embargo, los efectos en estos casos
tampoco son significativos. Al evaluar la eficiencia de transfeccién en cerebros de ratas en las que
se inyecté a un siRNA control con un fluoréforo acoplado, se observé mucha autofluorescencia, lo
cual dificulté la evaluacién de la eficiencia de transfeccién, aunque se observaron poblaciones de
células mas fluorescentes que la autofluorescencia en el Hipocampo anterior y el Septum.

El hecho de que hayamos observado las tendencias esperadas en las zonas cercanas a la
inyeccién del siRNA y en donde observamos subpoblaciones de células fluorescentes, y no en una
zona mas lejana a la inyeccién, como lo es el hipocampo posterior, nos hace suponer que quizé si
hubo transfeccién de los siRNAs y eso provocé que la actividad de la PPII tendiera a aumentar en
estas regiones. Sin embargo, ya que no tenemos una idea muy clara de que tan eficiente se
transfectaron las células, caben dos posibilidades. Una de ellas es que la eficiencia de transfeccién
haya sido baja para lograr un efecto significativo. La otra posibilidad es que en efecto los siRNAs si
se estén transfectando con una eficiencia similar a la reportada empleando la misma estrategia (161),
pero dado que el siRNA A no cumple con las propiedades de un siRNA eficiente (1s4), €l efecto no

resulta lo suficientemente fuerte para ser significativo. Asi por ejemplo, carece de una U en la
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posicién 10 y una G o C en la posicién 11, propiedades que se han descrito como importantes para
la funcionalidad de los siRNAs (154, 1s5) y que estdn relacionadas con el sitio de corte de RISC en el
mRNA blanco (is6, 1s7. Una solucién cuando se tienen siRNAs no muy eficientes, es transfectar
varios siRNAs juntos (1ss). En nuestro caso, contamos con dos siRNAs contra la PPII* que
presentan un porcentaje similar de deficiencias en su secuencia, pero que quiza podrian resultar
mas eficientes si se transfectaran juntos. En este punto, resulta importante destacar que contamos
con una regién limitada en la que se pueden diseflar siRNAs contra la PPII* (e.g. los primeros 87
nucleétidos del intrén 14) y estos dos siRNAs con los que contamos son los que presentaron un
porcentaje mayor de propiedades adecuadas para funcionar como tales. Incluso, resulta también
importante destacar, que el disefio de siRNAs solo fue posible en el algoritmo de Dharmacon, pues
en otros algoritmos como el de Ambion o Invitrogen, esta regién resulté inadecuada para el disefio
de siRNAs. Por ello, antes de continuar realizando experimentos, resultard importante determinar
si estos siRNAs son capaces de disminuir la sefial de la PPII*. Para tal fin, actualmente en nuestro
grupo se estdn realizando experimentos en los que se transfectan a los siRNAs contra la PPII* en
células 293-T en las que se sobreexpresa a la PPII*. En extractos de estas células se determinara

por ensayos de Western blot (con un anti-histidinas) si hay disminucién en la sefial de la PPIT*.

En resumen, podemos concluir que nuestros datos apoyan el papel de la PPII* como
regulador negativo de la actividad de PPII en un contexto neuronal. Sin embargo, las limitaciones
técnicas que tuvimos para transfectar los siRNAs en las neuronas de rata, nos impidieron obtener
resultados concluyentes. De esto, lo que resulta claro, es que antes de continuar realizando
experimentos en células neuronales, es necesario identificar sistemas y condiciones de transfeccién
que aseguren la introduccién de los siRNAs a las células. Y aunque lo observado en este estudio no
es una demostracién n vivo del papel de la PPII* como dominante negativa de la PPIIC, es un
antecedente relevante para posteriores demostraciones i vivo, tales como la generacién de un
ratén transgénico en el que se sobreexprese a la PPII* bajo un promotor neuronal o bien, un ratén

nulo para la expresién tejido especifica de la PPII*.
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13. RESUMEN DE RESULTADOS

v Las células SK-N-MC tienen una mayor expresién del mRNA de la PPIIC respecto al de la
PPIT*.

v La sobreexpresiéon de la PPII* regula negativamente la actividad de la PPII en cultivos de

las células SK-N-MC

v En cultivos primarios hipotaldmicos mantenidos en cultivo de 1 a 8 dfas, el aumento en la

actividad de la PPII correlaciona con una menor expresién del mRNA de la PPIT* respecto al de

la PPIIC.

v La interferencia de la expresién de la PPII* en cultivos primarios hipotaldmicos tiende a

disminuir la expresién del mRNA de la PPII* y a aumentar la actividad de la PPII.
v La interferencia de la expresiéon de la PPII* empleando siRNA inyectado

intracerebroventricularmente tiende a aumentar la actividad de la PPII en el Hipocampo anterior

y el Septum
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14. CONCLUSIONES

v En conjunto, nuestros datos apuntan a que la PPII* actia como un regulador negativo de la
actividad de la PPII iz vivo (e.g. como una dominante negativa de la PPII¢) y constituyen un
antecedente relevante para posteriores demostraciones in vivo (e.g., un ratén transgénico en el

que se sobreexprese a la PPII* o uno en el que se encuentre apagada la expresién de esta)

v Es indispensable encontrar una estrategia de transfeccién que permita una eficiencia alta y
que no sea toxica para los cultivos primarios hipotaldmicos, asi como asegurarse de que la
estrategia empleada para inyectar a los siRNAs en el cerebro de las ratas sea eficiente, para poder

obtener resultados concluyentes.
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15. PERSPECTIVAS

v Transfectar en células primarias hipotaldmicas Gnicamente al siRNA B y/o a los siRNAs A

y B para la PPIT* juntos a 33 nM empleando Lipofectamina 2000.

v Probar otros métodos de transteccién para las células primarias hipotalamicas que tengan
una mayor eficiencia y menores efectos téxicos que los empleados en este estudio como el péptido

Penetatrin-1 o un Lentivirus.

v Inyectar Unicamente al siRNA B y/o a los siRNAs A y B para la PPII* juntos

intracerebroventricularmente en cerebros de rata
v Determinar si la interferencia de la PPII* potencia los efectos de la PPII¢ en un paradigma

en el que se sepa que el TRH puede tener efectos terapéuticos, como la disminucién del tiempo de

narcosis provocada por el etanol.

70



16 APENDICE

I. VECTORES DE EXPRESION

A) Sobre los vectores para expresar a la PPII¢ y PPIT*

En 1994, se cloné la secuencia de la PPII, a la que nosotros llamamos PPIIC. La
secuencia fue de 6000 pares de bases y se reporté en: Schauder, B., Schomburg,L.,
Kohrle,J. & Bauer, K. 1994. Cloning of a cDNA encoding an ectoenzyme that degrades
thyrotropin releasing hormone. Proccedings of the National Academy of Sciences. 91: 9534~
9538

La regién del marco abierto de lectura, que va del nucleétido 73 al 3173 se cloné en el
vector pcDNA 3.1 His A (Invitrogen; ver figura en la siguiente pdgina) adicionando un sitio
Not-Idel lado 5’ y un sitio Xba-I del lado 3" El fragmento clonado es de 3090 p.b.

Realizando un mapa de restriccién de esta secuencia en el programa CCL Workbench,
ademds encontramos que el cDNA de la PPII® no presenta sitios de restricciéon para las

enzimas Asp7181, Kpn-I, Apa-1y Xho-1.

Al realizar la clonacion arriba descrita (e.g. con Not-1 y Xba-I), ademds se clon6 otro cDNA
de 3173 p.b., idéntico en toda la secuencia a la de la PPHC, excepto en la unién de los
exones 14 y 15, en donde presenta insertos 87 nucleétidos correspondientes a los primeros
nucledtidos del intrén 14. La descripcion de esta clona estd reportada en: Chavez-Gutierrez,
L., Bourdais,J., Aranda, G., Vargas, M.A., Matta-Camacho, E., Ducancel, F., Segovia, L.,
Joseph-Bravo, P. & Charli, J. 2005. A truncated isoform of pyroglutamyl aminopeptidase 11
produced by exon extension has dominant-negative activity. Journal of Neurochemistry.
92: 807-817.

Realizando un mapa de restriccién de esta secuencia en el programa CCL Workbench,
ademds encontramos que el cDNA de la PPIT* no presenta sitios de restriccién para las
enzimas Asp7181, Kpn-I, Apa-I'y Xho-1. También es importante mencionar, que a lado del

sitio Xba-I, hay un sitio adicional para Not-1.
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Vector de expresion pcDNA 3.1 HisA de Invitrogen.
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B) Sobre los vectores para expresar genes reporteros

oUC oriy rP CMY
MCS
3x FLA
/
IRES
pIRES-hrGFP-1a
cxmpicillinI 50kb
LOXPK “hrGFP

1

il e

SV40 pA

pIRES-hrGFP-1a Multiple Cloning Site Region

(sequence shown 651-727)
St
Sacl® sac 11 Not I ‘ Smelftmol  BamHl  EcoR
GA GCT CCA CCG CGG TGG CGG CCG CTC TAG CCC GGG CGG ATC CGA ATT C ...

STOP*

Sph Sal | Ehe | start of FLAG ta

|
...GC ATG CGT CGA CTC GAG GAC TAC AAG GAT

Vector de expresion pIRES-hrGFP-1a de Invitrogen.

MCS
591-671)

Stuliimz
HS“'"‘ DsRed2

A pDsRed2-N1
47 kb

Not1358)

Kan'/ .
Neo'  svap ori f1

Stul
{2535]

501 601 61 621 631 641

E1‘ CTA GCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG AC

Nhel Ecod7 Il Bgill  Xhol Hind 1N EcoR1 Sall
Sacl Acc|
Sf] SE' SZW DsRed?
G GTACCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GCC
Kpnl \  Apal BamHl Agel
AspTigl |\ Xmal
Sac Smal

Vector de expresion pDsRed2-N1 de Stratagene
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IL. Preparacion de algunas de las soluciones empleadas en este estudio

GEL DESNATURALIZANTE PARA RNA

Buffer de carga para RNA

Para 4 ml
55 % de formamida desionizada 2.2 ml
8 % de formaldehido al 37 % 0.8
5 % de MAE 10X 0.5
4% de glicerol al 80 % 0.4
1% de azul de bromofenol al 2% 0.1

0.1 % de bromuro de etidio

12 ml
6.6
2.4
1.5
1.2
0.3

Se almacena a —20 °C para emplearse en un plazo maximo de 3 meses.

WESTERN BLOT

Resolving gel buffer Stacking gel buffer

100 ml 100 ml
Tris-base 18.17 g Tris-base 6.055 g
SDS 04g SDS 04g
pH= 8.9 pH= 6.8

Filtrar y almacenar a 4°C

Persulfato de amonio 10% (APS)

0.1 gen 1 ml de agua.
*Preparar justo antes o unas horas antes
de ocuparlo.

Buffer de carga con SDS

10 ml 6X
4X Tris/SDS pH 6.8 7 ml
Glicerol 8 ml
SDS lg
B-mercaptoetanol o DTT 1.2mlo00.93 g
Azul de bromofenol > 10 mg

*Si se afiade el B-mercaptoetanol, se almacena a -20°C.
Sino, a temperatura ambiente, y entonces, al momento

de usarlo se agregan 6 pl de B-mercaptoetanol por cada 50 pl.

Filtrar y almacenar a 4°C

Acrilamida al 40%

100 ml
Acrilamida 389 ¢
Bisacrilamida 1.1 g

Filtrar y almacenar a 4°C
protegida de la luz.

Buffer B

100 mM Tris HCl; pH 9.5
100 mM NaCl
5 mM MgCl2

4X Tris/SDS pH 6.8

100 ml
Tris base 6.05 g
SDS 0.4 g

Disolver en 40 ml, ajustar pH con HCI 1M,

aforar a 100 ml y filtrar con 0.45 pm.
Almacenar a 4° C



Preparacién del gel de acrilamida/bisacrilamida

1) Alinear con etanol los peines y separadores a emplear, para constatar que sean del
mismo grosor. Limpiarlos con etanol

2) Limpiar perfectamente los vidrios con etanol justo antes de ensamblarlos en el molde.
3) Ensamblar los vidrios con los separadores en el molde. Verter agua bidestilada con una
piceta dentro del molde formado con los vidrios, para verificar que los vidrios estén
perfectamente ensamblados y no vaya a haber derrames de acrilamida. Retirar el agua, e

introducir un pedazo de papel filtro limpio para quitar el exceso de agua.

4) Poner el peine limpio dentro de los vidrios, y pintar una marca un centimetro debajo del
tinal del peine.

5) Preparar el Resolving gel de acuerdo al porcentaje deseado:

Para 2 geles de 1.5 mm:

7% 8% 10% 12% 12.5 % 15%
Agua (ml) 11.68 11.17 10.15 9.13 8.88 5.2
Resolving buffer (ml)  5.12 5.12 5.12 5.12 5.12 5.12
Acrilamida (ml) 3.55 4.06 5.12 6.10 6.35 7.62
APS 10% (ml) 117.18 117.18 117.18 117.18 117.18 117.18
TEMED (ml) 8.75 8.75 8.75 8.75 8.75 8.75

6) Verter inmediatamente la mezcla dentro de los vidrios, hasta la marca mencionada en el
inciso 4. Colocar unas gotas de agua por encima del gel. Dejar polimerizar
(aproximadamente 30 minutos).

7) Preparar el stacking gel:

Para 2 geles de 1.5 mm (justo):

Agua (ml) 5.2
Resolving buffer (ml) 2

Acrilamida (ml) 0.8
APS 10% (ul) 150
TEMED (ul) 5.6

8) Verter inmediatamente la mezcla dentro de los vidrios hasta el tope. Colocar
inmediatamente los peines. Dejar polimerizar (aproximadamente 30 minutos).
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Preparacion de las muestras

1) Emplear de 20 a 50 ug de proteina, llevando todas las muestras a 20 QI
2) Agregar 4 Ul del buffer de carga con SDS.

3) Centrifugar 3 segundos a 13,000 rpm en una centrifuga de mesa

4) Colocar las muestras en agua hirviendo por 5 minutos

5) Colocar las muestras en hielo por 5 minutos.

6) Cargar inmediatamente en el gel o almacenar a -20°C hasta hacerlo.

ENSAYO ENZIMATICO PARA LA PPII

Inhibidores Bacitracina / N-etilmaleimida 10 mM

En 10 ml de bufter fostatos 50 Mm, pH 7.5, se adicionan 0.1422 g de Bacitracina y 0.0125

g de N-etilmaleimida. Se mezclan bajo agitacién constante. Se hacen alicuotas de 120 ul de
los inhibidores y se congelan de inmediato hasta su uso en el ensayo enzimaético.

* Una vez descongelados, s6lo se pueden usar por 8-4 horas a temperatura ambiente, pues

son inestables preparados en solucién.
*No se pueden volver a congelar.

B-Naftilamida

La B-Naftilamida se disuelve en metanol a una concentracién de 102 M.

*La preparacion se realiza en la oscuridad, y no se necesita de emplear agitacién
magnética. Con invertir el tubo en el que se prepare la solucién, basta.
*La solucién se almacena en la oscuridad, y cuando se va a realizar una curva patrén, se

toman 10 U, y se realiza una disolucién a 10* M, y luego una disolucién a 10> M
Con la solucién a 10 M se realiza la curva patrén:

0 pmolas = 400 ml bufter fosfatos: metanol (1:1)

50 pmolas = 5 ml bNA 10 M + 395 ml buffer fosfatos: metanol (1:1)

100 pmolas =10 ml bNA 10 M + 390 ml bufter fosfatos: metanol (1:1)
200 pmolas = 20 ml bNA 10° M + 380 ml bufter fosfatos: metanol (1:1)
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CRECIMIENTO DE BACTERIAS TRANSFORMADAS
Medio LB

Bacto Triptona 10g

Bacto yeast extract 5 g

NaCl 10g

Ajustar el pH a 7 con NaOH y completar a 1L
Esterilizar por autoclave
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