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RESUMEN

Los canales idnicos forman poros hidrofébicos que se
extienden a través de la membrana celular. Los canales de
potasio estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, en
el reino animal, en levaduras y en bacterias.

En los ovocitos de la rana Xenopus fasvis, se han identificado
una variedad de corrientes endogenas.

En 1996 describieron por primera vez las propiedades de la
corriente enddgena de potasio que se expresa en los ovocitos.
El objetivo de esta tesis fue el de clonar la corriente enddgena
de potasio def ovocito y expresatla en el sistema de expresion
del baculovirus.

Para la clonacion det canal se utilizaron ensayos de RT-PCR.
Se disefiaron dos iniciadores uno en el extremo 3 y ofro en el
extremo 5°, basados en la secuencia reportada en 1996.

El baculovirus recombinante del canal se purifico por el
método de Invitrogen. El baculovirus se purificd dos veces
mediante el ensayo de placa y después se amplifico. Se
infectaron células de insecto $f21 para medir la actividad del
canal. El registro de las células se hizo por la técnica de
fijacion de voltaje(patch clamp) en su modalidad de célula
entera (whole cell).

El canal clonado GIRK5A25 y expresado en el sistema de
expresion del baculovirus resulto ser un canal de potasio
rectificador entrante y selectivo para potasio. Este canal forma
homomultimeros funcionales y su actividad depende de las
proteinas G.



LINTRODUCCION

Canales de potasio

Los movimientos iénicos que se realizan en la membrana celular se llevan a
cabo a través de tres grandes grupos de proteinas de membrana, ia ATPasa, 1os
transportadores vy los canales i6nicos. Los canales idnicos forman poros selectivos
y presentan una selectividad tanto para aniones o para cationes. En general los
canales fluctian entre estados abiertos o cerrados en respuesta al potencial
eléctrico de la membrana celular 0 a la unién de un ligando especifico, para
coordinar las sefiales eléctricas de la célula.

Los canales de potasio estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal y
animal, asi como en levaduras y bacterias. Los canales de potasio pueden ser
regulados por cambios en el potencial de membrana o estados metabdlicos de la
célula o por transmisores y hormanas (Hille, 1992).

Los canales de potasio constituyen la clase mas diversa de los canales
idnicos conocidos. Debido a su ubicuidad y diversidad, los canales de potasio han
servido de modelo para estudios de la selectividad idnica, la activacién e
inactivacion y la permeabilidad de los canales.

tas corrientes de K' estabilizan el potencial de membrana en reposo vy
paricipan en la fase de repolarizacion del potencial de accion en las células

excitables.

1. Los canales Kir
La corriente de potasio rectificadora entrante actla como una valvula,

favoreciendo la entrada de iones K' al hiperpolarizar la membrana celular vy
dificultando la salida en |la depolarizacion (Hille, 1992).

La propiedad de rectificacién de los canales Kir se debe al bloqueo de la
corriente saliente de potasio a través del magnesio (Matsuda, 1988) y por
poliaminas citosélicas {(Lopatin y col., 1994). Estos canales son bloqueados
extracelularmente por sodio, cesio y bario (Kubo y cal., 1993b)

LLos canales Kir se distinguen por tres caracteristicas principales:



1.- Estos canales se activan en condiciones de hiperpolarizacién con respecto at
potencial de equilibrio para el K

2.- Establecen el potencial de membrana en reposo y lo mantienen cercano al
potencial de equilibrio para el K.

3.- Parte de su rectificaciéon parece ser intrinseca y ocurre en menos de 1 mseg.

La activacién del canal depende de la concentracion de K* externa y del
potencial de membrana, pero no de la concentracion de K" interna (Hille, 1992).

El papel fisiologico de los canales Kir es el de modular la excitabilidad y la
secrecion de K para mantener la homeostasis de K bajo e! control de ciertos
segundos mensajeros intracelulares. Entre estos mensajeros se encuentran las
poliaminas, los nucledtidos, los fosfolipidos, tas cinasas, el pH y las proteinas
heterotriméricas G (proteinas G; Ruppersberg, 2000}.

El primero en describir la propiedad de rectificacion entrante en los canales
de K* fue Katz en 1949, en el musculo esquelético de la rana. Katz tambien fue el
primero en utilizar el término de rectificacién “anémala”, para diferenciarla de la
rectificacion saliente o “normal”, que la mayoria de los canales de K* presentan.
Esta corriente anémala o de rectificacidn entrante se ha estudiado ampliamente en
preparacicnes tan diversas como peces (Hagiwara y Takahashi, 1974 y Hagiwara
y col., 1976), ovocitos de tunicados {Ohmori, 1978), misculo esquelético (Standen
y Stanfield, 1978 y Leech y Stanfield, 1981), musculo cardiaco (Sakman y Trube,
1984: Whaler, 1992 v Matsuda y Sperelakis, 1993} y en los ovocites de la rana
Xenopus laveis (Bauer y col., 1996; Martinez y col., 1999; Salvador y col,, 2001 y
Hedin y col., 1996}

2. Propiedades estructurales de los Kir

Canales de potasio rectificadores entrantes. Topolégicamente hablando,
eslos canales parecen ser menos complejos que los canales de potasio sensibles
a voltaje. Los canales de potasio rectificadores entrantes solo muestran 2
segmentos transmembranales (M1 y M2) en cada subunidad. La region del poro

'(HS) se encuentra acotada por M1 y M2 y el grupo amino y carboxilo se



encuentran del lado intracelular (Kubo y col., 1993a), como se muestra en la

figura 1.

M1 H5

Figura 1. Representacion topoldgica de una subunidad del canal de
potasio rectificador entrante. La region del poro H5, los dominios
transmembranales M1 y M2, El grupo amino (N) y el grupo carboxilo (C) se
encuentran en el citoplasma. Cualro subunidades dan lugar a la formacién de un

canal funcional {Jan y Jan, 1997).

Los primeros canales Kir que se clonaron fueron: Kir 1.1 (ROMK1, Ho y col.,
1993), KIR 2.1 {IRK1, Kubo y col., 1993a} y Kir 3.1 {Kubo y col., 1993b).
Actualmente se han clonado 7 subfamilias de canales Kir (Doupnik y col., 1995), a

continuacion se describen las caracleristicas mas sobresalientes de estas

subfamilias.

3. Clasificacion de los Kir

Subfamilia Kir 1 _
El primer Kir clonado fue el Kir 1.1 (ROMK1) a partir de riién de rata,

donde se expresa predominantemente (Ho y col., 1993). Reportes recientes



indican que también se expresa en varios tejidos cerebrales de manera
significativa (Ho y col., 1893; Kenna, 1994 y Boim y col., 1895). Trabajos
posteriores han reportado la existencia de isoformas con propiedades funcionales
muy similares al Kir 1.1, |as cuales se generan mediante el empalme alternativo en
la region 5 (Shuck y col, 1994 y Zhou y col., 1994). A diferencia de ofras
subfamilias Kir, Kir 1.1 presenta una asa de unién a fosfatos en la regidn carboxilo
terminal {Ho y col., 1993). Tal caracteristica apoya la suposicion de que la
regulacién de su activacion mediada por ATP implica |a fosforilacion de la proteina
que constituye el canal. De hecho, el trabajo de Xu y col. (1996) demuestra que
tales sitios son sustrato para la fosforilacion mediada por la proteina cinasa
dependiente de cAMP.

Subfamilia Kir 2

Hasta la fecha se han clonado varios miembros de esta subfamilia, que
difieren entre ellos en el valor de su conductancia unitaria y en su sensibilidad a ia
fosforilacion por segundos mensajeros (Chang vy col., 1996; Fakler y cof., 1994 y
Henry y col.,, 1996). Los miembros de la subfamilia Kir 2 se expresan
principalmente en el corazon y en el sistema nervioso (Kubo vy col., 1993; Perier y
col., 1994; Raab-Graham y col., 1994 y Wible y col., 1995).

Subfamilia Kir 3

La subfamilia Kir 3 esta formada por canales activados por proteinas G. El
primer canal de esta subfamilia se clono a partir de auricula de rata, y se expresé
en los ovocitos de la rana Xenopus faevis (Dascal y col.,, 1993). Actualmente
existen numerosas evidencias de que en el corazon, en el cerebro y en los tejidos
endocrinos, estos canales conducen una corriente que se activa por un receptor
acoplado a una proteina G (Ferrer y col., 1995 y Kubo y col., 1993b). Mas adelante

se muestran las caracteristicas de esta familia con detalle.



SubfamiliaKirdy5

Dos familias mas de canales Kir han sido descritas en el cerebro (Kir 4 y Kir
5; Bond y col., 1994). Cuando en los ovacitos de Xenopus se expresa Unicamente
Kir 4.1, se observa la formacién de canales de potasio rectificadores entrantes
homotetraméricos, lo cual no sucede con Kir 5.1 {Bond y col., 1994). Estos dos
canales pueden coexpresarse en forma heteromultimérica en forma de dimeros ¢

tetrameros, arregiados de manera especifica.

Subfamilia Kir 6

Basados en la homologia del Kir 1.1 y de otros miembros de la familia Kir,
Inagaki y col. (1995) clonaron el gene uKATP1 (Kir 6.1). Una isoforma especifica
del pancreas (Kir 6.2) se cloné posteriormente y codifica para una subunidad del
canal Katp {Inagaki y col., 1995). La expresion de los canales funcionales requiere
de la coexpresion de Kir 6.2 6 Kir 6.1 {Ammala y col., 1996), con el receptor de
sulfonilurea (SUR; Aguilar-Bryan y col., 1995).

Se ha demostrado que el Kir 6.2 forma el poro del canal y la subunidad
SUR promueve la afinidad a nucleotidos. Esto sugiere una asociacion fisica entre
Kir 6.2 y SUR (McNicholas y col., 1996)

Subfamilia Kir 7

El miembro de esta subfamilia fue clonado en 1998 a partir de una
biblioteca de ¢DNA de cerebro humano (Partiseti y col,, 1998), Esta subfamilia
presenta el mayor grado de homologia en la secuencia de aminoacidos con la
subfamilia Kir1.

La subfamilia Kir 7 es la primera que presenta un residuo de metionina en la
posicion 125 (Met-125) en la regién del poro. En esta posicion todos los canales
Kir conocidos hasta hoy presentan una arginina. A esta arginina se le ha
relacionado con la selectividad idnica y el paso de iones por el porc del canal {Jan
y Jan, 1997).

Se comprobd que la Met-125 en esa posicion es real y no debida a una
mutacion, por otras secuencias de hipocampo de cerebro humano y el de una



linea celular PC3. La corriente entrante que produce este canal se bloguea por el
Cs™'yelBa™,

El RNAmM de la subfamilia 7 se encuentra presente en: el cerebro, &l rifidn,
el estdmago y el intestino delgado donde se encuentra en niveles elevados.

il. PROTEINAS G

Las proteinas G heterotriméricas estan compuestas de 3 subunidades: a,
y 1 . Actualmente se conocen cuatro grupos clasificados con base en la homologia
de la secuencia de aminoacidos de la subunidad o (Hamm y Glichrist, 1996 y
Nurnberg y col., 1995). Esta subunidad o comparte ademas homologia con
miembros de una gran familia de GTPasas que incluyen a las proteinas G de bajo
peso molecular como Rho y Ras, ademas de muchos factores involucrados en la
sintesis de proteinas.

El ciclo de activacidn-inactivacién de las proteinas G es crucial para la sefal
def receptor al efector (Neer, 1995). La subunidad o, cuando tiene GDP unida,
permanece asociada con ¢l dimero By, formando un heterotrimero inactivo,
acopladeo al receptor. Cabe destacar que en este estado, la afinidad del receptor
acoplado a la proteina G heterotrimérica por su ligando es mayor que en ¢l estado
desacoplado (Hamm, 1988 y Vaughan, 1998). El cambio conformacional sufrido
por un receptor activo modifica la afinidad de la subunidad o por el GDP. En esta
situacion, el GDP es reemplazado por GTP, la subunidad «asume su
conformacién activa y se disocia del receptor y del dimero By (Birbaumer y
Birnbaumer, 1995). El estado activo de la subunidad « permanece hasta que ésta

hidroliza al GTP, quedando asociada con el GDP.

La velocidad de hidrdlisis del GTP varia sustancialmente de un subtipo de
subunidades aa otro (Carty, 1990 y Linder, 1990). Una vez que el GTP es
hidrolizade a GDP, la subunidad o se reasocia con el dimero fyy se une
nuevamente al receptor, quedando el sistema listo para responder a otro estimulo.
De tal manera que la hidrélisis del GTP es a su vez un mecanismo que controla la

duracion de la activacion de las subunidades o« y del dimero Bry.



Recientemente se ha descrito un grupc de proteinas reguladoras de la
actividad de GTPasa de la subunidad « de las proteinas G heterotriméricas (RGS).
La importancia de este grupo radica en que aceleran la velocidad intrinseca de
GTPasa y acortan la vida media del estado activo de la subunidad «, modulando el
ciclo de las proteinas G en forma independiente del receptor {Keren-Raifman y
caol., 2001).

La subunidad « y el dimero By disociados modulan la actividad de sistemas
efectores especificos como: la adenilato ciclasa, la fosfclipasa C, la
fosfodiesterasa y ciertos canales de calcio y de potasio (Birnbaumer, 1992;
Clapham y Neer, 1993 y Neer, 1995). La actividad de estas enzimas efectoras y
de los canales iénicos, regula la concentracion celular de los segundos

mensajeros responsables de desencadenar respuestas celulares.

a) Subunidades o de las proteinas G:

Inicialmente, 1a clasificacién de las proteinas G se baso en la regulacion de
la adenilato ciclasa; Gs estimula, Gi inhibe y Go no tiene efecto sobre esta enzima
(Katada y col., 1987). Hoy en dia se conocen 23 subunidades « diferentes que se
han dividido en 4 familias: Gue, Gay, Gug ¥ Goqz. Las subunidades a,codificadas
por 17 genes diferentes {Kehlenbach y col., 1994 y Nurnberg y col., 1995), son
proteinas con un peso molecular que va de 39 a 52 kDay comparten entre 45y
un 85% de homologia en su secuencia de aminoacidos. Algunos tipos de
subunidades Guo, particularmente Gei se miristoilan en una glicina cercana al
amino terminal. La asociacién a la membrana de la subunidad Gu depende de
modificaciones postraduccionales tales como la miristoilacion y la palmitoilacién,
asi como de su asociacién con el dimero fy, cuya subunidad y tiene incorporado
un grupo isoprenilo insertado en la membrana. La miristoilacion es una
moadificacion ieversible, en tanto que la palmitoilacion es reversible. Algunas
subunidades Go. pueden sufrir una o ambas modificaciones, este hecho a llevado
a postular que la incorporacion de estos grupos regula el grado de asociacion a la
membrana y por ende la actividad de las proteinas G, particularmente de la

subunidad Ga (Milligan y col., 1995). Las subunidades « estan compuestas de dos



dominios principales: el dominio de GTPasa gue incluye al sitio de union de
nucleétidos de guanina, el sitio de unién al receptor y el sitio de unién al dimero By
y un dominio que puede contribuir, junto con el deminio de la GTPasa, a la unién

de los efectores.

b) El dimero Py de las proteinas G:

El dimero By es un complejo proteico que debido a la asociacion estrecha
entre cada una de sus subunidades se considera como una unidad funcional. Sus
componentes pueden disociarse solamente bajo condiciones desnaturalizantes in
vitro. Se han descrito 5 diferentes tipos de subunidades B y 11 de subunidades y.
Los diferentes tipos de subunidades p se caracterizan por tener un grado alto de
homologia en su secuencia de aminocacidos ( del 53 al 90%). El peso molecular de
las subunidades B es aproximadamente de 36 kDa. En contraste, las subunidades
y se consideran mas diversas entre ellas y comparten solamente un 25% de
homologia ( Neer, 1995, Ray y col., 1995 y Morishita y col., 1995). Las
subunidades y, que tienen un peso de 6-9 kDa, sufren modificaciones
postraduccionales tales como isoprenilacion y metilacion en el carboxilo terminal.
Estas modificaciones permiten la interaccion adecuada del dimero fy con la
membrana plasmatica y con la subunidad «, a su vez facilitan que la sefial se

transmita a sus respectivos efectores.



Para tratar de entender cémo la actividad de los canales GIRK se regula por
las proteinas G es importante revisar la via de sefializacién de los receptores

acoplados a las proteinas G que se muestra en el recuadro siguiente:

Via de sehalizaciones de los receptores acoplados a las proteinas G

Cuando el agonista se une a su receptor éste activa a la proteina G trimérica
{Gufy) de tal forma que se disocia en Go y en Gy, La subunidad Ga activa
a la fosfolipasa C que se encuentra en la membrana plasmatica e hidroliza al
fosfatidilinositol 4,5- bifosfato (PIP2), con la consecuente formacion de dos
importantes segundos mensajeros: el diacilglicercl (DAG) y el inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3).

El DAG unido a la membrana actia como segundo mensajero de la proteina
cinasa C, una enzima dependiente de Ca*, La proteina cinasa C fosforila
residuos de serina o treonina de proteinas especificas. El IP; se desplaza
por difusion desde la membrana plasmatica al reticulo endoplasmico, donde
se une a receptores especificos y provoca la apertura de canales de Ca™
permitiendo asi la salida de! Ca’ almacenado al citosol. La concentracion
citosdlica de Ca’* aumenta mas de 100 veces, desde estar por debajo de
10® M a alrededor de 10°° M.(Voet D y Voet JG, 1995).

EXTRACELULAR
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lil. SUBFAMILIA KIR 3 O GIRK
Esta subfamilia de canales se activan por las proteinas G por o que se les
denomina canales GIRK. Estos canales se activan mediante mecanismos

delimitados a la membrana como se muestra en |a figura siguiente:

Extracelular

Activation Kt

Intracelular

Mecanismo propuesto para la activacion del canal de potasio
muscarinico por las proteinas G. Activaciéon del canal GIRK1 después de
la estimulacion del receptor muscarinico. En reposo, el receptor muscarinico
{m2), la proteina G heterotrimérica (GBy) y el canal GIRK1 tal vez formen un
complejo especifico. Si supenemos que el canal de K™ esta situado cerca del
complejo receptor—oproteinas G, después de la estimulacion del receptor por
la acetiicolina (Ach), el canal queda expuesto a una concentracion local
elevada de Gpv libres. Lo anterior da como consecuencia [a activacion rapida
del canal. La interaccién del canal con la forma activada de GTP-Ga debe de
acelerar la actividad de GTPasa de GTP-Go promoviendo la rapida
deactivacion hacia el final de la estimulacién del receptor (Breitwieser y
Szabo, 1988).

3.1 Distribucion y funcion

Los GIRKs tienen un papel fisiolégico muy importante. En el corazén en las
células del marcapaso, los GIRKs son probablemente los canales de K mas
importantes en mantener el potencial de reposo; cualquier cambio en su actividad
afecta la excitabilidad y eventualmente el ritmo cardiaco. En el ventriculo
practicamente no se encuentran canales GIRK {Kurachi, 1995}

En la auricula de mamiferos se ha reportado la presencia de RNA vy

proteina de las subunidades GIRK1 y GIRK4 perc no se encueniran en el
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ventriculo. Los resultados anteriores concuerdan con o reportade con los datos
electrofisiolégicos (Krapivinsky y col., 1995¢ y Lesage y col., 1895)

Los subtipos de receptores que activan a los canales GIRK via proteinas G
son: el muscarinico (mg), el y-acido aminobutirico (GABAg), el de serotonina
{5HT4a), el de adenosina (P4), el de somatostatina, et de encefalina (u,x,8), el a 2-
adrenérgico y la dopamina (D) (Jelacic y col., 2000).

En el pancreas, por ensayos con el RNA, se han encontrado la expresion
de los canales GIRK, pero no se sabe la funcion que tienen ahi (Ferrer y col.,
1995).

En el corazon, la corriente tipica mas estudiada es la IKagn, la cual s¢ forma
por el ensamblaje heteromultimérico de GIRK1 y GIRK4. La acetilcolina liberada
por el nervio vago se une a receptores muscarinicos, l0s que a su vez activan a
proteinas G intracelulares del tipo Gi/ Go. La subunidad Gpy activa al
heteromultimero GIRK1/ GIRK4, lo cual hace que la célula se hiperpolarice y
como consecuencia se disminuye el ritmo cardiaco (Huang y col,, 1897, 1998 vy

Krapivinsky y coi., 1998).

3.2 Subunidades de los GIRK

Hasta la fecha se han clonado cinco miembros del grupe GIRK (GIRK1 a 5).
Del GIRK1 al GIRK4 fueron clonados de mamifero a partir de varios tejidos de
rata, de humano, de raton, de cerde y de pollo (Chan y col., 1996a; Dasacal y col.,
1993; Kubo vy col., 1993a; Lesage y col, 1994 y Spauschus y col, 1996
respectivamente). El nimero total de aminoacidos de las diferentes subunidades
varia entre 393 (GIRK3) y 501 {GIRK1). A partir de los ovocitos de [a rana
Xenopus se cloné el GIRKS (Hedin y col., 1996). El porcentaje de homologia entre
los GIRK varia de 60 a 80%. Las regiones de amincacidos gue mas varian entre
ellos son hacia el amino terminal (los primeros 40 aminoacidos) y hacia el
carboxilo terminal (después del aminoacido 360). Es muy probable que estas
regiones sean .Ias que determinen las propiedades funcionales especificas de

cada subunidad.
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3.3 Los GIRK son tetrdmeros

Los canales GIRK normalmente forman heterotetrameros que dan lugar a la
formacién de un canal funcional. Estos heteroterdmeros se forman por la
combinacién de 2 subunidades GIRK de un tipo con otras 2 subunidades GIRK de
otro tipo; ejemplo: 2 subunidades de GIRK1 y 2 subunidades de GIRK4, en
corazon.

La subunidad GIRK1 no produce canales funcionales cuando se expresa
en diferentes lineas celulares (Chan y col., 1996b; Philipson y col., 1995 y
Velimirovic y col., 1996} con ia excepcidn de ovocitos de Xenopus {Dascal y col.,
1983 y Kubo y col., 1993b} y la linea celular fTC3 (Philipson y col., 1995), por la
presencia de un canal GIRK enddgeno.

Hedin y col., mostraron evidencias de que la corriente que se presenta en
los ovocitos de Xenopus cuando se inyecta GIRK1 esta dada por la formacién de
heteromultimeros entre GIRK1 y la subunidad enddgena de los ovocitos, GIRKS.
Probablemente sucede io mismo con la linea celular pTC3.

La region del poro del canal GIRK1 presenta una fenilalanina en la posicion
137 (F137). Cuando se hace una mutacidn en esta posicion por una serina F1378,
esto da lugar a la formacion de un canal funcional como homomultimero (Chan y
col.,, 1996b). La mutante de GIRK4 $143T también forma homomultimeros
funcionales (Vivaudou y col., 1997). Las subunidades de GIRKZ a 5 presentan
serina en la posicion 137,

Los canales GIRK por lo general forman heteromultimeros de GIRK1 con
otra subunidad GIRK, por ejemplo: GIRK1/GIRK4  corriente de Kaegn Vv
GIRK1/GIRK2 que es un canal muy abundante en diferentes areas del cerebro
(Kofuji y col., 1995; Kofuji y col., 1996; Laio y col., 1996 y Velimirovic y col., 1996).

GIRK2 presenta 4 isoformas formadas por el empalme altermativo: GIRK2a
a GIRK2d (Inanobe y col., 1999)}. Sélo la isoforma de GIRK2d puede formar
homomultimeros funcionales. Esta isoforma presenta un amino terminal mas corto,
18 aminoacidos menos, comparado con las otras 3 iscformas.

La isoforma GIRK2a es 11 aminoacidos mas corta hacia la regién carboxilo

terminal.
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3.4 Activacion directa por la unién de Gy

Hasta la fecha son varios los reportes que confirman la activacion de los
canales GIRK por varios subtipos de proteinas GPy ya sea purificadas o
recombinantes (Kurachi y col., 1995). La activacion del canal cardiaco Kac tiene
una Kp aparente entre 4 y 11 nM dada por la combinacion de G o Gpz con
diferentes tipos de Gy (Krapivinsky y col., 1995b y Wickman y col., 1994).

La subunidad GIRK1 al igual que las otras subunidades GIRK no presentan
un sitio de unién especifico para las proteinas G (Gpy) (Cohen y col., 1995) 0 una
secuencia QXXER  especifica para la interaccién del complejo GBy con la
adenilato ciclasa (Chen y col., 1995)

Se realizaron estudios con la region del carboxilo terminal de GIRK1
mapeando los diferentes sitios de union a Gpy. Se encontré que el sitio mas
probable de union del canal a estas proteinas, es en la region del carboxilo
terminal, de los amincacidos 290 al 356 (Kunkel y col., 1995) o entre los
aminoacidos 273 y 462 (Huang y col., 1995)

Por otra parte se han realizado estudios con guimeras entre el GIRK1 y un
canal Kir no modulado por proteinas G {Kir 2.1, Kir 2.2 ¢ Kir 4.1) expresados en
los ovocitos de la rana Xenopus para estudiar las regiones de interaccién del canal
con el complejo Gpy. Los resultados sugieren que tanto el amino como el carboxilo
de GIRK1 pueden conferir sensibilidad a las proteinas G en el canal insensible a
Gpy, aunque el grupo carboxilo parece ser mas eficiente {Kubo y lizuca, 1996;
Kunkel y Peralta, 1995; Slesinger y col., 1995 y Tucker y col., 1996; figura 2}.

Inanobe y col., 1995, Kunkel y Peralta, 1995 y Huang y col., 1997,
mostraron que tanto el grupo amino como el carboxilo de la subunidad GIRK1
presentan sitios de union al complejo Gfiy. En la region amino, los aminoacidos del
1 al 38 y en la region del carboxilo del aminoécido 434 al 462, estan involucrados

en esta regulacion.

13



3.5 Activacion por et Na*, el ATP-Mg y el PIP;

Los canales de K' GIRK nativos o recombinantes son activados
directamente por la subunidad Py de las proteinas G. La presencia del fosfatidil
inositol-bifosfato {PIP2) se requiere para la activacion de las proteinas G. La
formacion del PIP, endogeno (via hidrélisis del ATP) o la aplicacién de PIP;
exdgeno aumenta el tiempo de apertura de un canal GIRK y lo hace sensible a la
apertura por los iones Na" internos (Petit-Jacques y col., 1999).

La actividad de los canales GIRK que se reguta por el ATP-PIP; también se
estimula por el Mg?* intracelular. Ef Na* y el Mg?* producen efectos independientes
uno del otro o de la activacién del canal por la subunidad Gpv.

En niveles altos de PIP; la interaccion combinada del Na*, del Mg® y de la
subunidad Gpy da como resultado un aumento en la actividad del canal de varias
ordenes de magnitud.

Los canales GIRK se activan independientemente por la Gpy o el Na’
interno por una via de mecanismos que requieren de los fosfatos de fosfatidil-
inositol. La activacion de los canales GIRK por la Gpy parece involucrar un
incremento substancial en las interacciones de PIPy-canal (Huang y col., 1998 y
Sui y col., 1998).

Los arreglos conformacionales que se inducen por la unién de Gpyen los
canales GIRK se desconocen. Una cisteina muy cercana al sitio de unidn del PIP;
en el canal GIRK4 parece ser importante para la activacion dependiente de Gpy
de los canales que forman heteromultimeros de GIRK1-GIRK4 (Krapivinsky y col.,
1998). En los canales heteromultimericos de GIRK1-GIRK2, el aspartato en la
posicién 226 del canal GIRKZ es crucial para la activacion dependiente de Na®.
Este ion interactua directamente con el aspartato para asi reducir el potencial
electrostatico negativo y promover la interaccion funcional de los canales con PIP;,
Se identifico el Asp 226 también en los canales GIRK2 homomultimeros (Ho y
Murrell-Lagnado, 1999). El cana! GIRK4 tambien posee un aspartato en la
posicion eguivalente, mientras que el canal GIRK1 tiene una asparagina (Asn
217). Este parece ser parte del mecanismo por el cual la actividad del canal se

incrementa independienlemente de las proteinas G.
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En la figura 2 se muestra esquematicamente las regiones identificadas
hasta la fecha en la interaccién de los canales GIRK con las proteinas G, el PIP2 y

el Na™.

G-a /G-afiy

Figura 2. Representacion esquemitica de las regiones identificadas en los canales
GIRK que interactuan con: las proteinas G, el PIP2, y el Na'. Los sitios de union a las
proteinas G tanto en el amino como en el carboxilo terminat del canal GIRK (Huang y col., 1995,
1997). La mutacidn puniual en el carboxilo terminal de leucina {L) a glutamato (E) disminuye la
union a tas Gpy(He y col, 1999). Se sugiere que el Na' neutraliza tas cargas negativas del
aspartato (D)} en la regién del carboxilo terminal, esto permite la unidn mas fuerte del PIP2. La
interaccion de! PIP2 con e! canal esta determinada por dos residuos de arginina (R) cargados
positivamente y la isoleucina (1) que es un aminoacido hidrofobico {Logothetis y Zhang, 1999; Ho-
Murrell-Lagnado, 1999 y Zhang y col., 1999).
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IV. CORRIENTES ENDOGENAS EN LOS OVOCITOS

Los ovocitos de la rana de Xenopus faveis es un sistema de expresion
heterdloga ampliamente utilizado en el estudio de las propiedades de los canales
ibnicos y de los receptores. Hasta ahora se han identificado una variedad de
corrientes enddgenas en los ovocitos desfoliculados: una corriente de cloro
activada por calcio (Miledi, 1982), canales de calcio (Dascal y col., 1986), y de
potasio dependientes de voltaje (Lu y col., 1990) y canales activados por presion
(Yang y Sachs, 1990). Con menos frecuencia se expresan en el ovocito otras
corrientes como son: una corriente de cloro no dependiente de calcio (Parker y
Miledi, 1988}, una corriente de sodio (Parker y Miledi, 1987b), una corriente de
potasio saliente que se inactiva lentamente (Parker y Ivorra, 1990) y una corriente
rectificadora entrante de potasio (Baver y col., 1996).

Varios autores (Bauer y col.,1996; Martinez y col., 1999 y Salvador y col.,
2001) describieron las propiedades de una corriente entrante de K endégena que
se expresa en ios ovocitos de la rana de Xenopus javeis, y caracterizaron su
dependencia al voltaje de activacion y de inactivacion y propiedades
farmacologicas. Esta corriente se activa en condiciones hiperpolarizantes con un
potencial de mantenimiento de —20 mV, en una solucion externa de alto K™ (90
mM). Cuando se aumenta la concentracion de K' externa, la amplitud de la
corriente aumenta y el potencial de inversion cambia hacia potenciales mas
positivos. Esta corriente se bloquea parcialmente por Ba' y Cs' (5mM) y TEA
(50mM) mientras que 4-aminopiridina (10mM) no tiene efecto.

Hedin y col., 1996, reportaron que cuando se expresa en los ovocitos de
Xenopus el GIRK1 en ausencia del GIRK4, la corriente resultante es menor en un
80% que cuando se coexpresan ambas proteinas. Si GIRK1 no es capaz de
formar canales homomultiméricos, entonces los canales observados en ausencia
de GIRK4 pueden resultar de la combinacion de GIRK1 con una proteina
endégena de los ovocitos que sea capaz de sustituir a GIRK4. Esa posibilidad se

ha confirmado y la proteina endégena def ovocito se ha denominado Xir {Hedin y

col., 1996).
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Xir se considera como un nuevo miembro de la subfamilia Kir 3 el cual se
ha clasificado como Kir 3.5 (GIRKS). El GIRK5 tiene un tamafo de 1.5 Kb y
codifica para una proteina de 45 kDa con 404 aminoacidos en total. Este canal
posee tres sitios probables de iniciacion de ATG , siendo e! codén en ia posicion
186 el sitio mas probable.

La secuencia de GIRKS y GIRK4 muestran una homologia del 74.9 % a
nivel de aminoacidos. Los ovocitos que expresan GIRK5S en ausencia de GIRK1
muestran una corriente sensible a acetilcolina. Por otro lado, Hedin y col. (1996)
mostraron que en los ovocitos de Xenopus GIRK4 y GIRKS pueden participar
juntos en la formacién de canales de potasio acoplados a proteinas G.
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V. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL.:
EXPRESAR FUNCIONALMENTE EL CANAL DE POTASIO RECTIFICADOR
ENTRANTE GIRKS EN EL SISTEMA DEL BACULOVIRUS
OBJETIVOS PARTICULARES:
1.- Subclonar e! gen del canal GIRKS en un vector para celulas de insecto.
2.- Detectar la expresion del canal en las células de insecto (RT-PCR).

3.- Registrar las corrientes entrantes del canal por el método de patch clamp.

4.- Estudiar la regulacidn del canal por el GTPYS.
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VI. MATERIAL Y METODOS

a) Clonacién del gene del canal GIRK5 de los ovocitos de la rana Xenopus

laveis

Se preparo RNA total a partir de 0.8 g de ovocitos desfoliculados por el metodo de
cloruro de cesio ( Sambrook y col., 1589).

Reaccion de la transcriptasa reversa (RT)

Se tomaron 5 ug de RNA total en 10 pl de volumen final en agua.
Se incub6 a 65 °C por 10 min.

Se enfrid a 4 °C por 5 min.

Para la reaccion de la RT a este RNA se le agrego lo siguiente:

4yl de buffer 5X de RT

2 ul de dNTP's 10 mM (SIGMA)

2 ulde DTT 0.1M (GIBCO)

1 ul de hexameros = 100 pmoles

1 pl de enzima RT GIBCO (200 U/ pl)

Se incubd a 37 °C por 1 hr y a 95 °C por 5 min.

Se agregaron 20 pl de agua (grado Biologia Molecular) para dar un volumen final
de reaccion de 40 pl.

Se guardd esta reaccion de RT a 4 °C y se utilizé durante una semana en las

reacciones de PCR (reaccidn de la polimerasa en cadena).
Reaccion de la PCR

Se disefiaron dos iniciadores basados en la secuencia de aminoacidos por

homologia con el GIRK4. La secuencia de estos iniciadores (GIBCO) fue:
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Iniciador sentido: (5'a 3°) CAT CGT CGA CAT GGC AAG GGA TTT AAG GGT
CTC TAT G. Con el sitio de restriccion de Sal | en la region 5°

Iniciador antisentido: (5'a 3') GAA ATG TAT CAA TGT TTT TCT GCA GTC AGT
CTG GCT GTG. Con el sitio de restriccion de Pst | en la region 3°

34 ul de agua BM (grado Biologia Molecular)

5 ul de buffer 10X para la enzima Taq polimerasa {GIBCO)
1.5 ul de cloruro de magnesio 50 mM

1wl de dNTP’s 10 mM (SIGMA)

2 pf de iniciador sentido 10 pM

2 ul de iniciador antisentido 10 uM

0.5 pl de Tag polimerasa GIBCO (5U/ ul)

4 pl de cDNA de la reaccion de RT

50 pl volumen final de la reaccién de PCR

La reaccidn de PCR se hizo en un termociclador 2400 (Perkin Elmer). Se utilizo

el programa siguiente:

1. 94 °C 5 min.

2.94°C 1 min.

3. 54 °C 1 min.

4.72°C 1 min.y 30 seqg.

5.72°C 10 min.

6.4°C

del inciso 2 al 4 se repitieron por 40 ciclos.

Se utilizaron 10 pl de la reaccion de PCR para identificar las bandas amplificadas

en un gel de agarosa {(ver apéndice).
Por pesa se identificé la banda que correspondia al canal GIRKS. Se corrieron 80

ul de la reaccion de PCR para purificar la banda del canal a partir del gel de
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agarosa (ver apéndice). Posteriormente, se digirié con las enzimas de restriccién
Sat | y Pstl en la reaccion siguiente:

5 ul del buffer No. 2 10X (GIBCO)

44 pl del fragmento purificado

1.5 ul de 1a enzima de restriccion Sal | 10 U/l (GIBCO)

1.5 ul de la enzima de restriccion Pst | 10 U/l {GIBCO)

52 pt volumen final de la reaccidn (por duplicado)

Seincubd a 37 °C por 2 hr

Se agregaron 6 ul de buffer de corrida para DNA.

Se corrié la digestion en un gel de agarosa (12 pl digestion/carril).

Se purificaron las bandas de DNA a partir del gel de agarosa con et kit “concert gel
extraction system” (GIBCO).

Al final se obtuvieron 50 pl de DNA del canal ya purificado y se corrieron 5 pl de

este en un gel de agarosa para cuantificar la cantidad del DNA presente.

Subclonacién del gene del canal GIRKS en el vector pBF para la expresion en

los ovocitos
La banda se subclond en los sitios de restriccion de las enzimas Sal | y Pst | del

vector pRSSP6013A3-UWE (pBF), para su expresién en ovocitos. Se hizo la

reaccidn siguiente:

245 yl de agua BM

3.5 pl del buffer No. 2 10X (GIBCO)

4 pl de DNA det vector (2 pg)

1.5 ul de la enzima de restriccion Sal | (GIBCO)
1.5 pl de la enzima de restriccion Pst | (GIBCO)
30 pl volumen final de la reaccién (por duplicado)

35l volumen final de reaccion
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Se incubd la reaccion a 37 °C por 2 hr
Se purifico el vector a partir del gel de agarosa (ver apéndice}.
Para evitar que el vector se volviera a recircularizar se llevo a cabo la reaccion de

desfosforilacién siguiente:

27 pl del vector purificado
3 pl del buffer 10X para la enzima
1pl de la enzima fosfatasa alcalina 1U/pl (New England Biolab)

31 pl volumen final de reaccion {por duplicado)

Seincubd a 37 °C por 1 hr

Se agregaran 6 ul de buffer de corrida para DNA.

Se corrid la digestion en un gel de agarosa (12 pl digestion/earrit}.

Se purificaron las bandas de DNA a partir del gel de agarosa con el kit “concert gel
extraction system” (GIBCO}.

Al final se obtuvieron 50 ul de DNA del vector ya purificado y se corrieron 5 pl de

éste en un gel de agarosa para cuantificar la cantidad de DNA presente.

Reaccion de ligacion
Una vez que se obtuvo el DNA del canal y del vector {cortados con las enzimas de
restriccién adecuadas) se procedi6 a ligarlos. Esta reaccion de unir DNA lo lleva a

cabo la enzima T4 DNA Ligasa en la reaccion siguiente:

2.5 ul buffer para la enzima 10X

2.5 ul ATP 10 mM

1 ul enzima de ligacion T4 DNA Ligasa (1 U/ul) ( Roche)

Diferentes proporciones de DNA del vector y del canal: 1:1, 1:3y 1:6

Una cantidad de agua BM variable para completar una reaccion de ligacién

final de 25 pl.
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Se incubd la ligacién toda la noche a temperatura ambiente.

Al dia siguiente se llevd a cabo la transformacion de estas reacciones de ligacion
en células competentes.

La transformacion con tas células competentes DH5u«  se hizo como se describe en
el apéndice.

Al final se plaquearon las cajas de agar con medio LB para las reacciones de
ligacién y para los controles necesarios.

Se incubaren las cajas a 37 °C toda la noche.

Se contd el numero de colonias de bacterias que crecieron en cada caja.

Se seleccionaron 4 colonias individuales transformadas con ef gene del canal y se
crecieron cada una en 5 m! de medio LB con ampicilina 100 pg/mi.

Se incubaron toda la noche a 37 °C con agitacion.

Minipreparacion de DNA por el método de lisis alcalina

Se hizo la preparacién de DNA con los cultivos bacterianos, por el método de lisis
alcalina (ver apéndice).

Al final se obtuvieron 40 pl de DNA para cada colonia y se corrid 1 pl en un gel de
agarosa.

Por ofra parte se utilizo 1 pl de este DNA para hacer una digestion con las
enzimas de reslriccion adecuadas, para ver gue el gene del canal GIRKS se
hubiera insertado en el vector.

lLa reaccion fue la siguiente:

9 ul de agua grado BM

2 ul del buffer 10X del No. 2 (GIBCO)
1.5 ul de DNA de cada colonia

1ul de la enzima Pst | 10 U/ul (GIBCO)
1 ul de la enzima Sal 1 10 U/l (GIBCO)
1 ul de la enzima RNasa 10 mg/ml

15.5 ! volumen final de reaccién
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Se hicieron varios ensayos con diferentes enzimas de restriccion para saber si el
gene del canal se encontraba insertado en el vector en sentido o en atisentido.

La reaccién fue la siguiente:

14.5 pl de agua grado BM

2 ul del buffer 10X correspondiente

0.5 ul de DNA de cada colonia

1-2 pl de la enzima correspondiente 10 U/l (GIBCO)
1 pl de la enzima RNasa 10 mg/ml

20 pl volumen final de reaccién

Seincubd a 37 °C1.5hr

Se corrieron las digestiones en un gel de agarosa (ver apéndice).

Maxipreparacion de DNA con las columnas de Qiagen

Una vez que se encontrd el DNA de la colonia que contenia insertado el gene del
canal en la direccién correcta, se escogit esta colonia para preparar una mayor
cantidad de DNA. Al final se obtuvieron 800 pul de DNA a una concentracién de 0.6
ug/ul para dar un total de 490 pg.

Esta preparacion se hizo con el kit Qiagen {Plasmid Maxi Kit 25) (ver apéndice}).

Secuenciacion
Con este DNA y con los iniciadores sentido y antisentido se mando a secuenciar el

canal por el método automatizado (AB1 Prism 310, Perkin Elmer).

b) Subclonacion del gene del canal GIRK5 en el vector pBB4 para su

expresiéon en células Sf21

El DNA del canal GIRK5 se encontraba clonado en el vector pBF para su

expresion en ovocitos de la rana de Xenopus laevis. El primer paso en la
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realizacion de este trabajo fue el de subclonar el canal en el vector pBB4 para la

expresion en células de insecto 521,

Purificacion de DNA del canal GIRKS5 y dei vector pBB4
Todos los geles de agarosa que se utilizaron en esta parte del proyecto fueron al 1
% en TBE 1X {ver apéndice).

i) EI DNA del canal se encontraba acotado por los sitios de restriccion de Sal | en
el extremo 5" y de Pst | en el extremo 3'. Se hizo la digestién de 2 ug de DNA del

canal para poder liberarlo en la reaccidn siguiente:

20 pl de agua grado BM

3 pl del buffer No. 2 10X (GIBCO)

3.5 pl de DNA GIRKS5 (0.6 pg/pl)

1.5 ul de la enzima de restriccion Sal | 10 U/ul (GIBCO)
1.5 ul de la enzima de restriccion Pst | 10 Uil {(GIBCO)

30 ul volumen final de |a reaccién {por duplicado)

Seincubd a 37 °C por 2 hr

Se agregaron 6 pl de buffer de corrida para DNA.

Se corrié ia digestion en un gel de agarosa (12 ul digestién/carril).

Se purificaron las bandas de DNA a partir del gel de agarosa con el kit "concert gel
extraction system” (GIBCO).

Al final se obtuvieron 50 pl de DNA del canal ya purificado y se corrieron 5 pl de

este en un gel de agarosa para cuantificar la cantidad de DNA presente.

iy Para poder ligar ¢l DNA del canal con el vector pBB4 se digirié a este en el
extremo 5°con la enzima de restriccion Xho | que presenta exfremos cohesivos
con la enzima Sal | del canal. Por el extremo 3'se digirid al vector con la misma
enzima Pst | que ya se habia digerido el DNA del canal. De tal modo que la

n el extremn 5'8Sal If Xho 1 v en el extremo 37 Pst If Pst | canal v

linacion fue
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veclor respectivamente. Se hizo la digestion de 2 ug de DNA det vector pBB4 en la

reaccion siguiente:

20.5 pl de agua grado BM

3 ul del buffer No. 2 10X (GIBCQ)

3.5 pl de DNA del vector (0.6 pg/pl)

1.5 pl de la enzima de restriccion Xho | (GIBCO)
1.5 pl de |la enzima de restriccion Pst{ (GIBCO)

30 pl volumen final de la reaccidn (por duplicado)

Se hicieron los controles para verificar la actividad de cada enzima de restriccion

por separado en la reaccién siguiente:

7 pl de agua grado BM

1 pl del buffer No. 2 10X {GIBCO)

1 pl de DNA del vector

1 pl de la enzima de restriccion Xho | (GIBCO)

10 pl volumen final de la reaccion

Se hizo la misma reaccian pero con la enzima de restriccion Pst (.

Se incubaron las reacciones a 37 °C por 2 hr

Se inactivé la actividad de las enzimas por temperatura a 65 °C por 15 min.

A las reacciones de digestion sencillas se les agregaron 2ul de buffer de corrida
para DNA y se corriercn en un gel de agarosa.

Para evitar gue el DNA de! vector se volviera a recircularizar se llevd a cabo la
reaccién de desfosforilacion. En la reaccién doble de ligacién se le agregaron 2
de la enzima fosfatasa alcalina 1 U/p! (New England Biolab).

Se incubd a 37 °C por 30 min.

Se agregaron otros 2 pif de la enzima Fosfatasa alcalina.

Se incubd a 37 °C por otros 30 min.
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Se agregaron 6 pl de buffer de corrida para DNA.

Se corrio 1a digestién en un gel de agarosa (12 pf digestion/carril}).

Se purificaron las bandas de DNA a partir del gef de agarosa con el kit “concert gel
extraction system” (GIBCQO).

Al final se obtuvieron 50 ul de DNA del vector ya purificado y se corrieron 5 ul de

este en un gel de agarosa para cuantificar la cantidad de DNA presente.

Ligacién de DNA del canal GIRKS al vector pBB4

E! DNA purificado del canal y del vector se ligaron en la reaccion siguiente:

2.5 ul buffer para la enzima 10X

2.5yl ATP 10 mM

1 pl enzima de ligacién T4 DNA Ligasa (1 U/ul) { Roche)

Diferentes proporciones del DNA del vector y del canal: 1:1, 1:3y 1:4

Una cantidad de agua variable BM, para completar una reaccién de ligacién

final de 25 pl.

Se incubd a ligacién toda la noche a temperatura ambiente.

Al dia siguiente se llevo a cabo la transformacién de estas reacciones de ligacion
en células competentes.

La transformacion con las células competentes DH5«  se hizo como se describe en
el apéndice.

Al final se plaquearon las cajas de agar con medio LB para las reacciones de
ligacién y para los controles necesarios.

Se incubaron las cajas a 37 °C toda la noche.

Se conto el numero de colonias de bacterias que crecieron en cada caja.

Se seleccionaron 9 colonias individuales transformadas con el DNA del canal y se
crecieron cada una en 5 ml de medio LB con ampicilina 100 pg/mi

Se incubaron toda la noche a 37 °C con agitacion.

Al dia siguiente se hizo ia preparacion de DNA por el método de lisis alcalina {ver
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Mini-preparacién de DNA por el método de lisis alcalina

La preparacion de DNA por el método de iisis alcalina se hizo como se describe
en el apendice. Con el DNA que se obtuvo de cada colonia y con la ayuda de las
enzimas de restriccion, se determind cuales fueron las colonias de bacterias que
incorporaron al plasmido que tenia insertado e} gene del canal.

Al final se obtuvieron 40 pl de DNA para cada colonia y se corrid 1 pl en un gel de
agarosa. Por otra parte, se utilizo 1 ul de este DNA para hacer una digestion con
las enzimas de restriccién para ver que el DNA del canal GIRK5S se hubiera
insertado en el vector pBB4.

La reaccion fue la siguiente;

14 ul de agua BM

2 ul del buffer 10X del No. 1

1 ul de DNA de cada colonia

1u! de la enzima Nhe | 10 U/ul (GIBCO)
1 pt de la enzima Pst 1 10 U/ul (GIBCO)
t ul de la enzima RNasa 10 mg/ml

20 pl volumen final de reaccion

Se hizo una doble digestiéon con Sca | y Pst ! para saber si el DNA del canal se
encontraba insertado en el vector en sentido o en atisentido. Si el canal se
encontraba en sentido deberiamos de esperar dos bandas una de 3862 pb y otra
de 1738 pb. Si el canal se encontrara en antisentido deberiamos de esperar dos
bandas una de 2938 pb y otra de 2662 pb.

La reaccion que se hizo fue la siguiente;

14 ul de agua BM

2 ul del buffer 10X del No. 1

1 pl de DNA de cada colonia

1pl de la enzima Sca | 10 U/nl (GIBCO)
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1 ul de la enzima Pst 1 10 U/ul {GIBCO)
1 ! de la enzima RNasa 10 mg/ml

20 gl volumen final de reaccion

Seincubd a 37 *C 1.5 hr

Se corrieron las digestiones en un gel de agarosa.

Maxipreparaciéon de DNA con las columnas de Qiagen
Una vez que se encontrd la colonia que contenia insertado el DNA del canal en el
vector y en direccion en sentido, se escogio esta colonia para preparar una mayor

cantidad de DNA.
Esta preparacion se hizo con el kit Qiagen (Plasmid Maxi Kit 25).

Al final se obtuvieron 500 p! de DNA a una concentraciéon de 2 ugful para dar un
total de 1000 pg. Se hicieron las digestiones de este DNA con las enzimas de
restriccién Nhe If Pst | y Sca If Pst | para comprobar la orientacion del DNA del

canal.

Secuenciacion

Se mando a secuenciar el DNA de! canal con los iniciadores sentido y antisentido
que se utilizaron para clonar al canal por el método autoratizado (AB1 Prism 310,
Perkin Elmer). Este DNA fue el que se utilizd para la produccion del DNA

recombinante del canal
¢) Purificacion del DNA recombinante en las células de insecto $f21

Para mantener el cultivo de las células de insecto Sf21 estas se cultivaron en

medio liguido a una densidad de 0.7 X 10° células por ml de medio Grace's {ver

apéndice) y a una temperatura de 28 °C.
Para lodos los experimentos descritos a conlinuacion se utilizaron células Sf21

crecidas en medio Grace’s completo y se mantuvieron a una temperatura de 28

°C, a menos que se especifique.
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Todos los residuos de virus siempre se inactivaron en una solucion desinfectante

de cloro.

Cotransfeccion del DNA viral y del DNA del canal GIRKS

i) Formacion de los liposomas

En un tubo Eppendorf se mezclaron 10 ul de lipofectina (GIBCO BRL) con 5 ul de
agua esteril.

En un tubo Eppendorf se mezclaron 100 ng de DNA lineal del virus AcMNPV
{Bac-N-Blue de Invitrogen) con 0.5 pg de DNA del canal GIRKS. En otro tubo
Eppendorf, se hizo lo mismo para 1 ung de DNA del canal.

En un tubo Eppendorf se mezclaron 6 pl de la mezcla de lipofectina con 6 pl de la
mezcla del DNA del virus y del canal.

Se incubaron a temperatura ambiente 15 min. (formacién de lipasomas).

ii) Cotransfeccion

Se sembraron 4 cajas de Petri de 35 mm con 1.5 X 10° células. Se esperaron 2 hr
para que las células se adhirieran al plato.

Se lavaron las cajas dos veces con 2 ml de medio Grace’s sin suero y sin
suplementos.

Al final se agrego 1 ml de este medio en cada caja.

Se agregaron los liposomas virus/0.5 ug de DNA de GIRK5 a una de estas cajas y
virus{1 pg de DNA de GIRKS a otra caja. Las otras dos cajas se utilizaron como
controles.

Se incubaron por 6 hr

Se agregd 1 ml de medio Grace's.

Se incubaron por 8 dias.
Se recuperot el medio de cada caja; este contiene una mezcla de virus silvestre y

recombinante. Se guardé a 4 °C protegido de la luz. E siguiente paso fue el de

separar estos dos virus por ensayo de placa.
Para comprobar que la cotransfeccién funciond bien, a la monacapa de células

gue se quedaron en e! plato se les agregd 1 ml de medio Grace’s y 20 pl de X-gal
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(2% en metil-formamida, guardar a -20 °C). Si la cotransfeccion funciond bien los

platos tienen que tefiirse de azul.

Ensayo de placa

La cotransfeccidn que se utilizé para este ensayo de placa fue la de virus/ 0.5 pg
de DNA de GIRK5. Se hicieron diluciones en serie con 1ml de medio Grace's
desde 107 hasta 107°

Se sembraron 7 cajas de 35 mm con 1.5 X 10° céiulas. Se esperaron 2 hr para
gue las células se adhirieran al plato.

Se aspird el medio de cultivo de cada caja.

Se agregaron 300 pl de cada dilucién del virus a un plato de células.

Se incubaron por1 hr con agitacion manual cada 10 min,

Se aspiré el medio de cada caja con mucho cuidado.

Se agregaron a cada caja 2 ml de agarosa al 3 %/ medio Grace's {dilucién 1:1)
gota a gota alrededor de la caja. Se esper6 hasta que la agarosa solidificara.

Se agrego 1 ml de medio Grace's a cada caja y se cubrieron estas alrededor con
parafilm.

Se incubaron por 4 dias.

Se agregaron a cada caja 20 pl de X-Gal y se volvieron a incubar per 3 dias,

Se picaron 5 placas individuales azules con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril.
Cada placa se incub6 en un pozo (caja multipozos de 12) con 0.5 X 10° células en
2 ml de medio Grace’s,

Se incubaron por 6 dias.

Se agregaron 20 ul de solucidn de X-gal a cada pozo que contenia a la placa. En 1
hr se desarroli6 el color azul deseado en los pozos.

Se recuper6 el sobrenadante de las 5 placas y se guardd a 4 °C en oscuridad.

Amplificacién del stock del virus
. Se amplificaron los stocks de virus de la placa 1y 2.
Se sembraron 2 cajas de Petri de 60 mm con 2 X 108 células.
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Se tomaron 20 i del stock de virus de fa placa 1 y 2 y se agregaron por separado
a cada caja de células,

Se incubaron por 9 dias.

Se colectd el sobrenadante de cada caja y se guardo a 4 °C protegido de Ia luz.

Con este stock de virus se hizo Ia titulacidn del virus.

Titulacién del virus

Para la titulacion del virus se utilizé el ensayo de placa descrito anteriormente.

Se utilizaron las diluciones de 10 ™ a 10 ~® del stock del virus de la placa 1.

Se incubaron las cajas por 6 dias.

Se agregaron 20 pl de X-gal a cada caja.

Dos dias después se contaron el nimero de placas azules de cada caja. Con
estos resultados se calculd la MOI (multiplicidad de infeccién) del virus para poder
utilizarlo en la infeccién de fas células Sf21 para los registros electrofisiologicos.

d) Comprobacién por PCR de la produccion del DNA recombinante del canal
GIRKS

Se sembraron cajas de plastico de 100 mm con 8 X 10° células Sf21. Después de

2 hr se infectaron con el virus correspondiente:

2 cajas de células 5f21 se utilizaron como control sin infectar
2 cajas se infectaron con el virus recombinante del DNA del canal GIRKS
2 cajas se infectaron con el virus recombinante del DNA del receptor BK
(bradicinina)
Se incubaron por 72 hr a 28 °C,
Se preparod el RNA total de cada una de las condiciones por el método de trizol

{ver apéndice).

Reaccidén de la RT
Se hizo la reaccion de la transcriptasa reversa con este RNA para cada caso,
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Se tomaron 5 g de RNA total en 10 ui de volumen final en agua.
Se incubd a 65 °C por 10 min.

Se enfrié a 4 °C por 5 min.

Para la reaccién de la RT a este RNA se le agrego lo siguiente:

4 pl de buffer 5X de RT

2 ul de dNTP’s 10 mM (SIGMA)

2 plde DTT 0.1M (GIBCO)

1 pl de hexameros = 100 pmoles

1 pul de enzima RT GIBCO (200 U/ )

Se incubd a 37 °C por 1 hr y a 95 °C por 5 min,

Se agregaron 20 ul de agua BM para dar asi un volumen final de reaccién de 40
pl.

Se guardé esta reaccion de RT a 4 °C y se utilizé durante una semana en ias

reaccicnes de PCR (reaccion de la polimerasa en cadena).

Reaccion de ia PCR
Con los iniciadores sentido y antisentido con los gque se clond el gene del canal se
hizo la PCR. Se hizo la reaccion para cada una de las condiciones de infeccion y
de las células control sin infectar. La reaccion fue la siguiente:

34 ul de agua BM

5 ul de buffer 10X para la enzima Taq polimerasa

1.5 ul de cloruro de magnesioc 50 mM

1 ul de NTP's 10 mM

2 pl de primer up 10 pM

2 pl de primer low 10 pM

0.5 ul de taq polimerasa GIBCO (5U/ plj

4 il de cDNA de la reaccion de RT

50 pl volumen final de la reaccion de PCR
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La reaccidon de PCR se hizo en un termociclador 2400 (Perkin Eimer). Se utilizo
el programa siguiente:

1. 94 °C 5 min.

2. 94 °C 1 min.

3.54°C 1 min.

4.72°C 1 min. y 30 seq.

5.72°C 10 min.

6.4 °C

del inciso 2 al 4 se repitieron por 40 ciclos

Se utilizaron 10 pl de la reaccion de PCR para identificar las bandas amplificadas

en un gel de agarosa (ver apéndice).
e) Registros electrofisiologicos

Infeccién de las células Sf21 con el DNA recombinante del canal GIRK5

Para los registros de las corrientes del canal se sembraron cajas de Petri de 35
mm a una densidad de 0.7 X 10° células. Se infectaron con el virus a una MOI de
5. Se incubaron las células a 28 °C y la actividad del canal se registré 48 hr

después de infectadas.

Condiciones de registro

La expresion del canal se determind mediante el registro de las corrientes
entrantes por la técnica de fijacion de voltaje (patch clamp), (Hamill y col., 1981)
en su modalidad de celula entera (whole cell). Los sellos de alta resistencia (1-3
GQ2) para estas células se alcanzaron por la aplicacion de succién. Los electrodos
tuvieron una resistencia entre 2.5 y 3 MQ en la solucién de registro. Se aplico un
protocolo de pulsos de voltaje de — 160 a +30 mV en intervalos de 12 y un
potencial de mantenimiento de —10 mV. Las corrientes fueron registradas con un
amplificador para patch clamp Axopatch 200A, filtradas a 15 KHz y digitalizadas a

34



12.5 KHz. El registro de las corrientes se guardé directamente en el disco duro de

la computadora a través de la interfase Digidata 1200 de Axon Instruments.
Soluciones de registro:
Todos los reactivos que se utifizaron para las soluciones de registro fueron de la

marca SIGMA.

Solucion de registro intracelular:

[(mM}
aspartato de potasio 145
cloruro de magnesio 2

EGTA  (etilenglicol-bis  (B-| 2
aminoetileter) N,N,N",N"-acido
tetraacético)

MES (2-[N-morfolino] &cido | 10

etanasulfénico)

Ajustado a un valor de pH de 6.2 y una osmolaridad de 350 mOsm (ajustado con
manitol). En los ensayos donde se utilizé GTPYS la concentracion final fue de 100
pM.

Solucion de registro extracelular.

[mM]
aspartato de potasio 145
cloruro de magnesio 2
cloruro de calcio 2
MES 10

Ajustado a un valor de pH de 6.2 y una osmolaridad de 350 mOsm.
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Solucion de registro extracelutar de bajo potasic.

(mM)
aspartato de potasio 50
cloruro de magnesio
cloruro de calcio 2
MES 10

Ajustado a un valor de pH de 6.2 y una osmolaridad de 350 mOsm.
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VIl. RESULTADOS
a) Clonacion del gene del canal GIRK5

Purificacién de la banda de DNA¢ del canal

Se hicieron los ensayos de RT-PCR (transcriptasa reversa-reaccion de la
polimerasa en cadena) utilizando diferentes condiciones experimentales. Se
encontrd la combinacion adecuada de estas condiciones donde se obtuvo la
banda deseada (ver materiales y métodos).

La banda que se encontrd de 1200 pb (pares de bases) aproximadamente,
por peso correspondia al canal GIRKS que se trataba de clonar (figura 3A). Se
purificé ia banda a partir del gel.de agarosa (figura 3B).

A B
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Figura 3. Purificacién de la banda de DNAc del canal GIRKS. Gel de
agarosa para DNA. 3A. Carril 1) Marcador A/ Hind Il y $ X174 RF DNA/ Hae lll; 2
a 5) 10 ul de la reaccion de PCR/ carril. 3B 1) Marcador A/ Hind lil y ¢ X174 RF
DNA/ Hae lIl; 2 a 10) 10 ul de la reaccién de PCR/ carril (espacic donde se cortd la
banda de 1200 pb).
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El DNA del vector pBF y la banda de DNA del canal que se obtuvo por PCR
se digirieron con las enzimas de restriccion correspondientes y se ligaron y
transformaron en las células competentes (ver Material y Métodos). El peso del
vector y del canal fueron de 3000 y de 1200 respectivamente (figura 4).

Figura 4. Fragmentos de DNA del vector pBF y del canal GIRKS para la
ligacidn. Gel de agarosa. Carril 1) Marcador A / Hind lll y ¢ X174 RF DNA/ Hae
Il; 2 y 3) 5 y 10 pl respectivamente de la purificacion del vector; 4 y 5) 5y 10 pl
respectivamente de la purificacion del canal GIRKS.

En la reaccidn de ligacion y transformacién del DNA del vector y del canal
se obtuvieron las colonias bacterianas. De éstas bacterias transformadas se hizo
una mini-preparacién de DNA. Mediante ensayos con diferentes enzimas de
restriccion se verificd que el DNA del canal se encontraba insertado en el vector y
en direccion correcta (ver Material y Métodos).

Se selecciond una de estas colonias bacterianas y se hizo la purificacién de
DNA con un mayor grado de pureza (columnas Qiagen). Al final se obtuvieron 500
ul de DNA a una concentracién de 0.6 pg/ul es decir 400 ug totales.

Una - muestra de este DNA se secuencid manualmente con el kit de la
termosecuenasa de Amersham. También se secuencidé por el método

automatizado (AB1 Prism 310, Perkin Elmer).
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Secuenciacion

Con la secuencia de bases se hizo el alineamiento de la secuencia de
aminoacidos del canal que se clond (ver alineamiento en la pagina siguiente). Se
comparé esta secuencia con la previamente reportada {Hedin y col.,1996). Se
encontro que el DNA del canal GIRKS que se clond de los ovocitos de la rana de
Xenopus faveis, corresponde a una version truncada de! gene correspondiente.
Por consiguiente nuestro clon en realidad corresponde a un canal GIRK5A25.

Los resultados obtenidos muestran la clonacion del DNA del canal con 25
aminoacidos mas corto hacia la region amino terminal.

El gene de este canal presenta tres sitios probables de iniciacién pero no se
sabe si el ovocito expresa las tres isoformas y si son funcionales como homo o
heteromultimeros.

Las otras dos isoformas tienen 20 y 25 aminoacidos mas respectivamente,
hacia la region amino terminal.

Se encontraron 4 diferencias en la secuencia de aminoacidos entre el
GIRKS clonado en 1996 (Hedin y col.) y el GIRK5A25. En ¢! asa entre la region de
M1 y H5 en la posicion 156 la asparagina (N) cambio por una isoleucina (1). En la
regién M2 en la posicion 187 la isoleucina (1) cambio por una treonina (T). En la
region intracelular en el carboxilo terminal la leucina (L) 417 cambidé por una
arginina (R} y no se encontrd en este canal la glicina {G) 418.

Para comprobar que estas diferencias no se debieran a errores técnicos se
hicieron experimentos control. Se preparé independientemente el RNA total de 3
ranas diferentes.

Se compararon las secuencias de aminoacidos de estas ranas con ef canal
GIRK5A25 y resultaron exactamente iguales. Estos resultados sugieren que el

gene del canal GIRKS presenta polimorfismo.

39



1 60

GIRKSA25 L ARDLRVSMNQDLKVDITPKKLPKQAREDPKRSID
GIRKS MIPERMAPSPQWKRLYESPQLIQTIMARDLRVSMNGDLKVDITPKKLPKOAREDPKRSID
61 120
GIRKSA2S RTHLLFEHKKPRQRYMEKDGKCNVHHGNVKETYRYFSDLFTTLVDLKWHFSLFIFTLVYT
GIRKS RTHLLFEHKKPRQRYMEKDGKCNVHHGNVKETYRYFSDLFTTLVDLKWHFSLFIFTLVYT
121 180
GIRK5A25 VTWLFFGLIWWLIAYIRGDLDHLGDKNWVPCVENLIGFVSAFLFSIETETTIGYGYRVIT
GIRKS VTWLFFGLIWWLIAYIRGDLDHLGDKNWVPCVENLNGFVSAFLFSIETETTIGYGYRVIT
181 Mi H5 240
GIRKS5A25 EKCPEGTVLLLVQAILGS I VNALMVGCMFVKISQPKKRAETLMFSNNAVISLRDGKLCLM
GIRKS EKCPEGIVLLLVQATLGSTVNALMVGCMFVKISQPKKRAETLMFSNNAVI SLRDGKLCLM
241 M2 300
GIRKS5A25 FRVGDLRSSHIVEASTRAKLIKSKQTKEGEFIPLNQTDINVGFDTGDDRLFLVSPLIISH
GIRKS FRVGDLRSSHIVEASIRAKLIKSKQTKEGEFIPLNQTDINVGFDTGDDRLFLVSPLIISH
ol 360
GTRK5A25 EINEKSPFWEMSRTQLEIEEFEIVVILEGMVEATGMTCQARSSYVDSEVLWGHRFIPVLT
GIRKS EINEKSPFWEMSRTQLEIEEFEIVVILEGMVEATGMTCOARSSYVISEVLWGHRFIPVLT
3el 420
GIRKS5A2S LEXGFYEVDYTTFHDNYETPTPSCSAKELKEIQHGEQVLEHTYTGQRKNSAONGAPR SE
GIRKS LEKGFYEVDYTTFHDNYETPTPSCSAKELKEIQHGEQVLHHTY TGQRKNSAQNGAPLGSE
421 429
GIRKSA25 DLNRRTQFD
GIRKS DLNRRTQPD

Comparacion entre la secuencia de aminoacidos del canal GIRK5
previamente reportado (Hedin y col.,1996) y el canal GIRK5A25 clonado. En negritas
se muestran las 4 diferencias entre ambas secuencias. En el asa entre la region de M1y
H5 en la posicién 156 la asparagina (N} cambio por una iscleucina (l). En la region M2 en
la posicion 187 la isoleucina {I) cambio por una treonina {T). En el carboxilo terminal la
leucina (L) 417 cambio por una arginina (R) y no se encontrd en este canal la glicina (G)
418.
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b) Subclonacién del DNA del canal GIRK5A25 en el vector de expresion para

las células de insecto

Lo primero que se hizo fue liberar el DNA del canal GIRK5A25 del vector
pBF con ias enzimas de restriccion. EI DNA del vector pBB4 v la banda de DNA
del canal se digirieron con las enzimas de restriccion correspondienites y se ligaron
y transformaron en las células competentes {ver Material y Métodos). El pesoc del
DNA del vector y del canal fueron 4800 y de 1200 respectivamente (figura 5).

o 1_2 3 4§
W <+—2800
EXT
Bk o —m
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Figura 5. Fragmentos para la ligacién del DNA del canal y del vector.
Gel de agarosa. Carriles 1) Marcador A / Hind lII: 2 y 3 vector pBB4 5 pldela 12y
2% purificacién; 4 y 5 canal GIRKS5 5 pl de la 12 y 22 purificacion.

En la reaccion de ligacidn y transformacion del DNA del vector y del canal
se obtuvieron las colonias bacterianas. De éstas bacterias transformadas se hizo
una mini-preparacion de DNA. Mediante ensayos con diferentes enzimas de
restriccion se verific que el DNA del canal se encontraba insertado en el vector y
en direccion correcta (ver materiales y métodos).

Se selecciond una de estas colonias bacterianas y se hizo la purificacién de
DNA con un mayor grado de pureza {columnas Qiagen).

Una muestra de este DNA se mando a secuenciar por el método
automatizado (AB1 Prism 310, Perkin Eimer).

La secuencia del DNA del canal GIRK5A25 subclonado en el vector pBB4

de celulas de insecto corresponde al canal original. No se observé ningtin cambio
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en la secuencia de bases. Por consiguiente, no hubo cambio en la secuencia de

aminoacidos al subclonarlo en otro vector.
c) Purificacion del DNA recombinante

En la cotransfeccidn del DNA del canal y del virus la concentracion mas
adecuada del canal fue 500 ng.

Se utilizé el sobrenadante de esta cotransfeccién para el ensayo de placa.
Se hicieron diferentes diluciones de este sobrenadante y se contaron el nimero de
placas que se formaron en cada caso (ver Materiales y Métodos).

De! virus amplificado de una placa viral se hizo la titulacién, con la ayuda
del ensayo de placa.

Se utilizé Ia dilucion 10% y se calculs la MOI (multiplicidad de infeccion} del
virus recombinante. Se calcularon los mi de indculo del virus necesarios para
infectar las células de insecto Sf21.

En la figura 6A se muestra en resumen toda la metodologia que se utilizd
para producir el DNA recombinante del canal GIRKS en las células de insecto
Sf21.

d) Comprobacién por PCR de la produccién del DNA recombinante del canal
GIRK5

Para la comprobacién de que el virus recombinante contenia el mensaje
para la produccion del gene del cana! GIRKS se hicieron los ensayos de RT-PCR,
se utilizaron los iniciadores 5° y 3" especificos para amplificar el DNA det canal
GIRKS.

Se utilizd el RNA total de células de insecto Sf21 sin infectar e infectadas
con el DNA del virus recombinante del canal. Como control de infeccion se utilizé
el DNA del virus recombinante del receptor a bradicinina.

Como se puede ver en la figura 6B, se observa la banda de 1200 pb que
corresponde al DNA del canal GIRKS en las células Sf21 infectadas con el virus

recombinante. Se observa una banda similar ai controf positivo de PCR que es ei
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Vector + Gandel canal GIRK5A2S
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AcMNPV DNA
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Recombinacion +
Ensayo de placa

Seleccién del ONA recombinante

\

DNA recombinante .
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Figura 6. Produccion del DNA recombinante (A). Subclonacion del DNA del canal
GIRK5A25 en el vector pBB4, cotransfeccion, amplificacién y purificacion del DNA
recombinante. Comprobacion por PCR (B). Carril 1) Marcader A/ Hind Hl y ¢ X174 RF DNA/
Hae III: 3) control de amplificacion vector pBF/GIRKS5; 5) células de insecto Sf21 sin infectar;
7) céluias de insecto infectadas con &l DNA recombinante do GIRKEA25, ©) ctlulas de
insecto infectadas con el DNA recombinante del receptor a bradicinina; 10) control negativo
de amplificacion. Gel de agarosa para DNA.
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DNA del canal ligado al vector de expresién para ovocitos. Lo anterior muestra que
el virus recombinante infecta a las células de insecto, de tal forma que se pueden
utilizar estas celulas para los registros electrofisiologicos.

En los controles negativos: células Sf21 sin infectar: células $f21 infectadas
con el virus rececombinante para el receptor de bradicinina y el control negativo de

la PCR no se abserva ninguna banda.

e) Registros electrofisioldgicos

La actividad del gene del canal se determiné por las corrientes entrantes
medidas con la tecnica de fijacién de voltaje (patch clamp), en su modalidad de
célula entera {whole cell).

En la figura 7A podemos observar e! tipo de corrientes que se presentan en
las células de insecto Sf21 sin infectar (control). En los registros sin GTPYS (-) se
obtuvieron 150 *75 pA y con GTPYS (+) 200 =50 pA a —160 mV, n= 6, no se
observan corrientes entrantes ni salientes significativas. Se realizé un protocolo de
pulsos de —160 a +30 con intervalos de 12 mV para determinar la relacién de
corriente en funcién del voltaje (I-V). Por lo anterior, el sistema de expresion del
baculovirus en las células de insecto es un buen sistema para poder medir las
corrientes entrantes de potasio del canal GIRK5A25.

En la figura 7B, se observa que en las células de insecto SF21 infectadas
con el DNA recombinante del canal GIRK5 sin GTPyS (-), se observa corriente
entrante de 180 * 45 pA que es indistinguibie de las células control sin infectar, En
el caso de estas mismas células, pero registradas con GTPyS (+) se observa un
nivel de corriente entrante mayor 1600 * 280 pA a — 160 mV, n=7. En presencia
de GTPyS se observa un aumento aproximado de 8 veces en el nivel de corriente
entrante.

Lo anterior sugiere que ia actividad de este canal es dependiente de |a
disociacién de las proteinas G endégenas de las células de insecto.

Se hizo el ensayo de la actividad del canal dependiente de GTPYS en el

tiempo (curso temporal de un experimento representativo, figura 8).
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Figura 7. Registro de las corrientes entrantes en células de insecto $£21. Células control sin infectar (A). Células

9 infectadas con el virus recombinante del canal GIRK5A25 (B). Registro de |as corrientes por 1a técnica de fijacion de voltaje en
su modatidad de célula entera. La solucidn de registro fue simétrica de K' 145 mM. Se agregé 100 pM de GTPYS en la
solucién interna (+GTPyS) y sin GTPYS (-GTPyS). Se aplicod un protocolo de puisos de voltaje entre — 160 y +30 mV en
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intervalos de 12 mV. El potencial de mantenimiento de —10 mV y con una duracién de 300 mseg.
Curva {-V de las corrientes los simbolos llenos son sin GTPyS y los vacios con GTPyS.
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Figura 8. Curso temporal de la actividad del canal GIRK5A25
dependiente de proteinas G. El registro de las corrientes por la técnica de fijacion
de voltaje en su modalidad de célula entera. Registros en solucion simetrica de K*
145 mM. Se agregd 100 uM de GTPyS en la solucion interna. Se aplicé un protocolo
de pulsos de voltaje entre — 160 y +30 mV en intervalos de 12 mV. El potencial de
mantenimiento de —10 mV y con una duracidn de 300 mseg.

Curva I-V de las corrientes a diferentes tiempos de aplicacion det GTPyS.
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En la figura 8 a los 40 seg. de incubacion con el GTPyS no se observa
corriente entrante en la actividad del canal (70 pA). A los 7 min ya se observa la
corriente entrante (211.6 pA) que alcanza su maximo a los 12 min (606.5 pA).
Estos resultados muestran {a activacion del canal dependiente del tiempo, para
que el GTPyS difunda en la célula y active a las proteinas G y asi alcanzar 1a
actividad maxima del canal.

En el experimento con concentraciones de K™ simétrico (145 mM) el
potencial de inversion calculado es de cero y el observado fue muy cercano a cero
mV. Para determinar la participacion del K™ en esta corriente entrante se cambio la
concentracion de K' externa de 145 a 50 mM. Después de hacer este cambio se
observé un corrimiento en el potencial de inversidn hacia valores mas negativos.
Bajo la condicién de K* (50 mM) el potencial de reversion observado fue de 25* 3
mV, n= 7. Este valor es muy cercano al potencial de equilibrio calculado con la
ecuacién de Nerst, para un electrodo selectivo a potasio en estas condiciones (27
mV). Los resultados de un experimento representativo se muestran en la figura 9.
En este ensayo se utilizd 145 y 50 mM de K* externo. Se graficaron los datos
obtenidos en la curva de corriente contra voltaje. En la figura 9 (recuadro) se
observa mejor el corrimiento hacia la izquierda en el potencial de inversion de la

corriente. Lo anterior demuestra que el canal GIRK5A25 expresado en las células

de insecto es selectivo para K.
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Figura 9. Registros de las corrientes entrantes en células de insecto $f21. Células infectadas con el virus
recombinante del canal GIRK5A25. Registro de las corrientes por la técnica de fijacién de voltaje en su modalidad de
célula entera. La solucion de registro intracelular fue 145 mM de K” y la extracelular 50 y 145 mM para cada caso. En
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300 mseg.
Curva |-V de estas corrientes, circulos vacios 145 mM de K* y circulos llenos 50 mM de K* externo.
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VIii. DISCUSION

Actividad del gene del canal GIRK5A25 en los ovocitos

La actividad basal de los canales GIRK

La actividad basal que se registra al expresar los canales GIRK en un
sistema de expresion heterdlogo se define como aquella corriente que se registra
sin la necesidad de activar los receptores acoplados a estos canales. En este
caso, la actividad basal es la corriente que se registra al inyectar el ovocito con el
cRNA del canal. Esta corriente se debe a la activacion de los canales GIRK por
sustratos endogenas del propio ovocito. Dentro de los principales reguladores de
la actividad basal de estos canales se encuentran el dimero Gpy, el ATP-Mg%, el
Na'y el PIP; (Dascal, 1997).

La expresién heterbloga del GIRK1 con el GIRK4 (GIRK1/GIRK4/
heteromultimeros) en los ovocitos de la rana Xenopus laevis produce corrientes
basales que son indistinguibles de la corriente Kacn nativa. Este heteromultimero
produce corriente del orden de 4 pA (Chan y col., 1996b).

En contraste con el canal GIRK1/GIRK4, los canales del GIRK1 y del
GIRK4 producen corrientes basales de muy baja actividad, por debajo de 0.5 pA
{Chan y col., 1996b). Estas corrientes se encuentran muy cercanas a la corriente
endogena del ovocito 0.4 pA {Salvador y col., 2001).

La caracteristica mas importante del canal GIRK5A25 que se clono en este
trabajo, es el nivel de actividad basal que se obtiene al expresarlo en los ovocitos
que es del orden de 5-10 pA. Valores de corriente semejantes se reportan en la
isoforma del canal GIRK2d que también forma homomultimeros pero en este caso
no es la actividad basal del canal sino a través de la activacion por el receptor
muscarinico my (mz); {(Inanobe y col., 1999). El valor de la actividad basal del canal
GIRK5A25 (5-10 pA) es un orden de magnitud mayor al obtenido con el canal
enddgeno del ovocito, el GIRK1 y el GIRK4 (menor a 0.5 pA); ver tablal.
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Se ha encentrado una solucién para la expresion de homomultimeros
funcionales del canal GIRK1 y el GIRK4. Al hacer las mutaciones puntuales en el
GIRK1, la fenilalanina se cambié por la serina (F1373) y en el GIRK4 la serina 143
se cambio por la treonina {S143T), en ambos casos estas mutaciones se
encuentran en la region del poro de! canal (Chan y col.,, 1996b). Con estas
mutaciones se logrd obtener el nivel de la corriente basal del orden del canal
GIRK1/GIRK4 heteromultimero y de nuestro canal GIRK5425 homomuitimero
(tabla 1). Cabe mencionar que en nuestro casc no hubo la necesidad de hacer
ninguna mutacién en el canal clonado para poder obtener niveles de corriente
basales de 5-10 pA.

Para comprobar que el canal GIRK5A25 forma homomultimeros funcionales
se inyectaron cantidades crecientes de ¢cRNA del canal en los ovocitos. Si el
GIRK5A25 formara heteromultimeros con alguna subunidad enddgena, al
incrementar las cantidades de cRNA se tendria que esperar un nivel de corriente
saturable ya que los GIRK endégenos serian el factor limitante para poder formar
heteromultimeros con el canal clonado. Contrario a esto se observd un incremento
en el nivel de corriente al aumentar a la cantidad de ¢cRNA inyectado (datos no
mostrados), lo cual sugeriria que el canal GIRK5A25 forma homomultimeros.

Se ha reportado en la literatura ésta forma de determinar la formacién de
homomuiltimeros en el canal GIRK1 y en el GIRK1(F137S); (Vivaudou y col.,
1997). Se observa mejor en el canal GIRK1 mutado vya que se muestra
claramente un aumento proporcional en el nivel de corriente basal con respecto a
la cantidad de ¢cRNA inyectado en el ovocito {de 0.005 a 5 ng).

Corriente basal

c¢RNA (ng) Corriente (pA}

0.005 <1
0.5 <1
5 1
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Esto demuestra que el canal GIRK1 al ser inyectado en los ovocitos forma
homomultimeros funcionales (Vivaudou y col., 1997). El mismo efecto se presenta

en la corriente de este canal inducida a través del receptor m,.

Corriente inducida a través de m;y

cRNA {ng) Corriente (uA)
0.005 <1
0.5 34
5 12-13

En la tabla 1 se muestra la comparacion en el nivel de corriente basal del
canal clonado GIRK5A25 con los deméds canales GIRK (se trato de igualar las
condiciones de registro para poder hacer esta comparacién).

En esta tabla se ve que para alcanzar un nivel de corriente basal del orden
de 4 pA se tienen que expresar canales heteromultimeros u homomultimeros, pero
mutados. Lo anterior contrasta con el canal GIRK5A25 que alcanza este nivel de

corriente en forma de homomultimero y sin hacer ninguna mutacion.

TABLA 1

Canal Endogena | GIRK1/GIRK4 | GIRK1 | GIRK4 | GIRKS5A25 | GIRK3.2d | GIRK1 | GIRK1
+myR F1378 | F137§
IGIRK4

K™ ext (mM) 91 ¢ 91 91 118 Q0 91 91

v (mV) -80 -80 -80 -80 -85 -60 -80 -80

I {uA) <0.5 4 <05 | <05 5 1.2 1 4

-| cRNA(ng) 0 2 2 2 10 2 2 2

Referencias 3 1 1 1 3 2 1 1
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1.- Chan y cof.,, 1996h.
2.- Inanobe y col., 1999,
3.- Salvador y col., 2001,

NOTA: En esta tabla se muestran los valores promedio de las corrientes. Los investigadores
registraron la actividad de los canales en los ovocitos a diferentes tiempos después de ser
inyectados con el cRNA (24-72 hr.).

Tratando de explicar la formacion de homomultimeros funcionales del canal
GIRK54A25 con lo reportado en la literatura se tiene lo siguiente:

El canat GIRKZ presenta 4 isoformas formadas por el empalme alternativo
{Inancbe y col.,, 1999). Estas isoformas difieren entre ellas en la longitud del
dominic amino o carboxilo terminal. La isoforma GIRK2a es 11 aminoacidos mas
corta hacia la regién carboxilo terminal con respecto a GIRK2c y GIRK2d. Las
isoformas GIRKZ2a, GIRK2b y GIRK2c presentan un dominio amino terminal mas
largo. La isoforma GIRK2d es 18 aminoacidos mas corta en la regidn del amino
terminal respecto al gene completo como se muestra en el alineamiento de

aminoacidos siguiente:

GIRK2d 1 MD QDVES 25
GIRK2c 1 MTMAKLTESM TNVLEGDSMD QDVES 25
GIRK2b 1 MTMAKLTESM TNVLEGDSMD QDVES 25
GIRK2a 1 MTMAKLTESM TNVLEGDSMD QDVES 25

GIRKS 1 Ml PERMAPSP QWKRLYESPQ LIQTI 25
GIRK5A25 1 ..., MARDL RVSMN 35

Una caracteristica comun entre la isoforma GIRK2d y el canal GIRK5A25 es
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alineamiento de aminoécidos entre estos dos canales no se observa ninguna
homologia aparente. A nive! estructural tal vez la falla de estos aminodacidos hacia
la regidn amino terminal juegue un papel muy importante en Ia regulacién, la
expresion o el ensamblaje de homomultimeros funcionales.

El canal GIRK5A25 del ovocito presenta ia mayor homologia con el canal
GIRK4 de mamifero. Por lo tanto, el canal GIRK5A25 podria ser un buen modelo
para et estudio de la contribucién de la subunidad GIRK4 en la funcionalidad del
canal heteromultimero GIRK1/GIRK4.

Por otro lado, ;como explicar la actividad basal del canal GIRK5A25 en el
ovocito? En los experimentos no se agregé el agonista del receptor para activar a
las proteinas G endoégenas vy tampoco se coinyectaron los cRNAs de las
subunidades GBy ; sin embargo, observamos la corriente de potasio rectificadora
entrante.

La corriente enddgena en algunos ovocitos de la rana Xenopus faveis es
grande (0.5- 2 pA), la cual se ha explicado por la activacién de las subunidades
GPy del avocito. Esta corriente se presenta aiin en ausencia de agonista unido a
su receptor, como lo han demostrado estudios previos { Lesage y col., 1994; Hedin
y col., 1996, Kofuji y col., 1996 y Tucker y col., 1996).

La corriente basal de polasio rectificadora entrante que observamos con el
canal GIRK5A25 se puede explicar por la activacion por las proteinas Gpy
endogenas del ovocito.

Otros reguladores de ia actividad basal del canal GIRK5425 son el Na* y el
PIP,. El grupo de Sui y col.,, 1998 en experimentos en parches de membrana en la
configuracion de “inside-out” en las células de auricula y en los ovocitos de la rana
Xenopus expresaron los canales de GIRK1/GIRK4. Se observo que ef PIP,
incrementa el tiempo de apertura de los canales GIRK activados por el GPy. Estos
canales también se vuelven mas sensibles a la activacion por el i6n Na”.

En la secuencia de aminoacidos siguiente se muestra parte de la secuencia
del canal GIRK5A25 en la regién del carboxilo. Se observan en negritas las dos
argininas importantes para la interaccion del canal con e! PIP, y la isoleucina 229

que regula la actividad del canal GIRK4 por el PIP,. Tomando en cuenta ectas



resultados se puede sugerir que la actividad del canal GIRK5A25 expresado en los

ovocitos se regula también por el PIP;.

GIRK5425 ... KKRAETLMFSNNAV [ SLRDGK.......
(229)

Actividad del gene del canal GIRK5A25 en las células de insecto

Fue importante expresar el canal GIRK5425 en un sistema de expresidn
diferente al del ovocito para corraborar los resultados obtenides previamente.

La expresian del canal en las células de insecto demuestra que se forman
homomultimeros estables ya que estas células no tienen canales de polasio
rectificadores entrantes enddgenas. Esto se comprobd en los registros donde no
se observaron corrientes entrantes significativas de potlasio y mediante los
experimentos de PCR en los que se concluye que no se expresan canales GIRK
enddgenos.

En los experimentos de patch clamp, en su modalidad de célula entera, se
da el cambio de sustancias entre la pipeta de patch y los componentes
citoplasmicos, como consecuencia, estos Gltimos se lavan.

En las células de insecto resultd evidente que el canal GIRK5A25 necesita
ser activado por las proteinas G ya gue si no se adiciona el GTPyS en la solucién
de registro interno no se observa la corriente entrante de potasio. El GTPyS es el
analogo no hidrolizable del GTP y activa al canal en ausencia del agonista. De tal
modo que se secuestran las Ga por el GTPyS y quedan libres la Gpy endogenas

para activar al canal.
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Con estos resultados se confirman los resuitados obtenidos de la actividad
del canal GIRK5A25 en el sistema de expresién de los ovocitos.

Otro de los activadores de la actividad basal de! canal GIRK5A25 es el ATP-
Mg. En las células de insecto se traté de estudiar el efecto que tenia este activador
en las corrientes de potasio del canal GIRK5A25. El ATP-Mg en las células de
insecto Sf21 control (sin infectar) induce la activaciéon de corrientes entrantes no
selectivas bajo las condiciones de registro para el canal clonado. Por esta razén
no fue posible continuar con estos experimentos ya que este sistema de expresion
no es el adecuado para estudiar el efecto del ATP-Mg en la actividad del canal
GIRK5A25.
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IX. CONCLUSIONES

1.- EI gene del canal GIRK5A25 puede funcionar como un homemultimero
activado por proteinas G endogenas que producen un nivel basal de corriente alto,

no comparable con ningan canal de esta subfamilia.

2.. El sistema de expresion del baculovirus en las células de insecto Sf21,fue un
buen modelo para expresar canales GIRK pero no para estudiar su activacion por

los activadores Mg-ATP-Na™.
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Xl. APENDICE DE PROTOCOLOS

Medio LB para bacterias

Para preparar 1 litro agregar:

10 g de baclotriptona

5 g de extracto de levadura

10 g de NaCl

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH y esterilizar en autoclave 20 min. Guardar a
temperatura ambiente. Si se necesita medio con antibidtico agregar ampicilina a

una concentracion finat de 100 ug/ mi

Cajas de LB/agar:

Agregar 7 g de agar por 1 | de medio LB. Esterilizar en autoclave 20 min dejar
enfriar aprox. a 50 °C . Vaciar 20 m! de este medio/ caja de petri de 10 cm.,
esperar a que solidifique el agar y guardar a 4 °C. Si se necesitan cajas con
ampicilina, una vez que el medio se encuentra a 50 °C agregar ampicilina a una

concentracion final de 100 ug/ ml

Buffer TBE para gel de agarosa

Para preparar 1 | de un stock 5X agregar:

54 g de Tris-base

27.5 g de acido borico

20 mlde EDTA 0.5 M pH 8.0

Diluir esta solucién 5 veces para tener el buffer |X para prepara y correr el gel

Buffer de corrida para muestras de DNA
Azul de bromofeno! 0.25 %

Xileno cianol FF 0.25 %

Glicerol en agua 30 %

Guardar 4 °C
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Gel de agarosa al 1 % para correr muestras de DNA

Pesar 0.3 g de agarosa, agregar 30 mi de buffer TBE 1X

Calentar por 1 min en el horno de microondas. Esperar a que se enfrie un poco
Agregar 1.4 ml de solucion de bromuro de etidio (10 mg/ ml)

Agitar un poco y vaciarlo en la camara de elecroforesis para que solidifique
Cargar 10 ul de cada muestra de DNA con buffer de corrida

Correr a 70 mV por 45 min

Purificaciéon de DNA a partir del gel de agarosa
(Concert gel extraction system)

Mantener un bafio maria a 50 y otro a 65 °C
Reactivos:

- Buffer de solubilizacion del ge! (L1 con: perclorato de sodio concentrado,

acetato de sodio y TBE- solubilizador)

- Buffer de lavado (L2 con: NaCl, EDTA y Tris-HCI)

- Buffer TE {10 mM Tris-HCI (pH 8.0}, 0.1 mM EDTA
Todas las centrifugaciones se realizan a temperatura ambiente.
Antes de empezar: Precalentar una alicuota de buffer TE de 65 a 70 °C.
Equilibrar un bafio maria o termoblock a 50 °C. Verificar que el etanol ha sido

adicionado al buffer de lavado (L2)

1.- Cortar la rebanada del gel que contiene el fragmento de DNA usando una
navaja limpia y filosa.

2.- Pesar la rebanada de gel. Para geles de agarosa al 2%, colocar 400 mg de gel
en un tubo de polipropileno de 1.5 mi. Agregar 30 | de gel solubilizador (L1) por
cada 10 mg de gel.

3.- Solubilizacion de geles. Incubar a 50 °C por 15 min. Mezclar cada 3 minutos
para asegurar que el gel se disuelva. Una vez que la rebanada de gel parece estar
disuelta, se requiere de un periodo adicional de incubacién de 5 minutos a 50 °C.
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4.- Cargado de ia columna. Colocar una columna en un tubo de lavado de 2 ml,
Pipetear la mezcla del paso 3 en la columna. Centrifugar a 12 000 X g por 1 min.
Eliminar el volumen eluido.

5.- {Lavado opcional de la columna). Colocar la columna nuevamente en el tubo
de lavado. Agregar 500 pl de buffer L1 a la columna. Incubar a temperatura
ambiente por 1 min. y centrifugar a 12 000 X g por 1 min. Eliminar el volumen
eluido.

6.- Lavado de la columna. Colocar la columna nuevamente en el tubo de lavado.
Agregar 700 pl del buiffer de lavado L2 {con ETOH) a la columna e incubar a
temperatura ambiente por 5 min. y centrifugar a 12 000 X g por 1 min. Eliminar el
volumen eluido. Centrifugar nuevamente por un minuto y eliminar el buffer de
lavado residual.

7.- Elucion del DNA. Colocar la columna dentro de un tubo de recuperacion.
Agregar 50 mi de buffer TE caliente directamente al centro de la columna. Incubar
por un min. a temperatura ambiente y centrifugar a 12 000 X g por 2 min..

Preparacion de células competentes

1.- Incubar 5 ml de medio LB con una colonia bacteriana DH5a, ¢ con 10 pl del
stock de glicerol. Incubar toda la noche a 37 °C con agitacion constante

2.- Incubar 20 ml de medio LB con (.2 ml del cultivo bacteriano del paso 1, a 37 °C
con agitacion constante

3.- Crecer ias bacterias hasta que alcancen una O. D. Entre 0.3 y 0.5 (aprox. 3 h)
4.- Centrifugar a 4000 rpm durante 5 min a 4 °C en un tubo estéril

5.- Decantar el sobrenadante y resuspender el botén en 1 m! de solucion A fria.
Lievar las células a un volumen final de 10 ml con la solucidn A y centrifugar como
en el paso 4. Decantar el sobrenedante

6.- Resuspender el botén en 1 ml de solucion B fria. Llevar a un volumen final de
10 ml con la solucion B

7.- Incubar en hielo por 30 min. Centrifugar las células como en el paso 4

8.- Decantar el sobrenadante. Secar el tubo lo mas que se pueda

9.- Muy suavemente resuspender las bacterias en 2 m! de solucién B

65



10.- Hacer alicuotas de 200 Jl y agregar 10 % de glicerol estéril. Mezclar muy
suavemente por inversion. Congelar estos stocks en hielo seco y almacenar a -70
°C por varios meses

Estas soluciones se preparan un dia antes y se filtran antes de ser utilizadas:

Solucion A
Cloruro de rubidio10 mM
MOPS 10 mM pH 7.0

Solucién B

Cloruro de rubidio 10 mM
Cloruro de calcio 50 mM
MOPS 100 mM pH 6.5

Transformacion

1.- Mezclar 200 pl de células competentes con 0.05- 0.5 pg de DNA del plasmido
2.- Incubar sobre hielo 30 min

3.- Dar un choque térmico a 42 °C por 2 min

4 .- Enfriar las células por unos segundos sobre hielo

5.- Agregar 1 ml de LB sin antibiético. Resuspender por inversion

6.- Incubar a 37 °C por una hr

7.- Centrifugar a 2500 rpm a 4 °C por 5 min

8.- Decantar el sobrenadante

9.- Agregar 200 pl de LB y resuspender muy suavemente

10.- Plaquear estos 200 pl de bacterias en una caja de LB/agar/ ampicilina
11 .- Incubar a 37 °C toda fa noche

12.- Verificar el crecimiento de colonias
Minipreparacién de DNA por el método de lisis alcalina

1 - Inocular 4 ml de medio LB/ampicilina y la colonia bacteriana correspondiente.

incubar a 37 °C toda la noche
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2.. Tomar 0.5 ml del cultivo bacteriano (en esterilidad) y agregar 50 pl de glicerol
estéril. Guardar el stock de glicerol a — 70 °C. Centrifugar los 3.5 m! de medio
restantes a 5000 rpm durante 5 min

3.- Resuspender el botén en 100 pl de sol. I. Transferir a un tubo eppendorf e
incubar 5 min a temperatura ambiente

4 .- Agregar 200 pl de sol. |l fresca e incubar 5 min sobre hielo

5.- Agregar 150 ! de solucion lif e incubar 10 min sobre hielo

6.- centrifugar a 14 000 rpm por 10 min y a 4 °C. Transferir el sobrenadante a un
tubo nuevo

7.- Agregar 1/10 (40 pl) de volumen de 1M tris-HCl pH 8.0

8.- Agregar 1 volumen de fenol/cloroformo

9.- Vortex por 15 seg

10.- Centrifugar como en el paso 6 por 5 min. Recuperar la fase de arriba en un
tubo eppendorf nuevo

11.- Repetir del paso 8 al 10

12.- Agregar 2 %2 volumenes de etanol frio al 100 %

13.- Incubar a —80 °C 15 min (opcional toda la noche)

14.- Centrifugar como en el paso 6. Decantar el sobrenadante y lavar el botén con
500 p! de etanol al 80 %. Volver a centrifugar

15.- Secar el botén lo mas que se pueda

16.- Resuspender el botdon en 40 i de agua BM o buffer TE

Solucion |

Glucosa 50 mM

Tris-HCl pH 8.0 25 mM

EDTA pH 8.0 10 mM

Preparar 100 mi y esterilizar 15 min en autoclave, guardar a 4 0C

Solucion i
Para preparar 2 ml agregar:
400 1 de una solucidon 1M de NaOH

67



200 pi de una solucion 10 % de SDS
1.4 ml de agua BM

Solucion lii

Para preparar 100 mi de solucion agregar:

60 ml de acetato de potasio 5M

11.5 ml de acido acético glacial

28.5 ml de agua BM

El resultado final es 3 M de K* y 5 M de acetato. Guardar a temperatura ambiente

Maxipreparacién de DNA con las columnas de QIAGEN

1 - Inocular 500 ml de medio LB con 100 pt del stock de bacterias en glicerol.
Incubar a 37 °C toda la noche , con agitacion constante

2.- Centrifugar 10 min a 5000 rpm

3.- Resuspender en 10 ml de buffer P1

4.- Agregar 10 ml de buffer P2, mezclar por inversion (6 veces) e incubar 5 min a
temperatura ambiente

5.- Agregar 10 ml de buffer P3 frio, mezclar por inversion {6 veces). Incubar 20 min
sobre hielo

6.- Mezclar por inversién. Centrifugar 30 min a 16 000 rpm y a 4 °C. Recuperar el
sobrenadante

7.- Repetir el paso 6 durante 15 min o filtrar el sobrenadante a través de una gasa
estéril antes de pasarlo por la columna

8.- Equilibrar la columna Qiagen-tip 500 con 10 m! de buffer QBT

9.- Pasar el sobrenadante por la columna

10.- Lavar la columna con 30 mi de buffer QC (2 veces)

11.- Eluir el DNA con 15 mi de buffer QF

12.- Precipitar con 0.7 volimenes de isopropanol (10.5 ml} a temperatura
ambiente. Centrifugar a 16 000 rpm por 30 mina 4 °C

13.- Lavar el botdn con 15 ml de etanol al 70 %
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14.- Secar muy bien el botdn y resuspender en agua BM ( 500 pl aprox.) o en
buffer TE. Guardar a =20 °C

Extraccién de RNA total por el método de TRIZOL

1.- Agregar 1 m! de solucién de trizol por caja de petri de 10 cm con las células
correspondientes. Incubar 5 min a temperatura ambiente. Raspar las células y
transferirlas a un tubo eppendorf. En esta solucion se pueden guardar por lo
menos 1 mes a—70°C,

2.- Agregar 200 p! de cloroformo, agitar vigorosamente 15 seg (con la mano)
3.- Incubar 3 min a temperatura ambiente

4 - Centrifugar a 12 000 rpm por 15 min a 4 °C. Tomar |a fase acuosa (la de arriba)
y transferirla a un nuevo tubo eppendorf

5.- Agregar 500 pl de isopropanol y agitar brevemente con el vortex

6.- Incubar 10 min a temperatura ambiente

7 .- Centrifugar a no mas de 12 000 rpm 10 min a 4 °C (botén gelatinoso)

8.- Lavar el botdn con 1 mt de etanol al 75 %

9.- Centrifugar a no mas de 7500 rpm por 5 min a 4 °C

10.- Secar &l botén de 5-10 min al aire

11.- Resuspender el botén en 30 yl de agua BM. Guardar a — 70 °C

Preparacion del Medio Grace’s para células de insecto
Para preparar un litro de este media:
- Disolver un sobre de medio grace’s en polvo {SIGMA) en 700 ml de agua
destilada
- Agregar:
0.35 g de bicarbonato de sodio (SIGMA)
20 mi de lactoalbumina hidrolisada (GIBCO BRL)
20 ml de yeastolate (GIBCO BRL)
100 de suero bovino fetal inactivado (GIBCO BRL)
10 ml de antibiético antimicotico (GIBCO BRL)
- AjustarelpH a6.2

nSTA TESIS NO SALY
DT LA BIBLIOTECA



- Aforara 1|
- Filtrar con un filtro de 0.22 ym
- Guardar a 4 °C en oscuridad

Para las células de insecto que crecen en medio liquido se agregan 10 mi de

pluronica F-68 por cada litro de medio.
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