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1. Resumen.

En el cuerpo humano el calcio actia como segundo mensajero en varias vias de
sefalizacion en distintas células. Este ion es responsable de un gran numero de
acontecimientos celulares, entre los cuales destacan el crecimiento celular y la
organizacion del citoesqueleto. El calcio ademas regula a las proteinas cinasas

dependientes de calcio calmodulina, a las cuales pertenece CaMKII.

La proteina cinasa dependiente de Ca?*/ Calmodulina Il es una cinasa de serinas y
treoninas multifuncional, caracterizada por ser codificada por cuatro genes
diferentes (a, B, 0 y y), generando asi 28 isoformas de la proteina, las cuales estan
expresadas de manera diferencial y distribuidas en distintos tejidos del cuerpo

humano.

De estas isoformas, las mas estudiadas son las que se expresan en el cerebro (a
y B), seguida por la isoforma & que se expresa en el corazén. Sin embargo la

isoforma y ha sido poco estudiada.

Recientemente se ha encontrado evidencia de que CaMKII se expresa en altos
niveles en varios tipos de cancer como pulmén, mama, prostata y cancer de colon,
entre otros. Esto implica a todas las isoformas de CaMKII, sin embargo también se
ha demostrado que especificamente CaMKIly tiene un papel fundamental en este
padecimiento. Por lo que es importante profundizar en el estudio especifico de esta
isoforma (y) y la relacién que tiene esta proteina con distintas vias de sefializacion

gue la ubican como un elemento importante en la biologia del cancer.

Para ello es importante contar con las herramientas necesarias para su estudio.
Este trabajo se enfoco en la construccion de proteina CaMKIly fusionada a una
construccion de un vector de expresion eucarionte, que contiene el gen que codifica
para una bandera de GFP en el extremo amino terminal por medio de técnicas de
biologia molecular. Esta herramienta ayudara a visualizar la distribucién de CaMKIly

en lineas celulares transformadas, asi como su localizacién en la celular.



1. INTRODUCCION

1.1 Proteina cinasa dependiente de Ca2+/calmodulina Il (CaMKIlI)

La familia de las CaM-cinasas esta compuesta por cinasas que fosforilan residuos
de serina o treonina en sus sustratos. Esta familia se divide en CaM-cinasas
especificas de sustrato y CaM-cinasas multifuncionales, a las cuales pertenece
CaMKIl (Figura 1) (Swulius M.T, 2008).

La proteina cinasa dependiente de calcio/calmodulina Il (CaMKIl) es un complejo
multimerico formado por 12 a 14 subunidades. (Erickson, J.R, 2014)

Atypical Protein Kinases
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Figura 1. Kinoma humano y familias que lo conforman. Se han identificado mas de

90 tirosina cinasas en el kinoma humano, de las cuales 38 son citoplasmaticas y se
encuentran divididas en 10 subfamilias, 58 son tirosina cinasas receptoras, que estan 1
divididas en 20 subfamilias. (Tomado de Lacal J. 2006)



1.2 Estructuray activacion de CaMKII

Cada una de las subunidades tiene un dominio catalitico en el extremo amino-
terminal, seguido de un dominio de regulacion que se sobrelapa con un dominio de
unién a calcio/calmodulina y finalmente un dominio de asociacion en el extremo
carboxilo-terminal que es responsable de la multimerizacion (Figura 2) (Erickson,
J.R, 2014). Es en este ultimo dominio donde se ensamblaran las demas unidades
para formar la holoenzima o asociara la holoenzima con otras proteinas
posteriormente. Asi la holoenzima estara formada por 8 a 12 unidades, organizada
como una rueda alrededor del eje central que seran los dominios de asociacién
(Figura 3) (Taleisnik, 2006).

kinase domain hub domain
y 274 314 e (O central hub
I | h '
[ I ] O kinase domain
\ ; : O regulatory segment
regulatory segment linker regon
i 5 e - O calmodulin footprint
I_F*_RQJ___&%_U
Thr 286 Thr 305 Thr 306 ¢almodulin footprint

Figura 2. Estructura de las subunidades de CaMKIl. Donde se muestra el dominio
catalitico, seguido del dominio regulatorio donde ocurren las fosforilaciones de la Thr2&
y Thri%73% Se muestra también el dominio de unién a calcio/calmodulina y por ultimo el
dominio de asociacion (Tomado de Johannes W. H, 2014).

Como otras cinasas, el dominio catalitico de CaMKII tiene un sitio de union a ATP
gue crea un microambiente que disminuye la energia requerida para hidrolizar el
ATP mejorando asi la tasa de transferencia del fosfato y del ATP hacia su sustrato,

un residuo de serina/treonina y expulsando ADP (Erickson, J.R, 2014).

El dominio regulatorio de CaMKII tiene una regién de unién a Ca?*/CaMy una region
de autoinhibicion. La regién autoinhibitoria contiene la mayoria de los elementos
gue son criticos para la regulacién de la actividad de CaMKIl, incluyendo un

segmento donde ocurren modificaciones postraduccionales como fosforilaciones,



N-acetil glucosilaciones, nitrosilaciones y oxidaciones que regulan la actividad

biolégica de esta enzima (Pellicena, P, 2014).
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Figura 3. Estructura de la holoenzima de CaMKIl. Se muestra la estructura de la
holoenzima formada por 12 subunidades. Ademas de la secuencia de cada subunidad,
donde se observa el dominio cinasa N-terminal de color azul, seguido por el dominio
regulador de unién a Ca?*/CaM de color verde. Posteriormente de color naranja se ve la
region variable y el dominio de asociacién C-terminal en color azul claro, el cual media
la formacion de la holoenzima (Tomado de Cook S, 2018).

Existen 4 diferentes genes de CaMKIIl y cada gen codifica una cinasa distinta (a, S,
y y 0). Estas isoformas pueden distinguirse por una secuencia de aminoacidos que
se encuentra en la region variable, entre el dominio de regulacién y el dominio de
asociacion (Shioda, 2015). Y de igual manera, cada uno de estos genes se somete
a un splicing alternativo extensivo que produce un gran namero de variantes de
cada gen (Saddouk F, 2016).

Todas las isoformas de CaMKIl aparentemente comparten mecanismos regulatorios
y sustratos similares pero difieren en la distribucion tisular (Wang Y.Y, 2015). Todas
las isoformas pueden formar holoenzimas entre si sin preferencia especifica de
forma. Ademas todas las isoformas comparten una amplia homologia (Cook S,
2018). Las cuatro isoformas se expresan en diferentes tejidos del cuerpo, d y y se

expresan de manera ubicua en el cuerpo, mientras que la expresion de ay B se



restringe a sistema nervioso central, aunque la isoforma 3 también es expresada en

pancreas y musculo esquelético (Cook S, 2018).

En condiciones basales, el dominio catalitico de la cinasa se encuentra unido al
segmento autoinhibidor del dominio de regulacion, provocando que CaMKIl se
encuentre inactiva (Johannes W. H, 2014). Asi que cuando los niveles de calcio
intracelular se elevan periédicamente, este se une a la calmodulina formando un
complejo que se unird al dominio de regulacién activando un monémero de CaMKII
(Wang Y.Y, 2015). De la misma forma esta unién provocara que el dominio de
regulacion libere al dominio catalitico. Y cuando Ca?/ CaM se une a dos
subunidades vecinas, puede producirse la autofosforilacién en la Thr?® en el caso
de CaMKlla y en la Thr?®” en CaMKIIB y & (Johannes W. H, 2014). Este proceso se

ilustra en la Figura 4.

Activation:

= Regulatory Domain Ca?*/CaM- . " | 8172
ThIZE6 T pe 12 ) = m Met*

N—{ Catalytic Domain Bmdmg N—{ Catalytic Domain
inactive active (+ Ca?%/CaM)

Oxidation

N— Catalytic Domain N— Catalytic Domain

active (phosphorylated) active (oxidated)

Figura 4. Activacién de CaMKIl por fosforilacion y oxidacidon. La activacion de la
proteina comienza con la unién de calcio/ calmodulina al dominio regulatorio. Lo que
deja expuestos los residuos Thr#%2%” que pueden ser fosforilados, al igual que los
residuos Met?®¥282 que pueden ser oxidados, activando asi la cinasa (Tomado de Maier
L, 2012).



La activaciéon conduce a la fosforilacion de las subunidades de CaMKIIl adyacentes
en la Thr?8 (para la isoforma a) o en la Thr?®’ (para la B, y, y d). La fosforilacion de
Thr?8” tiene al menos dos efectos sobre CaMKII, que son que la afinidad de unién
de la calmodulina por el dominio regulador de la CaMKIly aumente a mas de 1000
veces y ademas, el grupo fosfato cargado negativamente en el sitio Thr?¢” impide la
re-asociacion de los dominios cataliticos y de regulacion, evitando la autoinhibicion
incluso si los niveles de Ca?* disminuyen y la calmodulina se disocia de CaMKI|
(Erickson J.R, 2014). Lo que conlleva a la persistencia de la actividad de cinasa de
la proteina incluso cuando los niveles de Ca?*/ CaM disminuyan. A esto también se
le llama actividad autonoma de calcio en CaMKII, que es significativamente menor
a la actividad maxima (Johannes W. H, 2014). Por lo tanto la autofosforilacion en la
Thr286/287 puede usarse como indicador la de activacion de CaMKIIl. Después de la
disociacion de Ca ?*/ CaM, la proteina CaMKIl permanece activa y se producen

autofosforilaciones adicionales en Thr3%, Thr3%y Ser3'4 (Huang, B. 2014).

La fosforilacion de la Thr3% en CaMKlla inhibe la unién de Ca?/CaM por una
interaccion con la guanilato ciclasa, esto mismo ocurre con las demas isoformas en
la Thr%’. De igual manera la unién de Ca?*/CaM con Thr3% no fosforilada previene
la fosforilacion de este residuo que se encuentra dentro del dominio de unién a
Ca?*/CaM (Rellos P, 2010).

Finalmente se ha observado que el aumenti de los niveles de especies reactivas
de oxigeno (ROS) regulan al alza la actividad de la CaMKIly a través de medios
directos e indirectos (Erickson J.R, 2008).



1.3 Modificaciones post-traduccionales de CaMKII

Se denomina modificacion post-traduccional a los cambios quimicos de proteinas
recién sintetizadas que se producen en péptidos y proteinas determinados
(Koolman, J y Rohm K, 2005).

Las modificaciones post-traduccionales cambian las propiedades de una proteina,
ya sea mediante escision proteolitica o por adicién de un grupo modificador en
uno o mas aminoacidos. Estas pueden determinar el estado de actividad,
localizacion y renovacion de las proteinas, ademas de interacciones con otras

proteinas (Mann, My Jensen, 2003).

CaMKIl sufre diversas modificaciones, incluyendo la fosforilacion que se produce
sobre todo en los residuos de serina y treonina, (Koolman, J y Rohm K, 2005) la
oxidacion, la O-Glc-NAC, la nitrosilacion y la S-nitrosilacion (Rajtik, T, 2017)

descritas en la Tabla 1.

La activacion de la cinasa por medio de Ca?*/CaM provoca la fosforilacion de la
Thr?8¢ para la isoforma a y la fosforilacion en la Thr?®” para las demas isoformas.
También se ha reportado que la fosforilacién en la Thr30%306 tiene un impacto en
CaMKIl inhibiendo la unién de ésta con Ca?*/CaM, sin embargo esta fosforilacion

debe estar precedida por la fosforilacion en la Thr?8 (Toussaint F, 2016).

Aunque se han identificado varios sitios de autofosforilacion en los residuos de
Ser?®, Thr?%*, Thr?62, Ser?®, Ser3!® y la Ser®*°, hasta la fecha se desconoce su
funcion (Yilmaz M, 2013). Sin embargo, la autofosforilacion en la Thr?>3 se ha
identificado en estudios in vivo y se cree es la responsable de la orientacién de

CaMKII hacia las densidades postsinapticas en las neuronas (Toussaint F, 2016).

Ademas de la fosforilacion, CaMKIl puede ser activada por la oxidacién de residuos

de metionina Met?8'y Met?®? independiente de calcio. (Maier L, 2012).

CaMKIl es abundante en el sistema nervioso y tiene diversos papeles en donde las
modificaciones post-traduccionales también tienen un papel clave. Por ejemplo, la
autofosforilacion de CaMKIl en Thr28/ Thr?®” estabilizan la localizaciéon de CaMKII

en el sitio de densidad postsinaptica (Shioda, 2015).



Sin embargo tanto las autofosforilaciones, como la oxidacion de residuos de
metionina y los mecanismos dependientes de ROS necesitan estar precedidas por

la activacion de una subunidad por Ca?*/CaM (Toussaint F, 2016).

Ademas de las fosforilaciones, CaMKII puede sufrir desfosforilaciones como las
provocadas por las proteinas fosfatasas PP1, PP2A y PP2C que en el caso de la
Thr?88/ Thr?®’ inactivan a la enzima. Por otro lado la desfosforliacion por la proteina
fosfatasa 1 (PP1) en la Ser®*? promueve en la isoforma CaMKIIB3 la translocacion
de la proteina al nucleo, en sistema nervioso. Entonces esta proteina fosforila
distintos factores de transcripcién como MeCP2 y CCAAT/potenciador, aumentando
la expresion de BDNF, provocando la entrada de calcio por la despolarizacion a
través de receptores de NMDA y promoviendo la autofosforilacion de CaMKII®3 en
Thr?8”y de nuevo en la Ser®* en el citosol (Maier L, 2012; Shioda, 2015).

En cambio, en CaMKlly la desfosforilacién en la Ser33* por calcineurina, que es una
proteina fosfatasa, es la responsable de translocar la proteina a nucleo (Shioda,
2015).

Otra de estas modificaciones post-traduccionales es la O-GluNAcilacion que es una
reaccion de glicacion que ocurre en la Ser?”® y activa a CaMKIl en el dominio
regulador. Esta modificacion post-traduccional es reversible y labil, y ademas
compite con los eventos de fosforilacion (Marcinkiewicz y Schaffer, 2015). Esta
implicada en el aumento de la fuga de Ca?" y un aumento en insuficiencia cardiaca
(Bell J, 2015).

De igual manera CaMKII puede activarse a través de la S-nitrocilacién de la Cys?”3
y Cys?® (Wang Y, 2015). Esta modificacién consiste en la adiciéon covalente de un
grupo nitroxilo al grupo tiol de la cadena lateral de residuos de cisteina. Se sabe que
esta modificacién se encuentra implicada en procesos criticos del ciclo celular que
inlcuye la transcripcién y apoptosis (Guzman L, 2015), procesos en los cuales se ha

visto esta implicada CaMKII.

Se ha sugerido que la S-nitrosilacion es un mecanismo de regulacién de

sefalizacion celular mediada por 6xido nitrico.



Asi también, se ha demostrado que el dominio regulador de CaMKIly contiene un
par de aminoacidos sensibles a oxido-reducciéon que son Cys?° y Met?®! | en la
isoforma a Met?ly Met?®?, y en el B, vy, y delta, los cuales pueden ser oxidados
cuando se exponen a niveles elevados de estrés oxidativo ROS. De la misma forma
que la autofosforilacion de la Thr?®’, la oxidacion de Met?®! y Met?®2 impide la
reasociacion de los dominios cataliticos y de regulacién, incluso en ausencia de la
unién de Ca?*/CaM. También la oxidacion puede aumentar la sensibilidad de
activacion de la CaMKIly por Ca?*/CaM y la abundancia de CaMKIly con la Thr?®’

autofosforilada por inactivacion de fosfatasas (Hanson, P.l, 1989).



Tabla 1. Modificaciones post-traduccionales de CaMKII.

Residuo Modificacion Isoforma Funcion
Thr286 Fosforilacion a Activacion
Thr287 B3,y Afinidad por CaM
Impedir reasociacion con
dominio catalitico
Thr305 a Inhibir la unién de
Thr306 Ca?*/CaM
Thr307 B,0, Y
Ser %6 Autofosforilacion a,B, 3,y Desactivacion de CaMKI|
Thr2%4 B Orientacion de CaMKIl a
las densidades
postsindpticas
neuronales.
262
;2:280
Ser319
Ser35°
Ser33? Desfosforilacién o Se requiere
Ser33 y desfosforilacion para
translocarse a nucleo.
Met?8? Oxidacion a,8,9, Y Evita reasociacion con
Met?282 B3,y dominios cataliticos.
Cys20 A Aumento de sensibilidad
hacia Ca/CaM
Ser?® O-Glc-NAC a,8,9,y Activacion de CaMKI|
auténoma.
Compite con la
fosforilacion
Cys?’3 Nitrosilacién Activacion
Cys?%
Cys?98 S- nitrosilacion a Actividad autbnoma

Se muestran las isoformas de CaMKIl, y en que residuos ocurren las modificaciones post-
traduccionales, ademas de la funcién que tienen en la proteina.




1.4 Efectos bioldgicos de CaMKII
CaMKIl tiene una serie de propiedades bioquimicas que lo convierten en un

transductor Unico de sefales de calcio.

CaMKIl es muy abundante en el sistema nervioso, incluyendo las neuronas
sensoriales periféricas (Hongwei Y, 2015), ya que media formas de plasticidad
sinaptica bidireccional que ayudan en el proceso de aprendizaje, memoria y
cognicién (Cook S, 2018). Ademas, controla la liberacion presinaptica de
neurotransmisores y la excitabilidad neuronal (Toussaint F, 2016).

En las neuronas, el Ca?* juega un papel fundamental ya que controla las funciones
neuronales bésicas, donde se incluye la excitabilidad de la membrana y la
transmision sinaptica. Por lo que CaMKIl tiene una participacion importante en estos
procesos; por ejemplo, en neuronas sensoriales, la depresion dependiente del uso
de la excitabilidad intrinseca de la membrana esta mediada por la elevacion de
calcio (Hongwei Y, 2015).

De las cuatro isoformas de CaMKIIl que se han reportado, sonla ayla B las que se
expresan principalmente en el cerebro y sus niveles de expresion son diferentes en
cada region cerebral, pero la isoforma a se expresa ampliamente en poblaciones
post-sinapticas (Soderling T, 2000). Asi que CaMKII se encuentra practicamente en
todos los compartimentos neuronales, especialmente en la densidad postsinaptica
(PSD) (Soderling T, 2000).

CaMKIl tiene un papel clave en la sefalizacion sinaptica ya que ésta proteina
fosforila y con esto regula el trafico y la actividad de los receptores de
neurotransmisores y los canales ionicos que median la excitabilidad neuronal.
Procesos que tienen importancia en la memoria y el aprendizaje. Todo esto mediado
por CaMKIl (Hoelz, A., A.C. Nairn, y J. Kuriyan, 2003).

Por otro lado CaMKIl también es esencial para la induccion de la potenciacion a
largo plazo (LTP), provocando un aumento de larga duracion en la eficiencia de la

transmision sinaptica entre las neuronas (Rellos P, 2010), ya que tras la
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estimulacion sinaptica, CaMKIl se encarga de convertir las sefiales transitoria de
Ca?" en una respuesta sostenida de LTP (Toussaint F, 2016).

La regulacion de LTP por CaMKII tiene dos objetivos principales, que son NMDAR
y los receptores AMPA (Toussaint F, 2016). Se ha visto que ya activada, CaMKI|
fosforila el receptor AMPA nativo en células hipocampicas cultivadas, lo que da
como resultado la potenciacion de la corriente mediada por el receptor AMPA en
células completas (Soderling T, 2000). Esto puede dar como resultado un
mecanismo general para la plasticidad sindptica en multiples regiones del cerebro,

aungue en algunos casos se requieren otras vias de sefializacion.

CaMKIl también regula el trafico y el ensamblaje de distintas proteinas involucradas
en estos procesos, tales como las subunidades GIuA2 dentro de AMPAR, y con esto
se modula la permeacion de Ca?* en los canales. Los niveles de calcio intracelular
estan relacionados con la excitabilidad neuronal y por ello también se sugiere que
CaMKII modula la afluencia del Ca?* neuronal y por ende también la excitabilidad
(Toussaint F, 2016), ademas de modular los canales AMPAR y NMDAR, CaMKII se
encarga también de modular otros canales i6nicos neuronales, como los canales de
potasio. ya que estos canales son activados con Ca?*, el cual se ve aumentado por
CaMKII (Toussaint F, 2016).

Por su parte CaMKIIB predomina en el desarrollo temprano del cerebro y se
demostré que esta isoforma promueve la formacion de filipodios y ramas neuriticas
en el desarrollo de cultivos de neuronas en el hipocampo (Colbran R, Brown M,
2004).

En las neuronas del cerebro anterior la a-actinina, que es una proteina de union a
actina F, apoya la asociacion de CaMKII con F-actina, esta asociacion es necesaria
para la actividad de CaMKIIB en las neuronas (Johannes W. H, 2014). Ademas de
esto, la unién con a-actinina al igual que Ca?*/ CaM, estimula la actividad de CaMKI|
pero en menor medida que Ca?*/ CaM y solo para ciertos sustratos (Johannes W.
H, 2014).

11



En cambio, CaMKlla se expresa durante el desarrollo neuronal y estabiliza la
estructura del arbol dentritico. De la misma forma CaMKIl parece regular la

formacioén de sinapsis y espinas dentriticas (Colbran R, Brown M, 2004).

A pesar de que en cerebro se expresan ambas isoformas (a y ), ambas parecen
tener funciones distintas, si recordamos lo explicado anteriormente, cada isoforma
de CaMKIlI contiene un dominio catalitico en el extremo N-terminal, seguido por un
dominio de regulacién con un sitio de unién a Ca?"/ CaM, ademas de una region
variable un dominio de asociacién en el extremo C-terminal. En cada isoforma la
region variable esta sujeta a un corte y empalme alternativo diferente en las cuatro
isoformas de CaMKIl, esta region puede afectar la regulacion y orientacion
subcelular. Es en esta region donde CaMKIlla y CaMKIIB son diferentes. Por
ejemplo: es en esta region donde CaMKIIB media la unidn con F-actinina. Algo que
no ocurre con CaMKlla (Cook S, 2018).

En el corazén, CaMKII se activa por el aumento de Ca?*. Donde CaM intracelular se
unird a cuatro iones de calcio y este complejo Ca?*/CaM sera el que se una al
dominio regulador de CaMKII, desplazando al dominio inhibitorio y activando la
enzima. Alli CaMKII fosforila numerosas proteinas diana que se encuentran
implicadas en la afluencia de Ca?* y otros procesos del cardiomiocito (Grandi E,
2014).

De igual manera se haidentificado a CaMKII como un regulador de expresién génica
de las HDAC’S, de la misma forma se ha demostrado que regula la dinamica
intracelular de Ca?*, aunque también se le ha implicado en la arritmia cardiaca y la
hipertrofia (Toussaint F, 2016).

En este contexto CaMKIl esta involucrada en el acoplamiento de excitacion-
contraccion (ECC) y en el acoplamiento excitacion-transcripcién (ETC). El primero
comienza por un aumento de Ca?* intracelular durante el potencial de accién, que

activara los miofilos que conducen a la contracciéon (Maier L, 2012).

De las cuatro isoforma que existen, CaMKIId es la que principalmente se expresa

en él corazén, aunque no es la Unica. En el sistema circulatorio, CaMKII5 es
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necesario para la homeostasis de calcio en el corazén, ademas de regular la accién
de los cardiomiocitos. En este contexto, CaMKII regula esto mediante la modulacién
de los canales Cay 1.2 y la corriente de calcio asociada. Y ademas de la afluencia
de calcio, CaMKIl modula la liberacion de calcio desde las reservas intracelulares
(Maier L, 2012; Meng, 2014; Toussaint F, 2016).

Asi que en el corazén, CaMKIl se encarga de fosforilar directamente los canales de
Ca?* o sus proteinas accesorias, regulando con esto tanto la homeostasis de Ca?*
como la dinamica de los eventos transitorios de sefializacion de Ca?* (Toussaint F,
2016).

Aunqgue también se ha demostrado que la actividad de CaMKIl autonoma de CaM
por la autofosforilacibn conduce a la apoptosis, acoplamiento de excitacion-
contraccion defectuoso e insuficiencia cardiaca, CaMKIl juega un papel fundamental
en laregulacién de los canales ionicos del miocardio, promoviendo la muerte celular,
la hipertrofia cardiaca y la disfuncion miocardica. Esto en gran parte, por la
activacion de las vias de sefalizacion hipertréficas del factor 2 potenciador de
miocitos en el miocardio. Ademas la expresion y actividad de CaMKII aumenta en
corazones humanos que fallan, ya que ésta relacionada con la remodelacion
patolégica del miocardio y la regulacion de proteinas clave implicadas en el
acoplamiento y excitacién-contraccion cardiaca. Por lo que se ha observado una
mayor actividad de CaMKII en pacientes con cardiopatia estructural y arritmias. En
estos casos la duracion prolongada del potencial de accion conduce a la
hiperactivacion de CaMKIl y la insuficiencia cardiaca (Swaminathan P, 2011; Rellos
P, 2010).

La actividad de CaMKIl dependiente de la oxidacion juega un papel critico en
numerosos procesos patologicos del corazdon. Por ejemplo, cuando CaMKIl es
oxidado, la via de sefializacion renina-angiotensina-aldosterona promueve mayor
estrés oxidativo en el corazon (Erickson, J.R, 2014). Los niveles elevados de
aldosterona circulante aumentan la oxidacion de CaMKII, lo que ocasiona apoptosis,
deterioro de la funcién cardiaca y posible ruptura cardiaca. Sin embargo la

activacion de CaMKIl por Redox, mejora la remodelacion eléctrica en el corazén y
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la apoptosis de células nodales y todas ellas contribuyen a arritmias potencialmente
mortales (Erickson, J.R, 2014).

En el corazén, CaMKIl también tiene un papel en el control de la expresién génica,
que se produce a través de la fosforilacion de la histona deacetilasa (HDAC) en
cardiomiocitos y otro tipo de células, lo que estimula la exportacion de HDAC del
nacleo, lo que permite la expresién génica. Sin embargo este proceso también esta
involucrado en la hipertrofia cardiaca inducida por CaMKII (Toussaint F, 2016).

En el musculo liso vascularizado (VSM) se ha identificado la presencia de
holoenzimas de CaMKIl, especificamente CaMKIId y CaMKIlly. En estudios in vitro
se ha observado que CaMKIId regula positivamente la proliferacion y migracion de
células VSM, en cambio, estudios in vivo muestran que CaMKII® es importante para
promover la remodelacion de la pared vascular inducida por lesion. En resumen,
CaMKIl desempefia un papel critico en la regulacion de la presion arterial a traves
de estos mecanismos (Saddouk F, 2016; Maione A, 2017).

Sin embargo, estudios han demostrado que CaMKIl puede tener un papel
importante en la aterosclerosis, ya que se expresa en células del musculo liso
vascular (VSMC), regulando la proliferacion de éstas, ademas en macréfagos
CaMKIl regula la diapédesis, infiltracion y liberacion de enzimas de la matriz

extracelular, llevando a el desarrollo de la enfermedad (Maione A, 2017).

Como se dijo anteriormente CaMKIl se expresa en diversos o6rganos Yy
compartimentos del cuerpo humano. Otro ejemplo es CaMKII en su isoforma y, que
se presenta en el higado, donde se sabe que CaMKII afecta los niveles de glucosa
en plasma, la conversion de piruvato en glucosa y la expresion del metabolismo de

la glucosa hepatica (Ozcan L, 2012).

Por otro lado, se ha demostrado que CaMKIl también se ve implicado en la
regulacion del ciclo celular, en especial la desfosforilacién de la Thr?*3, que es
esencial para la progresion de metafase a anafase en la mitosis. De igual manera,
la proliferacién celular esta controlada por todas las isoformas de CaMKII (Hoffman,
A, 2014).

14



Se ha demostrado que CaMKII es un componente del aparato mitético y es esencial
para la duplicacion del centrosoma inicial. CaMKII tiene diferentes papeles durante
todo el proceso mitético, durante la interfase, se localiza difusamente en el
citoplasma y nudcleo. Durante la metafase, CaMKII se encuentra asociado en el eje
de los polos, y en la transicibn de metafase-anafase, se encuentra en los
centrosomas y entre los polos del huso. Posteriormente después de a anafase,

CaMKII se transloca al area de separacion de los cromosomas (Skelding K, 2011).

Se ha analizado el papel de CaMKIIl en todas las fases del ciclo celular y se ha
encontrado que en la fase S el papel de la cinasa es mas bien débil. Sin embargo,
la funcion de CaMKIl es esencial para la progresion de G2 a M, ya que se ha
demostrado que existe una sobrexpresion de CaMKIl, también se observa un
incremento en la division celular. De la misma manera se encontré que CaMKIl es

necesaria para la transicion de metafase a anafase (Skelding K, 2011).

El factor promotor de mitosis (MPF) es clave en la transiciéon de G,/M. Durante la
interfase es un complejo formado por Cdk1 y ciclina B1, este complejo es inhibido
por la fosforilacion de Cdkl en dos sitios de fosforilacion. Estas son revertidas por
Cdc25c provocando la activacion de MPF y la mitosis. Por su parte Cdc25c es
inhibido por CaMKIl, por lo que la cinasa actia como un inhibidor de la mitosis. Pero
al mismo tiempo Cdc25c puede ser activado por una fosforilacion, y es CaMKII la
gue es responsable también de este fendmeno, asi que CaMKII actia como un

regulador de la mitosis (Skelding K, 2011).

Se ha demostrado que existen muchas proteinas que son substratos de CaMKIl,
entre ellas se encuentran factores de transcripciéon como CREB, ATF y CEBP, las
actividades de transcripcion de estos estan reguladas a través de la fosforilacion
de residuos especificos de serina. Por ejemplo, CaMKIl también fosforila a STAT1
en la Ser’?’, ya fosforilada STAT1 transloca a n(cleo, se une a secuencias de DNA

especificas y activan la transcripcion de genes relacionados. (Nair J, 2002).

En el sistema inmune, son importantes los receptores tipo Toll y su activacion es
esencial para provocar la respuesta inmune innata y mejorar la inmunidad

adaptativa contra patdégenos invasores. Estos receptores estan implicados con
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CaMKIl. Primero los ligandos de los receptores TLR 4, 9 y 3 inducen flujos de calcio
intracelulares, este flujo activara a CaMKIla en macrofagos promoviendo la citosina
dependiente de MyD88 y CaMKII fosforilara TAK1 y IFN (Lin X, 2008).

De la misma forma CaMKIl mejora la produccion de TNF-a inducida por el factor

activador de plaquetas y por LPS (Lin X, 2008).

También se ha demostrado que la inhibicion de CaMKIl suprime la produccién de
IL-6, TNF-a y IFN-a/B en macrofagos que es desencadenado por TLR 4. 9 y 3. Del
mismo modo se demostrd que la sobreexpresién de CaMKIla activa y aumenta los
niveles de IL-6, TNF-a y IFN-a/f (Lin X, 2008).

Por otro lado CaMKIly es necesario en el sistema inmune para la memoria de las

células T y la activacion de las células T CD8+ (Meng, 2014).

De igual manera CaMKIl se ve implicado en la regulacion de otros procesos
biologicos, como la fertilizacion, la diferenciacion osteogénica, el mantenimiento del
tono vascular (Skelding K, 2011).

1.5 Papel de CaMKIl en el desarrollo del cancer

En los ultimos afios se ha investigado el rol de CaMKII en el cancer. Por ejemplo,
se han identificado en células de neuroblastoma humano diferentes isoformas de
CaMKIl. Ademas se sugiere que en algun momento de la tumorogénesis neuronal
CaMKIlla se “apaga”’ y aparecen nuevas variantes de CaMKII. Por lo que todas las
isoformas de CaMKII pueden verse implicadas en el desarrollo del cancer. Otro
ejemplo es el cancer de préstata, donde se ha identificado que CaMKII 3, dy ¥ se
ven implicados, promoviendo la resistencia a la apoptosis de las células
cancerigenas (Rokhlin O, 2007).

Sin embargo algunos estudios han implicado especificamente a CaMKIly como un
elemento importante en la proliferacién de células cancerosas. En uno de ellos la
inhibicién farmacoldgica de CaMKIlly en las células de osteosarcoma humano 143B
con inhibidores quimicos de CaMKIlly como el MG-63 y KN-93, resulté en una

disminucién del 80 y el 70% en la proliferacién, respectivamente (Wang, Y.Y, 2015).
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También se ha demostrado que la administracion in vivo de KN-93, que es un
inhibidor de CaMKIlI, a ratones xenoinjertados con células de osteosarcoma humano
redujeron significativamente el crecimiento del tumor intratibial y subcutaneo.
Finalmente, el efecto de la inhibicion de CaMKIly se asocié con un aumento de la
expresion de genes y niveles de proteina de p21cip/KIP, y la disminucion de la
fosforilacién de la proteina de retinoblastoma (Rb), y el transactivador E2F (Wang,
Y.Y, 2015).

Por otro lado en las células normales y neopléasicas linfoides B, la supresion de
CaMKlly impidi6 la produccién excesiva del factor activador de célula B
perteneciente a la familia del TNF (BAFF). Al parecer BAFF humano soluble media
la proliferacion celular y la supervivencia es dependiente de Ca2+y CaMKIly (Liang,
D, 2014). En la leucemia mieloide cronica (LMC), la proliferacion celular depende
especificamente de la activacion de las isoformas CaMKIlly. (Wang, Y.Y, 2015)

Las células de LMC que se someten a diferenciacion terminal o inhibicion del
crecimiento muestran una marcada reduccion de la autofosforilacion de CaMKIly.
La inhibicion de la CaMKIly resultd en la supresion de la proliferacion de células de
leucemia mieloide (Wang, Y.Y, 2015). La inhibicion farmacoldogica de CaMKIly
afecta negativamente mdultiples vias de sefializacién, incluyendo la via de las MAPK,
Stat3/Stat5, y GSK3/B-catenina. CaMKIlly suprime la expresion de CaMKIV para

promover la proliferacion de células de leucemia (Si, J. and S.J. Collins, 2018).

Al mismo tiempo CaMKIlly se ha involucrado en diferentes vias de sefalizacion,
como la activacion de NF-kB, la fosforilacion de IKKB, regulacion de Erk1/2, Akt1,
Stat3 y B-catenina. Sin embargo, los efectos bioldgicos de CaMKIly dependen de
los sitios fosforilados, Hoffman et al demostraron que la fosforilacién en la Thr286
promueve la proliferacion de células de neuroblastoma, mientras que la
sobreexpresion de un mutante fosfomimético en el residuo de Thr?>® redujo

significativamente las tasas de proliferacion en estas células (Hoffman A, 2014).

De la misma forma recientemente se ha asociado que la fosforilacion de CaMKII en
la Thr28¢ puede controlar procesos implicados en la tumogénesis y progresion del

cancer de mama. Esto debido a que el aumento de la expresion de CaMKIl y la
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fosforilacion de la Thr?8® indican menor supervivencia libre de metéstasis en
pacientes con cancer de mama. De igual modo la inhibicién farmacolégica de esta
fosforilacion demostro in vitro prevenir la migracion e invasion de células de cancer
de mama. Esto sugiere que dicha fosforilaciéon controla la migracion e invasion de

células de cancer de mama (Chi M, 2016).

Ademas de esto, en las células cancerosas, la remodelacién de la sefalizacién de
Ca?* ayuda a mantener las caracteristicas del cancer. Por lo que CaMKII tiene una
participacion critica en la progresion del cancer (Chen X, 2018).

El papel de CaMKIl ha sido ampliamente estudiado en cerebro y corazén, sobre
todo en CaMKlla y CaMKIIB. Sin embargo existen pocos trabajos que describan a
CaMKIly. En los ultimos afios se ha descrito que esta cinasa tiene importancia en el
ciclo celular y la proliferacion celular ademas de que puede tener implicaciones en
el cancer, pero el como lo hace es aun desconocido. Por lo que el estudio especifico

de CaMKIly es necesario.

1.6 Fundamentos de métodos a usar

1.6.1 Transformacion en bacterias competentes
Este método se basa en provocar que DNA exdgeno pase a ser parte del material

genético de la bacteria, logrando que pueda ser heredado por las nuevas células

cada vez que la bacteria se multiplique.

Se utilizan bacterias que son llamadas competentes, ya que presentan condiciones
fisiologicas especiales, logrando que la bacteria sea adecuada para recibir DNA

exdgeno.

La cepa de E. coliDH5a se destaca por contener la mutacion recAl que proporciona
alta estabilidad de insercion del DNA exdgeno, ademas de presentar alto

rendimiento y calidad de DNA gracias a la mutacion endA.

La cepa XL10 gold se recomienda para clonajes dificiles ya que aumenta la
transformacion de DNA de gran tamafio. Sin embargo, es una cepa deficiente en

endonucleasas y sistemas de restriccion.
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1.6.2 Extraccion por lisis alcalina del plasmido
Este método se basa en la lisis de las bacterias por medio de soluciones alcalinas,

destruyendo el DNA cromosomal y dejando solo los plasmidos por ser pequefios.

Este lisado es neutralizado posteriormente para crear las condiciones apropiadas

para unir el DNA plasmidico a una membrana de silica en una columna (Figura 4).

Los restos celulares y el SDS precipitaran por centrifugacion formando un pellet y

el sobrenadante con el DNA plasmidico pasara por la columna, posteriormente se

lava el DNA adsorbido y éste es eluido (Birnboim H, 1979).

Retained in Column

e _Chromosoma DNA

Flows Through Column

Discard

Figura 5. Columna con membrana de silica utilizada para lisis alcalina. Se muestra
un ejemplo de columnay la region donde es atrapado el DNA plasmidico en la columna

(University of Queensland, 2018).

1.6.3 Amplificacion por PCR

Lareaccion en cadena de la polimerasa amplifica una secuencia especifica de DNA

a partir de una mezcla compleja. Esta reaccion depende de la capacidad de

desnaturalizar alternativamente moléculas de DNA de doble cadena por calor (90-

94° C) y posteriormente bajar la temperatura para que los extremos 3" de las hebras

se apareen con los oligonucleoétidos especificos del segmento de DNA que se desea

amplificar.

Para el siguiente paso se utiliza una polimerasa resistente a la desnaturalizacién

por calor. La polimerasa Tag extiende los extremos 3’ de los oligonucleétidos

utilizando las hebras del ADN bicatenario como plantilla.
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Una ultima desnaturalizacion pone fin a un ciclo y da comienzo al siguiente. Un ciclo

se repite tipicamente de 20-50 veces (Lodish, 2005). Esto se ilustra en la figura 5.

1st cycle 2nd cycle 3rd cycle 30th cycle
=y
S
— ——
—|_., =
Template DNA ~
(single copy)
oy 2% = 10° copies
=
> —_—
<|_, /
~
2' = 2 copies 22 = 4 copies 2% = 8 copies

Figura 6. Pasos de una reaccion de PCR. En el primer ciclo se muestra la
desnaturalizacion, el alineamiento y la extension, la amplificacién exponencial del DNA
se muestra al avanzar los ciclos. (Thermo Fisher Scientific, 2018)

1.6.4 Ensayo de restriccion

Este ensayo se basa en el uso de enzimas de restriccion, las cuales reconocen
secuencias especificas en el DNA, éstas también son conocidas como
endonucleasas y cortan los enlaces fosfodiester a partir de una secuencia que

reconocen, esta secuencia es palindromica.

Las enzimas de restriccion pueden producir dos tipos de corte, que son los extremos
cohesivos que cortan de manera escalonada en dos puntos diferentes y los

extremos romos, que cortan en un solo punto de la secuencia. (Valenzuela, 2017)

Fuente Enzima de restriccion Sitio de reconocimiento y
corte
Bacillus myloliquefaciens BamHlI 1
5 GGATCC 3
3'CCTAC%G 5
Haeophilis influenzae Hindlll ]
5AAGCTT 3
3'TTCG,§A 5

Figura 7. Enzimas de restriccion BamHI y Hindlll. Se muestra la fuente de cada

enzimay los sitios de corte donde actua.
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1.6.5 Transfeccién del vector- proteina por lipofeccion.
Esta técnica se basa en la formacion de varios complejos entre lipidos catidnicos y

DNA. Este complejo que por carga tiene afinidad a la membrana permitird que el
DNA exbégeno entre al citosol. Se le considera una transfeccion transitoria o
temporal (Alberts, 2002).

DA e ( DNA/ Lipid Complex
1 4
-y

Liposomes

Endocytosis
Cell Membrane

Endosame

Cell Division

b N
Release of DMNA

Cell Nucleus

Figura 8. Mecanismo de transfeccion por lipofeccién. Se muestras los pasos de la
lipofeccion desde que el DNA exdgeno entra a la célula (Biotex Laboratories, 2016).

1.6.6 Electroforesis en gel de agarosa para acidos nucleicos y SDS-PAGE
para proteinas.
La electroforesis en geles de agarosa se considera el método estandar para

separar, identificar y purificar fragmentos de DNA, donde la agarosa funcionara
como un filtro en el que los fragmentos de menor tamafio migran mas rapidamente

gue aquellos de mayor tamafio.

Esta técnica se basa en la combinacion de fuerzas eléctricas y de friccion, las cuales
permitiran el desplazamiento y separacion en funcion del tamafio de las moléculas
de DNA, por lo que al ser sometido a un campo eléctrico, la carga neta negativa del

DNA haré que éstos se muevan en direccion al anodo (Fierro, 2015).

En cambio, para separar proteinas se utiliza la electroforesis SDS-PAGE, donde se
utilizan geles de poliacrilamida junto con la presencia del detergente aniénico como

el dosecilsulfato sédico. Este gel se prepara vertical y sigue el mismo fundamento
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de cargas, pero en este las proteinas tendran su separacién de acuerdo con la masa
molecular, es decir, con la longitud de la cadena polipeptidica de la proteina.

1.6.7 Inmunoelectrotransferenciay revelado de la proteina (Western Blot).
Esta técnica se basa en transferir las proteinas separadas por electroforesis SDS-

PAGE del gel de poliacrilamida a una membrana, en éste caso PVDF, siendo éstas

una copia exacta del gel. (Kurien, 2006)

Esta membrana posteriormente es incubada con dos anticuerpos; el anticuerpo
primario que se une especificamente a las proteinas de la membrana, y el
anticuerpo secundario que se une al anticuerpo primario, éste anticuerpo
secundario esta conjugado con una enzima como la fosfatasa alcalina (AP) o la
peroxidasa de rabano picante (HRP). Una vez terminado el tiempo de incubacion,
se afiade un fluoréforo, el cual emitira una luz que nosotros vemos en forma de
bandas las cuales corresponden a las proteinas, éste método se ilustra en la figura
8 (Kurien, 2006). Esta luz ocurre por quimioluminiscencia, la cual sucede cuando un
sustrato quimico es catalizado por una enzima y se produce luz como un
subproducto, ésta sefial luminosa se puede capturar en una pelicula de rayos X o

por un dispositivo de imagenes de carga acoplada.

B. Chemilumingscence
Substrate
Light

Product

7'\

Figura 9. Método de deteccion de Western Blot por quimioluminiscencia. Se
genera una sefial detectable después de la unién de un anticuerpo especifico para la
proteina de interés (Bio-Rad Laboratories, 2018)
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2. JUSTIFICACION

La proteina cinasa dependiente de calcio/calmodulina |l tiene un papel critico en
varias funciones celulares, sin embargo los mecanismos moleculares asociados a
éstas aun no han sido dilucidados Estudios recientes sugieren que los niveles altos
de CaMKIl son expresados en diversas enfermedades malignas, asi que se genera
la necesidad de estudiar a fondo las funciones bioldgicas asociadas al cancer
reguladas por CaMKIlly, para contestar estas preguntas se plantea generar algunas
herramientas moleculares para generar respuestas especificas. Una de estas es
una construccion plasmidica con la informacion genética que codifica para la
proteina CaMKIly con bandera de GFP en el extremo amino terminal que permita

rastrear la proteina en un contexto celular.
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3. OBJETIVO GENERAL

Mediante técnicas de biologia molecular clonar el gen que codifica para CaMKIly
con una bandera de GFP en una version silvestre como herramienta para el estudio
de esta cinasa.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

-Realizar extraccion y purificacion de plasmido EGFP-C1
-Realizar caracterizacion y corte de plasmido EGFP-C1
-Amplificar por PCR el ORF de CaMKlly

-Realizar una construccion del plasmido EGFP-CaMKIly por sistema de clonacion

In-Fusion.

-Comprobar la expresion de la proteina en la linea celular HEK293T mediante

microscopia de fluorescencia y Western Blot.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cultivo celular

a) HEK293T

La linea celular HEK293T de rifibn embrionario humano contiene el antigeno T
SV40. Fueron cultivadas en medio DMEM (GIBCO) adicionado de suero fetal bovino
(GIBCO) al 10%, 2mM de L-glutamina (GIBCO) y 1X de penicilina-estreptomicina
(10,000U/mL, BIOWEST). En una atmosfera de 5% CO,, 95% aire y una

temperatura de 37°C.

5.2 Transformacién en bacterias competentes

La replicacion del plasmido pEGFP-C1 se realizo en bacterias competentes E.coli
DH5a, agregando aproximadamente 100ng del plasmido a las bacterias e
incubando en hielo por 30 minutos, posteriormente se sometieron a un choque

térmico (42°C por dos minutos y 3 minutos en hielo).

Se agregd 1mL de medio LB y se incubo a 37°C en agitacion por 1 hora antes de
sembrar en una placa con agar LB + Kanamicina 30 ug/ uL. Y se dejaron crecer a
37°C toda la noche.

5.3 Extraccion por lisis alcalina del plasmido pEGFP-C1 (MINIPREP)
De las colonias positivas, se seleccionaron y aislaron 2, las cuales se crecieron en
5 mL de medio LB liquido con Kanamicina 30 pg/ uL por 16 horas a 37°C en

agitacion constante para extraer el DNA plasmidico.

Para esto fue utilizado el kit GenJet Plasmid Miniprep (Thermo), de acuerdo al
protocolo sugerido por el proveedor las bacterias fueron empastilladas en tubos
eppendorf de 1.5 mL por centrifugacion a 13,500 rpm durante dos minutos,

descartando el sobrenadante.

El pellet fue re-suspendido en 250 uL de buffer de re-suspension, el cual contiene
RNasa. Se agité en vortex y posteriormente se lisaron las bacterias con 250 pL de
buffer de lisis, que contiene NaOH y SDS, este ultimo permite la solubilizacién de
los fosfolipidos de la pared celular bacteriana, permitiendo la lisis y liberacion del

DNA cromosomal bacteriano y la liberacion integra del plasmido en el sobrenadante.
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Posteriormente se afadieron 350 yL de buffer de neutralizacion, se mezclé el tubo

y se centrifugo a 13,500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

El plasmido contenido en el sobrenadante se agregé directamente en la columna
para su purificaciéon y se centrifug6 a 13,500rpm por 1 minuto para remover el liquido
remanente. Después se agrega 500 uL de solucion de lavado a la columna para
eliminar el exceso de detergente de la muestra y se centrifugd con las condiciones

anteriores.

La columna se centrifugdé por un minuto adicional. Finalmente se afiadieron 50 uL
de buffer de elusién, incubando a temperatura ambiente por 2 minutos. La integridad
del plasmido fue evaluada por electroforesis cargando 100 ng de éste en un gel de

agarosa al 0.8%.

5.4 Determinacion de la concentracion del plasmido pEGFP-C1
La concentracion del DNA plasmidico fue determinada mediante espectrofotometria
por equipo EPOCH BIOTEK. Usando 1 uL de buffer de elusién como blancoy 1 pL

de la muestra de plasmido.

5.5 Amplificacién por PCR del ORF de CaMKIly

Se disefaron los oligonucledtidos especificos para amplificar el gen que codifica a
la proteina CaMKilly, obteniendo “forward” CaMKlly Hindlll
5" GGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGATGGCCACCACCGCCACCTGS vy
‘reverse” CaMKlly BamHI
5" CAGTTATCTAGATCCGGTGGATCCTCACTGCAGCGGTGCGGCAG3" (Anexo

B) Para amplificar este fragmento se emplearon los siguientes reactivos:

Oligonucleétidos 0.35 uM
KAPA HiFi Hotstart (KAPABIOYSTEMS) 1U
KAPA HiFi Buffer 1X
KAPA dNTPs mix 10mM
pDONOR CaMKIly 10ng
Volumen final 25 uL
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La reaccion de PCR fue llevada a un volumen final de 25 pyL y sometida a las

siguientes condiciones:

Tabla 2. Condiciones de PCR

1 ciclo Desnaturalizacion 95°C 3 minutos
35 ciclos Desnaturalizacion 98°C 20 segundos
Alineamiento 65°C 15 segundos
Extension 72°C 90 segundos
Extension final 72°C 1.7 min
Reaccion mantenida 4°C 00

Para corroborar la amplificacion del fragmento, el producto de PCR se resolvio en
un gel de agarosa a 0.8% por 30 minutos a 100mV en buffer TAE a 0.5X tefiido con

bromuro de etidio, y se visualizé en un transiluminador de luz UV.

5.6 Ensayo de restriccion plasmido peEGFP-C1

Se realizd una digestion en dos pasos del plasmido pEGFP-C, primero con la
enzima de restriccion BamHI en una reaccion donde se colocardn 2 ug del plasmido
con 10 U de BamHI y Buffer BamHI 10X, ajustando a un volumen final de 50 pL por
dos horas a 37°C. La restriccion del fragmento se corroboré por medio de una
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%, se purifico y posteriormente se realizo
una segunda digestion con Hindlll colocando 43 pL del plasmido con 10U de Hindlll

y Buffer R 10X ajustando el volumen final a 50 L, se incubd por una hora a 37°C.

El producto obtenido se purificé agregando “Binding Buffer” del kit “GeneJet
Genomic DNA Purification Kit”, posteriormente se pas6é por la columna de
purificacion “GenelJet”, se agrego buffer de lavado que posteriormente se retird y se
centrifug6 en seco a 13,500 rpm por 2 minutos y finalmente se agregd buffer de

elusion para recuperar el producto y se cuantificd.
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Figura 10. Estructura del plasmido EGFP-C1. Se sefialan los sitios de corte que
reconocen BamHI y Hindlll (Addgene, 2018).

5.7 Clonacién de CaMKIlIv en el vector pEGFP-C1 por medio de In-Fusion HD
Cloning Kit.
Para comprobar la cantidad de pEGFP-C1 de CaMKlIly se realizé una electroforesis

en relacién 1:3 respectivamente en un gel de agarosa al 0.8%.

Para clonar CaMKlIly se utilizé el kit “In-Fusion HD Cloning kit”, para el cual es
necesario que el producto de PCR de CaMKIly tenga 15 pb homologas de pEGFP-
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C1 en los extremos, por lo que oligonucledtidos utilizados fueron disefiados de esta

manera.

Se realiz6 la reaccién de clonacion colocando 63 ng de fragmento de PCR de
CaMKIly con 85 ng del vector linealizado de pEGFP-C1 y “In-Fusion HD Enzyme
premix 5X” ajustando a un volumen final de 10 yL con agua destilada. La reaccion
se incub6 a 50°C por 15 minutos.

Amplify your gena
of interast

PCR product with 15 bp — - —,
extansions complementary ] |
to the vactor ends - = Any

In-Fusion enzyme, vector,

and PCR product
- — R —,
| | 15 min (liquid)

Wb Desirad /' or 30 min (EcoDry)

Y 1Y
x construct ! . ;
i N, 4 single-tube reaction

Figura 11. Protocolo de In-Fusion HD. Resumen general del protocolo utilizado para
los kits de clonacién In-Fusion HD (Takara Bio USA. 2016).

Se transform6 en 50 uL de células competentes DH5a y “XL10 gold” usando en
cada una 2.5 uL del producto de la reaccion. Se tomo parte de las colonias y se

realiz6 MINIPREP de cada una de ellas y se cuantifico.

Posteriormente el plasmido se separ6 en un gel de agarosa al 0.8% para evaluar su
integridad y se digirié en dos pasos con BamHI y Hindlll comprobando la liberacién
del inserto y la construccién del plasmido por medio de una electroforesis en gel de

agarosa al 0.8%.
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5.8 Secuenciacion del vector pEGFP-CaMKlly

El plasmido purificado fue secuenciado. Las muestras fueron enviadas a UBIPRO
en la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, donde se realiz6 una secuenciacion
por el método enzimético de Sanger.

5.9 Transfeccion de pEGFP-CaMKIly

El DNA purificado se transfectd en células HEK293T usando el método de
lipofeccién, bajo el siguiente protocolo: se colocaron 150,000 células (90%
confluencia) por pozo en una placa de 12 pozos y se transfecté con 4 pL de
Lipofectamina LTX reagent (Invitrogen) que fue diluida en 60 yL de Opti-MEM
(GIBCO) y combinado con 1.5 ug de plasmido (pEGFP-CaMKIlly) diluido con 350 pL
de Opti-MEM, incubando por 5 minutos a temperatura ambiente. EI complejo DNA-
lipido se afadio a las células con 500 yL de Opti-MEM, las células se colocaron en
la incubadora (37°C) por 4 horas, posteriormente se cambio el medio y se incubo

por 48h para confirmar la transfeccion.

Al cumplirse las 48 horas se observaron las células al microscopio de
epifluorescencia, las células que expresaron la proteina se lavaron con 1 mL de
PBS frio y después de retirarlo se afladieron 100 uL de Buffer Laemlli 2X (Tris-HCI
375mM pH=6.8, SDS 9%, glicerol 50%, beta-mercaptoetanol 9% y azul de
bromofenol 0.03%) y 100 puL de PBS 1X, se incubaron por 10 minutos, se lisaron las
células con un “scrapper” o gendarme y posteriormente se hirvieron a 98°C por 10

minutos.

5.10 Electroforesis SDS-PAGE

Para determinar si las células transfectadas expresan a la proteina CaMKIly-GFP,
se tomaron 40 uL de las muestras de lisados y se migraron en un gel de SDS-
poliacrilamida al 12%. La electroforesis se realizd en buffer de corrida (Tris 25mM,
glicina 192mM y SDS 0.1%) a un voltaje constante de 120V. Cuando la migracién
finalizd, el gel fue removido de la camara de electroforesis y se tifi6 con azul de
Comassie por 5 minutos y se destifié con solucion destefiidora (Etanol, Acido

acético y agua destilada) toda la noche.
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Se realizdé un segundo gel con las mismas condiciones anteriores, sin tefiir, para

realizar la transferencia a una membrana PVDF.

5.11 Transferencia e inmunodeteccidén (Western Blot)

Las proteinas separadas electroforéticamente en el gel SDS-PAGE fueron
transferidas a una membrana PVDF. Para realizar esta transferencia se prepar6 un
sandwich de transferencia de la siguiente manera: Primero una esponja
previamente sumergida en buffer de transferencia (Tris, glicina, metanol) seguida
de dos papel Whatman también sumergidos en este mismo buffer, después el gel,
encima de el se coloc6 la membrana seguida por dos fragmentos de papel Whatman
y una esponja. Una vez ensamblado en sandwich, se aseguré que no existieran
burbujas que interfieran con la transferencia de las proteinas a la membrana. Esta
transferencia ocurrié del polo negativo (gel) al positivo (membrana PVDF). Este
sandwich se introdujo en la camara de transferencia, llenandola con buffer de
transferencia hasta la marca de limite. Para prevenir que este buffer se
sobrecalentara durante la transferencia e interfiera con el amperaje, la camara de

transferencia se mont6 en un bafio de hielo por 60 minutos a 400mA.

Al terminar la transferencia, para comprobar que se hubieran transferido las
proteinas en la membrana PVDF, esta se tifio con una solucién de rojo de Ponceau
0.5% en acido acético 2% por 5 minutos a temperatura ambiente y se lavo
posteriormente en ddH>O. Una vez corroborada la transferencia de proteinas, la
membrana fue bloqueada con leche baja en grasa 5% en TBS-Tween 0.1% (50mM
Tris pH=7.5, 150mM NaCl) por 1 hora a temperatura ambiente y al terminar se
incubo con anticuerpo primario (anti-GFP 1:10,000) en solucion de bloqueo toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados a la membrana, uno cada 15
minutos con TBS-Tween 0.1%. Después del ultimo lavado la membrana se incubd
con el anticuerpo secundario (anti-raton 1:20,000) en solucién de bloqueo por 1 hora
a temperatura ambiente (Anexo A). Finalmente se realizaron 3 lavados de 15
minutos con TBS-Tween 0.1%, después las membranas se cubrieron con 500 pL
de solucion “Clarity Western ECL Substrate” (BIO-RAD) y las membranas fueron

expuestas a placas autoradiograficas “HyBlot ES”.
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5.12 Microscopia

Se colocd un cubreobjetos estéril en una caja Petri donde posteriormente se
sembraron células HEK293T, al llegar a una buena confluencia éstas se
transfectaron por lipofeccién con la construccion CaMKIly-GFP, después de 48 hrs
se retir6 el medio y las células se fijaron con paraformaldehido al 3.7% por 10
minutos, después se tomo el cubreobjetos con pinzas y se mont6 en un portaobjetos
limpio y se procedié a visualizar las células en microscopio de fluorescencia y
confocal.
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6. RESULTADOS

6.1 Obtencién del ORF de CaMKlly
El primer paso para la obtencion de la proteina recombinante, fue obtener el ORF
de CaMKlIly, los oligonucledtidos utilizados se muestran en el anexo B.

El cDNA a obtener por PCR pesa alrededor de 1699pb, en la figura 12 se demuestra
por medio de una electroforesis el producto obtenido y su peso, confirmando que su
peso es aproximado a 1700pb.

ORF
PM CaMKlly

2000pb
1500pb 1669pb

Figura 12. Amplificacion del marco de lectura abierto de CaMKIly. Gel de agarosa al 0.8% con
bromuro de etidio. Se muestra en el primer carril el marcador de peso y en el segundo carril el
producto de PCR correspondiente al ORF de CaMKIIv
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6.2 Restriccion del plasmido pEGFP-C1

Para la utilizacion del plasmido éste se sometié a una restriccion con BamHI y
Hindlll. Con la primera el plasmido logra linealizarse para su posterior utilizacion,
esto se comprobd por una electroforesis de gel de agarosa al 0.8%. El vector
pPEGFP-C1 linealizado tiene un peso de 4731pb, lo que se comprueba al observar
la figura 6, donde se muestra a pPEGFP-C1 digerido por BamHI.

PM pEGFP-C1

Figura 13. Restriccion de pEGFP-C1 con BamHI. Gel de agarosa al 0.8% con bromuro de etidio.
Se observa en el segundo carril una banda correspondiente a pEGFP-C1, la cual pesa 4731pb.
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6.3 Clonacion de CaMKIlly en el vector pEGFP-C1

Antes de iniciar la reaccion de clonacion, se debié asegurar que tanto el vector
pPEGFP-C1 como el cDNA de CaMKIly se encontraran a una concentracion éptima
después de purificarse, esto se comprob6 por medio de una electroforesis a una
relacion 3:1 en gel de agarosa al 0.8%. La cual también demuestra la integridad del
producto de PCR y del plasmido, comprobando que son idéneos para realizar la

técnica. Observandose en la figura 14.

PM

pEGFP-C1 Hindlll/BamHI

ORF CaMKiIlIv

5000ph [ 4731pb

2000pb S 1669pD
1500pb

Figura 14. Electroforesis de pEGFP-C1y el ORF de CaMKIly, relaciéon 3:1. Por la intensidad de
las bandas se puede comprobar que se cargd mayor cantidad de pEGFP-C1 y de ambos casos se
muestran bandas correspondientes al peso del producto de PCR y el plasmido.
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Como se explico anteriormente, los oligonucledétidos disefiados para amplificar el
ORF de CaMKlIly contienen ademas de un sitio de restriccion para BamHI y un sitio
de restriccion para Hindlll, 18 pares de bases homodlogas del vector pEGFP-CL1 rio
arriba y rio abajo. Ya que la clonacion se realiz6 con la recombinasa In-Fusion, la
cual es una enzima que recombina fragmentos de ADN, en este caso cDNA
generado por PCR y un vector linealizado, reconociendo 18pb homologas y

superponiéndolas en los extremos, generando una nueva construccion.

Esta construccién se transform6 en dos cepas de bacterias competentes, E. coli
DH5a y XL10gold. De las cuales se obtuvieron maltiples colonias y se seleccionaron
seis colonias, después se obtuvo el plasmido por lisis alcalina y se verifico la
integridad en gel de agarosa. El vector construido linealizado tiene un peso de
6400pb (~4700pb del vector vacio y ~1500pb de CaMKIly).
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Figura 15. Electroforesis de la construccion CaMKIly-GFP. Los carriles 1, 2 y 3 36
pertenecen a colonias de DH5a, mientras de que los carriles del 4 al 6 corresponden a
colonias de XL10gold. El carril 7 muestra el control negativo, donde se cargé el vector
pEGFP-C1 vacio.



Para comprobar que el fragmento que se cloné dentro del plasmido estuviera
presente, se realizé una restriccion con las enzimas BamHI y Hindlll, esperando
entonces que se liberara un fragmento de 1600pb correspondiente a CaMKIly y un
fragmento de 4731pb correspondiente al vector pEGFP-C1. Esto se muestra en la

figura 16.
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Figura 16. Digestion del vector CaMKIly-GFP con enzimas de restriccion Hindlll y BamHI. Se
muestra el control negativo de pEGFP-C1 con un peso aproximado de 5000pb, en cambio en los
carriles 1-6 se muestra una banda de 5000pb correspondiente a el vector y ademas una banda de

aproximadamente 1650pb correspondiente a CaMKIly.
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6.4 Secuenciacion de la construccién de pEGFP-CaMKIlly

La construccién después se llevd a secuenciar para verificar la integridad de la

secuencia de CaMKIlly, comprobando que el inserto no sufri6 cambios en su

secuencia ni se generaron codones de paro prematuros que provoque la sintesis de

una proteina incompleta. Esta secuenciacion se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Secuenciacion del pldsmido EGFP-CaMKIly. Se observa la secuencia
correspondiente al plasmido construido. Se observa que en los extremos se pierde

especificidad para identificar a las bases.
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6.5 Transfeccion y expresion de la proteina fusion GFP-CaMKIlY
Las células se transfectaron con la construccion para inducir la expresion de la
proteina fusion GFP-CaMKIlly, usando como control un vector vacio de peGFP-CL1.

Observandose como en la figura 18.

EGFP CAMK2G-EGFP

Figura 18. Visualizacion al microscopio de florescencia de células HEK293T transfectadas.
Del lado izquierdo se muestran las células transfectadas con el vector vacio pEGFP-C1. En la
columna derecha se muestran células transfectadas con la construccion de CaMKIly-GFP. En
ambos casos se muestran las células transfectadas de color verde al microscopio de florescencia.
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GFP-CaMKIIY

Una transfeccion exitosa se comprueba mediante la visualizacion de luminiscencia
color verde en las células. Ya que entonces, éstas expresan la proteina verde
fluorescente. En las células transfectadas con el vector vacio se observa una
luminiscencia verde uniforme, sin embargo en las células transfectadas con GFP-

CaMKIly se muestra la expresion de la proteina en forma de punteado en la célula.

Figura 19. Visualizacion en microscopio confocal de células HEK293T transfectadas. Se
observa una sola célula transfectada, donde GFP se encuentra expresada en citoplasma y en
filipodios.

En la figura 19 se muestran cinco planos de la misma célula, demostrando la
expresion de GFP-CaMKIly en el interior de la misma. Esto también nos ayuda a
comprobar la expresion de GFP-CaMKIly. Al comparar la distribucion celular
observada de GFP-CaMKIly con la literatura sobre construcciones de otras

proteinas como CaMKIlla, se comprueba que la construccion realizada no afecta la

distribucion enddgena en las células.

Figura 20. Células HEK293 transfectadas con CaMKIla-GFP. Se observa una distribucién celular
muy similar a la mostrada con la construccién CaMKIly-GFP (Raka F, 2015)
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6.6 Expresion e inmunodeteccion de GFP-CaMKIly.

Para verificar la identidad de la proteina GFP-CaMKIly, las células transfectadas se
lisaron extrayendo las proteinas de ella, las cuales se cargaron en un gel de
poliacrilamida, realizando una electroforesis SDS-PAGE. El gel obtenido con las
proteinas separadas se tifio con azul de Comassie como se muestra en la figura 21.

pEGFP-CaMKlly
1 2 3 4 5

Sin transfectar

KDa

Figura 21. Tincion de gel de poliacrilamida con azul de Comassie. Se observa la separacion
de proteinas de acuerdo a su peso por medio de una electroforesis SDS-PAGE. Se puede observar
gue visualmente la cantidad de proteina en todos los carriles es la misma.

Esta tincibn nos permite comprobar la separacion de las proteinas en todos los
carriles, ademas de corroborar que la cantidad de proteina cargada en cada carril

fuera la misma, funcionando asi también como control de carga.

Por otro lado, se realizé una transferencia de las proteinas del gel de poliacrilamida

a una membrana PVDF. Iniciando asi el Western Blot.
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La figura 22, nos muestra a las proteinas transferidas a la membrana.
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Figura 22. Tincion con rojo de Ponceau de las proteinas transferidas a la membrana de PVDF.
Se pueden observar tefiidas en rojo todas las proteinas que se transfirieron en la membrana. La
intensidad de la coloracion puede relacionarse con la cantidad de proteina contenida en la
membrana.

Al observar la membrana tefiida con rojo de Ponceau se puede corroborar que la
transferencia fue eficiente al haber una buena cantidad de proteinas en ésta.
Posteriormente se lavo el rojo de Ponceau para comenzar con la incubacién con los

anticuerpos.

Asi que para corroborar la identidad de la proteina y su expresion de ésta en la linea
celular transfectada, se realizé un western blot usando un anticuerpo dirigido contra
GFP, lo que permitié identificar la proteina recombinante GFP-CaMKIlly cuyo

resultado de muestra en la figura 23.
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Figura 23. Deteccion de la construccion de la proteina CaMKIly-GFP por medio de Western
Blot. Western Blot usando anticuerpo anti-GFP, usando como control el vector vacio de pEGFP-
C1. En los siguientes carriles se observa una banda correspondiente a la construccion de pEGFP-
CaMKIly.

La figura 23 nos muestra la inmunodeteccion de GFP en las muestras, como control
negativo se muestra el primer carril, donde se colocé muestra de células sin
transfectar que no expresan GFP, por lo que no se muestra ninguna banda. En el
segundo carril se muestra una banda de aproximadamente 27 kDa correspondiente

al vector vacio pEGFP-C1, usado como control positivo de GFP.

En cambio en los demas carriles se muestra una banda de aproximadamente 88
kDa correspondiente al peso de la construccion total de pEGFP-CaMKIly, donde se
muestra que se esta expresando la bandera de GFP unida a CaMKIly en todas las

clonas obtenidas, aunque en diferente cantidad.
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7. DISCUSION

CaMKII juega un papel importante en el cerebro y las arritmias cardiacas, ademas
de otros procesos fisioldgicos del cuerpo incluyendo ser activador de varias vias de
sefalizacion implicadas en la proliferacion celular y la progresion del ciclo celular.
Recientemente se ha encontrado la asociacion de esta proteina con la progresion
del céncer, incluyendo el cancer de mama que es una de las primeras causas de

muerte en mujeres mayores de 25 afios en México.

Por ello es necesario estudiar mas ampliamente esta proteina, sus isoformas y sus
asociaciones en estos procesos con lo que posteriormente se podrian generar

terapias eficientes contra distintos padecimientos en los que CaMKII esté implicada.

Para ello es muy util contar con herramientas que faciliten la investigacion de esta
proteina. En este trabajo se generd una construccion de CaMKIly, que es una de

las isoformas menos estudiadas, fusionada con una bandera de EGFP.

La proteina verde fluorescente (GFP) es ampliamente usada en la biologia
molecular como marcador por producir bioluminiscencia en la zona verde del

espectro visible sin la necesidad de agregar aditivos (Pérez M, 2018).

Una vez obtenido el ORF de CaMKIlly por medio de una PCR y el plasmido pEGFP-
C1 linealizado se procedid a realizar una clonacion convencional por restriccion y
ligacion, usando las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll y T4Ligasa con una
relacion 3:1 entre inserto y vector. Los productos de ligacion se transformaron en
bacterias competentes E.coli DH5a de donde se seleccionaron colonias con
resistencia a Kanamicina de las cuales se extrajo por lisis alcalina el plasmido. Sin
embargo al comprobar por restriccion y electroforesis la construccion plasmidica se
observaron bandas solo correspondientes a EGFP-C1 de aproximadamente
5000pb, demostrando que la construccion no estaba presente. Al repetir el
procedimiento con distintas variantes en cantidad, reactivo y cepas de bacterias y
no obtener resultados favorables se exploraron otros métodos de clonacion,
escogiéndose la enzima In-Fusion, la cual produce una clonacién recombinante que

estd basada en la homologia de la secuencia a clonar, es decir, los 18pb que se le
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agregaron al cDNA de CaMKIlly y que son compartidas por el vector pEGFP, éstas
secuencias de nucleétidos son reconocidas por la enzima de clonacion que

producira la recombinacion.

La construccion obtenida se transformé esta vez en dos cepas distintas de bacterias
E. coli competentes DH5a y XL10gold, que presentan condiciones fisiologicas
especiales, que permiten que la bacteria sea apta para recibir DNA ex6geno a través
de la membrana celular. Esto para disminuir errores experimentales y asegurar que
la cepa utilizada fuera 6ptima para albergar el plasmido. Después de seleccionar
seis colonias resistentes a Kanamicina, se aseguro la presencia de la construccién
por restriccion y electroforesis, obteniendo esta vez la construccion en las 6
colonias. Visualizando entonces una banda de aproximadamente 5000pb
correspondiente a GFP y una banda de aproximadamente 1650pb correspondiente
a CaMKIly comprobando que la construccion obtenida tiene el peso esperado. Sin
embargo este resultado no comprueba que la secuencia de GFP o de CaMKIlly no
haya sufrido algin cambio durante la recombinacion, para lo cual la construccion de

GFP-CaMKIly fue secuenciada.

El resultado de la secuenciacion fue comparado con la variante 1 de CaMKlly,
demostrando que la proteina no sufri6 cambios importantes durante la

recombinacion con GFP.

Otra forma de comprobar la expresion de la proteina GFP-CaMKlly fue la
visualizacion de células transfectadas al microscopio de fluorescencia. Donde se
observaria una fluorescencia verde propia de la bandera de GFP. Al comparar los
resultados de la fluorescencia del control con GFP, donde se observa una
fluorescencia verde uniforme en toda la célula, en cambio, con las células que
expresan GFP-CaMKlIly, se puede observar que la expresion no se visualiza en toda
la célula, si no que parece encontrarse en puntos especificos con una distribucion

punteada. Esto debido a la localizacion de CaMKIlly en la célula.

Estudios recientes en células HUVEC sefalan que existe una interaccion entre
CaMKIl en sus isoformas a y B y moléculas de actina del citoesqueleto (Khan S,

2016). Esto sugiere que lo que se observa en las transfecciones sea el mismo
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fendmeno de interaccion con el citoesqueleto de actina de las células. Del mismo
modo se ha encontrado que el patron de agregados en puntos se observa con
CaMKlla en células HelLa (Shibata A, 2015).

Estos agregados pueden formarse a partir de interacciones entre holoenzimas de
CaMKIl, como las que se observan en células de hipocampo en condiciones de
isquemia (Vest R, 2009).

La visualizaciéon de células transfectadas en microscopio confocal revelé que la
proteina esta presente en citoplasma pero no en nucleo. Se sabe que CaMKlly
presenta una estructura similar a las otras isoformas de CaMKIl, pero ademas,
contiene una secuencia de localizacion nuclear en el dominio variable que se
encuentra regulado por la fosforilacion de la Ser®** (Ma H, 2015). Sin embargo es
importante sefialar que CaMKIlly tiene 8 variantes distintas, de las cuales solo 2
presentan esta secuencia de localizacion nuclear. La construccion EGFP-CaMKIly
gue aqui se presenta se realizé con el ORF de la variante 1 de CaMKIly, la cual no

presenta esta secuencia de localizacién nuclear.

Para finalizar, el Western Blot permitio confirmar la identidad de la construccion, por
medio de una banda de 88 kDa, correspondiente a la construccion completa de
GFP-CaMKlly.

Como se menciond anteriormente, las modificaciones post-traduccionales de
CaMKIl son variadas y el que estas ocurran 0 no, pueden modificar distintos

procesos fisioldgicos.

En la region de autoinhibicion de CaMKII contiene elementos que son criticos para
la regulacion de la actividad de CaMKII, incluyendo las modificaciones post-
traduccionales, como el segmento donde ocurren fosforilaciones, modificaciones
por N-acetilglucosaminacion y por oxidacion (Wang Y, 2015). Un cambio en una
base de la secuencia de CaMKIl puede provocar que se desencadenen diversos
fendmenos asociados al ciclo celular y recientemente asociados al cancer. Al tener
identificadas estas posibles modificaciones, se puede iniciar una mutagénesis sitio

dirigida de la construccion GFP-CaMKlly, transfectarla a las células de interés y
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observar con mayor eficiencia el papel de CaMKIly en distintas etapas del ciclo
celular, permitiendo no solo estudiar una modificacion, si no que abriendo la
posibilidad de estudiar distintas en diversas lineas celulares, y mas especificamente
podria ayudar a observar el papel de la proteina en las distintas etapas del cancer,
asi como las asociaciones entre CaMKIly y otras proteinas implicadas también en

estos procesos malignos.

8. CONCLUSIONES

e Se realizo eficientemente la clonacion del gen que codifica para CaMKIly
fusionado a una bandera de GFP.

e La construccion GFP-CaMKIly fue transfectada en la linea celular HEK293T
comprobando su eficiencia para expresar la proteina por medio de
inmunodeteccion y microscopia de fluorescencia y confocal.

e Se demostré que la secuencia de CaMKIlly no sufrié cambios en la clonacion.

e Con las pruebas realizadas se comprueba que GFP-CaMKIly es una buena
herramienta para investigar las implicaciones de la cinasa en diversos

padecimientos.
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Anexo A. Tabla de anticuerpos

Anticuerpo Dilucion anticuerpo Dilucién anticuerpo
primario secundario
Anti-GFP 1: 10,000 Anti mouse 1:20,000

Hecho en ratén

Hecho en ratén
Marcado con: HRP
(Peroxidasa de rabano)

Anexo B. Tabla de oligonucle6tidos disefiados para In-Fusion

Nombre Forward Hindlll Reverse BaMHI
CaMKIly B’ GGACTCAGATCTCGAGCTCAAG | 5CAGTTATCTAGATCCGGT
CTTCGATGGCCACCACCGCCACC | GGATCCTCACTGCAGCGGT
TG3 GCGGCAG ¥
Donde:

Verde: 18 bases para sistema INFUSION que forman parte del vector pEGFP-

C1

Rojo: Secuencias de corte para las enzimas de restriccidon

Azul: Bases para amplificar el cDNA de CaMKlIly
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