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Lista de Abreviaciones

aa: Aminoacidos

Ac: Anticuerpos

APC: Célula presentadora de antigeno

AS-C: Complejo de genes Achaete-Scute

bHLH: Proteinas basicas del tipo hélice-lazo-hélice

CBF-1 o RBPJk: Homoélogos de Supresor de Hairless en mamiferos
CDR: Regidn hipervariable o regiones determinantes de la complementariedad
CIR: CBF-Interacting Protein

CR: Regidn rica en Cisteinas

CSL: Familia de proteinas CBF1/Supresor de Hairless/Lag-1
CtBP: Proteina de union a carboxilo terminal

D.m: Drosophila melanogaster

DA: Dominio de unidn a Groucho

DC: Dominio de unién a CtBP

Dl: Delta

DS: Dominio de unién a Supresor de Hairless

DSL: Familia de proteinas Delta/Serrate/Lag-2

Dx: Deltex

E(spl): Genes del complejo Enhercer of Split

E1: Enzima activadora de la ubiquitina

E2: Enzima gue conjuga la ubiquitina

E3: Enzima ubiquitina-ligasa

EBD: Dominio de unién extramembranal

EGF: Factores de crecimiento epidérmino

Fng: Fringe

Gal: Galactosa

GIcNAc: N-acetilglucosamida

Gro: Groucho

H.A.m: Hairless de Apis melifera

H.D.m: Hairless de Drosophila melanogaster

H: Hairless

HAT: Acetilasas de Histonas, Acetil-transferasas de Histonas
HDAC: Desacetilasas de histonas

Hh: Hedgehog

Hp150 y Hp120: Hairless de 150 y 120 kDa

IFN-y: Interferén gama

Ig: Inmunoglobulina



IL: Interleucina

Jak/STAT: Receptor nuclear

kDa: Kilo Daltones

Kuz: Kuzbanian

LNG: Familia de proteinas Lin-12/Notch/GLP-1

M1, M2, M3: Codones de inicio en Hairless

MAL: Marco abierto de lectura

Mam. Mastermind

MHC II: Complejo mayor de histocompatibilidad tipo 11
Mib: Mind Bomb

MNC: Membrana de nitrocelulosa

N: Notch

NECD: Dominio extracelular de Notch

Neur: Neuralized

NIC: Notch intracelular

NICD: Dominio intracelular de Notch

nls: Sefiales de localizacion nuclear

NB: B-Notch

O-FucT-1: O-fucosiltranferasa

pb: Pares de bases

PCR: Reaccion en cadena de la polimeraza

PEST: regidn rica en Prolina, Glutamato; Serina y Treonina
RIP: Corte proteolitico regulado intramembranalmente
RTK: Receptor de tirosina Cinasa

S1, S2, S3, S4: Cortes proteoliticos realizados sobre el receptor Notch
Ser: Serrate

Sia: Acido Sialico

SKIP: Ski-Interacting Protein

SMRT Silencing Mediator of Retinoid and Thryoid Receptor
SOP: Células precursoras de 6rganos sensoriales
Su(dx): Supresor de Deltex

TAD: Dominio activador de la transcripcion

TBS: Solucion amortiguadora a base de Tris

TCR: Receptor de las células T

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta

TH: Linfocitos T auxiliadores

TTBS: Solucién amortiguadora a base de Tris y Tween
Whnt: Wingless



Resumen

La via de sefializacion Notch es una de las rutas de comunicacién celular, que se
utiliza principalmente durante el desarrollo temprano de los individuos, ya que participa en
la diferenciacion celular y por lo tanto en la organogénesis, y en conjunto con otras vias de
transduccion de sefiales, permite las complejas organizaciones espacio-temporales que
orquestan y disefian a los organismos multicelulares. La proteina Hairless es el principal
regulador negativo de esta via y por lo tanto funciona como un antagonista de la misma. Si
bien ha sido caracterizada en Drosophila melanogaster y otros insectos, esta proteina de
vital importancia para la via, no cuenta con un homélogo reportado en mamiferos. Hairless
cuenta con varios dominios conservados entre los diferentes homologos conocidos en
insectos y uno de estos dominios en particular, le sirve como sitio de enlace a Supresor de
Hairless, factor transcripcional de la via, que cuenta con un homologo en mamiferos, CBF-
1 (RBPJk). Mediante PCR se amplifico el dominio de unidn a Supresor a Hairless de la
proteina Hairless de Drosophila melanogaster para producir un péptido in vitro que se uso
como antigeno en la inmunizacion de conejos y gallinas y producir anticuerpos
policlonales contra esta region. Posteriormente los sueros se probaron en proteina total de
Drosophila melanogaster para detectar Hairless mediante Western Blot. Estos anticuerpos
seran probados en proteina total de mamifero con la intencion de identificar alguna
proteina que conserve la funcién de Hairless de Drosophila melanogaster o se una a los

homologos de Supresor de Hairless conocidos en estas especies.



Summary

The functions of different types of cells that constitute a multicellular organism are
regulated by signal transduction pathways, whose final goal is target genes regulation. The
Notch signaling pathway is mainly involved in early and late embryo development, and
recently, has been described its participation in the adult organism proper function.
Hairless, a protein member of the Notch signaling pathway, modulates negatively this
transduction signal pathway. Despite efforts to detect Hairless in higher animals, it has not
been able to identify a homologue protein. The identification of a homologue protein is
essential for the understanding of the regulatory processes during embryo development and
other pathological processes where Notch pathway is involved. The Hairless counterparts
described in insects have at least three highly conserved domains, where the suppressor of
Hairless binding domain is the most conserved. Using analysis in silico and molecular
biology techniques was identified and delimited a potentially immunogenic peptide from
the Suppressor of Hairless binding domain of Hairless protein from Drosophila
melanogaster. This peptide was used as antigen to generate polyclonal antibodies in rabbits
and chickens. The sera were tested against total protein extract from embryos of the

fruitfly.



1. Introduccidon

1.1. Importancia de la comunicacion:

La comunicacion es importante en todos los niveles conocidos donde se involucra
el flujo de informacion. En un esquema convencional de comunicacion existen una fuente,
receptores (que no necesariamente deben ser dos entidades inteligentes), transmisores del
mensaje, canales por los cuales fluye la informacion, “ruidos” producidos por el mismo
sistema o su entorno, la informacion misma o mensaje con su significante y su significado
(que son los que finalmente permiten su codificacion) y por ultimo los efectos que éste

pueda producir.

Si bien estos esquemas de comunicacion se han teorizado a lo largo de muchos afios
y han sido empleados prevalentemente en sistemas utiles a los seres humanos, las
investigaciones sobre la forma en que las células se comunican muestran algo muy
parecido, donde se pueden identificar los elementos antes mencionados; la comunicacion
celular se establece por vias de transduccion de sefiales, también conocidas como vias de
sefializacion, que permiten intercambiar informacion entre células, ain a gran distancia,
donde la respuesta de la célula receptora puede variar desde la sintesis de una proteina o

adoptar un destino celular diferente, hasta la muerte misma de la célula.

Dada la complejidad de las vias de transduccién de sefiales, en los ultimos afios se
ha hecho uso de programas computacionales sofisticados, que permiten comprender mejor
cémo los diferentes elementos que participan en la sefializacion interaccionan entre si, ya
que se ha demostrado que las vias cruzan informacidn entre ellas para un correcto
funcionamiento de los organismos multicelulares (Bauer-Mehren et al, 2009). Por lo tanto,
es importante comprender que lo decisivo para sistemas de este tipo, no es aquello que sus
elementos puedan significar en particular, sino lo que los hace una totalidad, es decir el
orden y la unidad del sistema. Podemos decir que las partes estan subordinadas a un todo
en su caracter parcial, existen en virtud del sistema; lo cual no excluye que posean valor

propio.



Un organismo multicelular, estd expuesto a un sin numero de estimulos, a los
cuales debe responder de manera adecuada. Estos estimulos pueden provenir del medio
ambiente (luz, temperatura) o generarse en el mismo organismo (hormonas por ejemplo).
Si por algun motivo llegase a ocurrir algun error en el proceso de transduccion de una
sefial, éste podria acarrear consecuencias graves, desde apoptosis celular, hasta

enfermedades y la muerte del organismo.

El desarrollo y mantenimiento de las funciones en un organismo multicelular son
procesos regulados por las vias de transduccion de sefales. La activacion de las vias se
inicia cuando existe intercambio de informacion bioquimica y ciertas proteinas, una que
tiene la funcion de efectora del mensaje y otra que funciona como receptora, interacttan.
Se ha demostrado que esta interaccidn coordina una amplia variedad de procesos durante el
desarrollo temprano y tardio del embrion, principalmente en la citodiferenciacion y la
organogénesis (Artavanis-Tsakonas et al, 1999), dando origen a un organismo complejo y

funcional con células altamente especializadas.

La via de sefializacion de Notch (N) es una de las siete grandes vias de sefializacion
conocidas que regulan la gran mayoria de los destinos celulares durante el desarrollo, junto
con Wingless (Wnt), Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-B), Hedgehog (Hh),
Receptor de Tirosina Cinasa (RTK), Receptor Nuclear y Jak/STAT. Cada via es usada de
manera reiterada durante el crecimiento de los organismos de acuerdo al contexto o estadio
de desarrollo. Estas siete vias difieren notablemente tanto en su complejidad como en su
mecanismo bioquimico de sefializacion transduccional. Sin embargo, el objetivo final de la
sefializacion es el mismo: regular la expresion de genes blanco especificos por factores de
transcripcion regulados por sefiales (Barolo y Posakony, 2002). Esta activacion, en el
desarrollo y funcionamiento fisiolégico de los metazoarios incluye, proliferacién celular,

secrecion, movilidad, transcripcion y apoptosis (Gerhart, 1999).

1.2. Vias de Transduccién de Sefales:

La comunicacion celular es una caracteristica tipica de los organismos
multicelulares; sin ella, las complejas organizaciones celulares en términos espacio-

temporales de los organismos vivientes no serian posibles, asi como el funcionamiento



correcto de los mismos. Al parecer, esta caracteristica se comparte desde hace 1.2 billones
de afios, como herencia de antepasados unicelulares (Gerhart, 1999; Baron et al, 2002).

Si bien las vias de transduccion difieren entre si, se pueden reconocer
caracteristicas comunes entre ellas. En la figura 1 se muestra un esquema general de
sefializacion: la sefializacion inicia cuando se activa un receptor especifico mediante su
ligando, en ese momento se inicia una cascada de eventos propios de cada via, que culmina
con una respuesta de la célula. Algunos de estos procesos pueden ser: la activacion o
inactivacion de proteinas mediante fosforilacion, procesamientos proteoliticos, pueden
involucrar la via endocitica y ubiquitinas (que en la mayoria de los casos degradan las
proteinas), ademas de interacciones entre mas de una via, entre otros. Pero el objetivo de
todas las vias es el mismo, la activacion o inactivacion de genes blanco. Esta respuesta, a
su vez, dependera del contexto celular, es decir: el grado de especializacion celular y la
topografia nuclear (eucromatina/heterocromatina) entre otros (Gerhart, 1999; Mumm y
Kopan, 2000; Courey y Jia, 2001; Baron et al, 2002; Rida et al, 2004; Schweisguth, 2004;
Bray, 2006).
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Figura 1: Esquema general de la transduccion de una sefial. El triangulo azul representa un ligando,
gue después de activar al receptor, inicia la transduccion de la sefial mediante la activacion (flechas verdes) o
inactivacion (flechas rojas) de elementos involucrados en la via, mediante protedlisis, fosforilacion o
ubiquitinacidn, para finalmente promover una respuesta por parte de la célula (Modificado de Gerhat, 1999).



1.3. La via de Notch

La funcidn de la sefalizacién N (figura 6) involucra una gran variedad de procesos
celulares incluyendo el mantenimiento de células troncales, especificacion del destino
celular, diferenciacion, proliferacion y apoptosis, por lo que posee efectos pleiotropicos en
diferentes drganos (Maier et al, 2002), por lo tanto, esta via es importante tanto en el
funcionamiento fisioldgico adecuado del feto, como de organismos jovenes y adultos
(Mumm y Kopan, 2000; Santos et al, 2006).

Elementos involucrados en la Via de N; activacion y niveles de regulacion: La via
de N se compone por un nimero relativamente pequefio de proteinas, que se pueden dividir
en dos grandes grupos: un primer grupo de las proteinas, que forman el ndcleo de la via, y
son las encargadas de la transduccion de la sefial propiamente dicha, esta integrado por los
ligandos, receptores, represores, co-represores y factores de transcripcién; un segundo
grupo de proteinas, que regulan la activacion o inactivacion de los elementos del primer
grupo y, por lo tanto, modulan la respuesta de la célula, la intensidad y duracion de la sefial
recibida (Bravo y Baizabal, 2005; Bray, 2006).

Ligandos, la Familia Delta-Serrate-Lag2 (DSL): las proteinas de este grupo se
caracterizan por tener un solo cruce transmebranal (proteinas de tipo 1). Son expresadas por
las células encargadas de promover el estimulo para el inicio de la sefial en las células
receptoras. Toman su nombre por un dominio comun, localizado en el extremo C-terminal,
de la familia de proteinas Delta (en Drosophila melanogaster [D.m.] y mamiferos) Serrate
(en D.m.) y Lag-2 (en Caenorhabditis elegans), conocido como DSL, el cual tiene la
funcién de unirse al receptor de las células blanco (Figura 2) (Baron et al, 2002; Baron,
2003; Bravo y Baizabal, 2005; Bray, 2006; Gazave et al, 2009).
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NT DSL EGF CR

Figura 2. Representacion de un Ligando, Delta, caracteristico de Drosophila melanogaster. Hacia la region
N-terminal poseen un péptido sefial que permite el transporte por la membrana celular, seguido de un
dominio extracelular (NT, naranja) de 100-165 aa. Hacia la region C-terminal, se encuentra el dominio
comuln a los miembros de esta familia, DSL (en amarillo). Después una serie de repetidos homologos al
factor de crecimiento epidérmico (EGF, por sus siglas en inglés), excepto por la ausencia de los seis residuos
de cisteina que lo caracterizan. Los dominios NT y DSL conforman el dominio de enlace con los motivos
EGF del receptor N (EBD), cuya funcién es iniciar la sefial. Se han identificado de 2 a 16 dominios EGF
completos (en azul) adyacentes a DSL, un dominio transmembranal y un domino intracelular poco
conservado en estas proteinas. En algunos casos se puede identificar una region rica en cisteina (CR, en
verde), localizada entre los elementos repetidos EGF y el dominio transmembranal (Bravo y Baizabal, 2005;
Gazave et al, 2009).

Receptores, la Familia LIN-12/Notch: estd constituida por un grupo de proteinas
conservadas de ~300 kilodaltones (kDa) que atraviesan una sola vez la membrana
citoplasmica (proteinas de tipo 1) y tienen la funcién de servir como receptores de los
ligandos DSL (Figura 3). Estas proteinas cuentan con un dominio Extramembranal
(NECD) que contiene de 10 a 36 elementos repetidos de EGF. Se ha demostrado que esta
variacion en los elementos repetidos de EGF, y las modificaciones postranscipcionales que
sufren estas proteinas, asi como las glicosilaciones catalizadas por la O-fucosil-transferasa
1 (O-FucT-1) y Fringe (Fng), determinan la afinidad ligando-receptor y confieren niveles
de regulacion tejido-especificos adicionales, de esta manera, la activacion de la via puede
generar sefiales intracelulares diferentes, que determinen el uso preferencial de cualquiera
de los mecanismos mediante los cuales se establecen las rutas de diferenciacion; también le
confieren estabilidad a la estructura de la proteina. Esta familia de proteinas cuenta
también con un dominio intramembranal (NICD), que después de una serie de procesos
proteoliticos, se transloca al ndcleo para generar una respuesta especifica, segun el
contexto celular en el que se encuentre la célula que recibi¢ el estimulo (Munro y Freeman,
2000; Baron et al, 2002; Baron, 2003; Haines e Irvine, 2003; Bray, 2006; Stanley, 2007,
Okajima et al, 2008).
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Figura 3. Dominios en la proteina N de Drosophila melanogaster. La regién extracelular contiene de 10 a 36
elementos repetidos EGF (en azul), los repetidos 11 y 12 (marcados en color mas oscurc)son importantes
porque se ha demostrado que son necesarios y suficientes para la interaccion con los ligandos (Baron et al,
2002; Baron, 2003; Bray, 2006; Okajima et al, 2008). Cerca de la region extramembranal hay tres zonas CR,
conocidas como secuencias repetidas LNG (conservadas en LIN-12, Notch y GLP-1) que confieren
estabilidad y una correcta conformacion del dominio extracelular (Shi y Stanley, 2003; Schweisguth, 2004;
Gazave et al, 2009). El dominio intracelular de LIN12/Notch esta altamente conservado entre los homoélogos
de la familia. Un primer dominio reconocido en la region intracelular de N (NIC) es RAM, el cual
interacciona con los factores transcripcionales de la familia CSL (CBF1, Supresor de Hairless [Su(H)] y Lag-
1), que le sirven de puente para unirse a ADN. Hacia C-terminal hay seis repetidos de anquirina, encargados
de reclutar las proteinas del complejo de transcripciéon y un Dominio Activador de la Transcripcion (TAD,
por sus siglas en inglés), que recluta acetilasas de histonas; estos dominios son los encargados de regular la
expresién de los diferentes genes blanco de la via, por ejemplo las proteinas bHLH (proteinas basicas asa-
helice-asa) o HES, entre otros. Finalmente, flanqueando las anquirinas hay dos Sefiales de Localizacion
Nuclear (nls, por sus siglas en inglés), que le permitirdn a NIC entrar al nucleo (Artavanis-Tsakonas et al,
1999; Bravo y Baizabal, 2005; Bray, 2006). Por ultimo cerca de TAD se encuentra una region rica en prolina
(P), glutamato (E), serina (S) y treonina (T), el dominio PEST, que es esencial para la interaccién de NIC con
las ubiquitin-ligasas E3, las cuales promueven la ubiquitanacién de la proteina para su ingreso en la via
endocitica o para la degradacion de la misma (Artavanis-Tsakonas et al, 1999; Bray, 2006; Gazave et al,
2009).

Estas proteinas cuentan con otras regiones importantes, que son las de unién a
diferentes factores reguladores de la transcripcion como la proteina Ski-Interacting Protein
(SKIP) y Mastermind (Mam), que con las regiones antes mencionadas y sus respectivas
proteinas formaran complejos que permitiran la transcripcion de genes que el contexto
celular requiera al momento de la activacion de la via (Bray y Furriols, 2001; Bray, 2006;
Lai, 2002; Kopan e Ilagan, 2009).

Represores y co-represores: este grupo de proteinas se encargan de la regulacién
negativa de la via. Hairless (H) es el antagonista principal de la via N, en esta proteina se
distinguen varios dominios de union, algunos de ellos bastante conservados entre los
diferentes homologos de H, entre los que destacan el dominio de unién a supresor de
Hairless (Su[H]) en la region N-terminal (DS), que le sirve de puente para unirse al ADN y
formar los complejos de represion. Al centro de la proteina se encuentra la region
denominada DA (con la secuencia consenso YSIXXLLG, donde X es cualquier
aminoacido [aa]) que es el sitio de union a la proteina co-represora Groucho (Gro),

utilizada en varios complejos de represion de todas las especies, y un sitio denominado DC
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(con la secuencia consenso PLNLSKH) que sirve de union para la Proteina de Unién a C-
terminal (CtBP, por sus siglas en inglés) (Lai, 2002; Bray, 2006). Para detalles

estructurales de H y los complejos de represion ver la seccion 1.5.

Factores de Transcripcion: inicialmente la familia de proteinas CSL (CBF1,
Supresor de Hairless [Su(H)] y Lag-1) fueron identificadas como represores
trancripcionales en vertebrados y activadores de la transcripcion en invertebrados. Si bien
este proceso de activacion-represion no se ha esclarecido del todo, se han propuesto
algunos modelos para explicarlo, como veremos mas adelante. Su(H) es una de las
proteinas mas importantes de este grupo, ya que su funcién es unirse a los factores en cis
para servir de puente entre NIC, H y otros elementos en trans; de este modo la via puede
regular la transcripcion de los genes que el contexto celular requiera y asi modular la
intensidad de la sefial y la respuesta celular. Un ejemplo de genes que contienen secuencias
consenso para este tipo de factores de transcripcion son los que codifican para las proteinas
bHLH, que son blanco de la via N y son expresadas de modo selectivo, actuando como
represores para los genes proneurales del complejo Achaete-Scute (AS-C) (Dou et al, 1994,
Waltzer et al, 1995; Brennan y Gardner, 2002).

Glicosil-transferas: como ya se menciond, la regién extramembranal de N esta
conformada por varios EGF que, ademas de estabilizar la proteina, tienen la funcién de
conferir diferentes grados de afinidad para interactuar con su ligando. En varios
experimentos de mutacion de éstos elementos repetidos en animales superiores, se ha
demostrado que algunos son esenciales para discriminar entre los ligandos. Pero no sélo la
posicién de los EGF genera especificidad, también la glicosilacién de ciertos repetidos
hace mas fina esta seleccion. Inicialmente una enzima O-FucT-1 agrega una fucosa en los
EGF 11 y 12, que son esenciales para la generacion de un receptor funcional; después, la
cadena de carbohidratos se sigue extendiendo por la accion de Fng, y otras glucosil-
transferasas, que adicionan residuos de N-acetilglucosamida (GIcNAc) a los grupos 3’-OH
de las fucosas unidas a los repetidos de EGF. En mamiferos los residuos de galactosa
(Gal), y éacido sialico (Sia) son agregados consecutivamente con enlaces B-1,4 y a-2,3
respectivamente. Varios de los elementos repetidos de EGF tienen el potencial de ser
modificados, por ejemplo los EGF en posiciones 21, 24, 25 y 26 confieren niveles de
regulacién tejido-especifica adicional, dando la posibilidad de generar un gran repertorio

de receptores modificados (Haltiwanger, 2002; Haltiwanger y Stanley, 2002; Haines e
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Irvine, 2003; Shi y Stanley, 2003; Schweisguth, 2004, Rampa et al, 2005; Bray, 2006;
Stanley, 2007; Gazave et al, 2009)

Recientemente se han identificado otras dos funciones de la O-Fucosil-transferasa,
que podrian hacer reconsiderar los niveles de activacion de los receptores N, ya que se ha
demostrado que esta enzima tiene actividad de chaperona, por lo que participa en el
plegamiento de la forma activa de las proteinas, y esta implicada en la endocitosis y trafico
de las mismas (Rampa et al, 2005; Bray, 2005; Stanley, 2007; Okajima et al, 2008)

Proteasas y metaloproteasas: el receptor N es sintetizado, inicialmente, como una
proteina inactiva. En el complejo de Golgi es procesado por una convertasa, Furina, con un
primer corte proteolitico (S1), en un glutamato en posicién 1,655, que produce NECD (de
aproximadamente 180 kDa) y NICD (de aproximadamente 120 kDa), lo que da por
resultado la dimerizacién y exposicion de un péptido maduro en la membrana (Figura 4).
Una vez que interaccionan el ligando y el receptor, los cambios conformacionales de la
proteina exponen una valina en posicion 1,711 donde ocurrira un segundo corte
proteolitico (S2, Figura 6), realizado por una metaloproteasa, Kuzbanian (Kuz), de la
familia. ADAM (TACE), que libara la region extracelular de N. Un tercer evento
proteolitico (S3, Figura 6) regulado intramembranalmente (RIP por sus siglas en inglés),
catalizado por una y-secretasa presenilina, que ocurre en un valina en posicion 1,744, libera
la forma intracelular de N (NIC), que es la que finalmente se transloca al nucleo. Por
ultimo un cuarto corte (S4, Figura 6), también regulado intramembranalmente y realizado
por una y-secretasa presenilina, libera al espacio extracelular un pequefio péptido llamado
B-Notch (NB), que hasta el momento no se sabe cual sea su funcion (Figura 3) (Munro y
Freeman, 2000; Baron et al, 2002; Schweisguth, 2004; Gazave et al, 2009).
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Figura 4. Sitios donde se realizan los cortes proteoliticos de N. El corte “S1 E” es realizado en un residuo de
Glutamato, por una Furina y los fragmentos resultantes interaccionan y se unen en dos Cisteinas. El corte “S2
V” es realizado en un residuo de Valina por una enzima del tipo ADAM/TACE/Kuzbanian. Finalmente, el
corte “S3 V”, sobre un residuo de Valina, y el corte “S4” son catalizados por una enzima y-secretasa
presenilina (Baron et al, 2002; Schweisguth, 2004; Gazave et al, 2009).

Ubiquitinacion: las ubiquitinas son polipéptidos de 76 aa que se unen
covalentemente a un sustrato, en un proceso de varios pasos, que involucra una enzima
activadora de la ubiquitina (E1), una enzima que conjuga la ubiquitina (E2) y una enzima
ubiquitina-ligasa (E3), esta UGltima encargada de reconocer regiones conservadas
especificas y catalizar la transferencia de ubiquitinas a su proteina blanco. Una serie de
ubiquitin-ligasas se han asociado a la actividad de la via. Neuralized (Neur) y Mind Bomb
(Mib) se han asociado en la activacion de los ligandos de la via N. Estas dos proteinas
regulan la actividad del ligando DI en D.m.; por ejemplo Mib regula un subconjunto de
eventos en la sefializacion N, entre los que se incluyen la formacion de las alas, la
segmentacion de las patas y la formacion de las venas, que difieren a los efectos donde se

involucra la actividad de Neur (Le Borgne et al, 2005).

La actividad de Supresor de Deltex (Su[dx]) y Deltex (Dx) se han asociado al
trafico, endocitosis y degradacion del receptor N. Cuando el receptor es ubiquitinado por
Su(dx) éste entra a la via endocitica para ser degradado. Dx por el contrario, antagoniza la
actividad de Su(dx) y promueve el ingreso del receptor N a la via endocitica para regular
su tiempo y localizacién en la membrana. Es importante sefialar que la ubiquitinacion
participa tanto en la degradacion de los péptidos blanco, como en la activacion, transporte
y localizacion membranal de los mismos. (Le Borgne y Schweisguth, 2003; Le Borgne et
al, 2005; Bray, 2006; Gazave et al, 2009).

La via endocitica es un mecanismo que se ha relacionado con la ubiquitinacion,

como se menciono anteriormente. Este complejo mecanismo involucra el reclutamiento de
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proteinas y modificaciones de lipidos con transformaciones dramaticas de la membrana
plasmética. La formacion de vesiculas se emplean para reorganizar la exposicion en
membrana de las proteinas involucradas en la sefial de N, su activacion y en los casos

necesarios la degradacion de las proteinas endocitadas (Bray, 2006; Liu et al, 2009).

1.4. Hairless, el gran desconocido

El gen Hairless de D. melanogaster (H.D.m) tiene cinco intrones, cuatro de ellos
dentro de la region codificante (Figura 5); un solo marco abierto de lectura (MAL) que
codifica una proteina de 1,077 aa con un peso molecular =110 kDa; con tres codones de
inicio (M1, M2, M3), donde uno de los intrones separa los codones M2 y M3. Si bien M1
no se ajusta al sitio de inicio de la trascripcion del gen en D.m., M2 (en posicion 19) y M3
(en posicion 148) parecen tener como consecuencia la traduccion diferencial del gen
(Marquart et al., 1999) y, por tanto, la expresién de dos isoformas de la proteina: H™*® y
HP*?%° respectivamente (Figura 5). Existen evidencias de que la regulacién adecuada de la
via Notch depende de que las dos isoformas actlen de manera sinergistica (Maier et al.,
2002, Paz-Gomez, 2008).

Los estudios comparativos, realizados por Maier y col. (1997), entre la proteina H
de D. hidei y D. melanogaster, especies con 50 millones de afos de divergencia, revelan
una baja conservacion de H con una identidad de aproximadamente 69%. Lo mismo ocurre
con sus dominios, de los cuales, el mas conservado es el DS (aproximadamente 85%) v el
menos conservado es el DA (aproximadamente 33%). Cabe resaltar que la funcion de DA
se debe a la naturaleza de los aa que la componen y no a una secuencia definida (Maier et
al., 1992).

El ortélogo de H recientemente estudiado en Apis mellifera (H.A.m) muestra una
proteina que mide solo un tercio (44.5 kDa) del tamafio de la proteina de los Drosofilidos
(110 kDa). A pesar de su tamafio, H.A.m contiene tres de los dominios caracteristicos (DS,
DA, DC) bien conservados (Maier et al, 2008). En la tabla 1 se hace una comparacién

entre la Similitud (se refiere a la naturaleza de los aa) y la Identidad entre ortélogos de H.
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Tabla 1: Comparacion de los ort6logos de H en diferentes insectos

Drosophila melanogaster
% Similitud % ldentidad

Anopheles gambiae 66 60
Culex pipiens 67 61
Aedes aegypti 66 60
Bombix mori 68 61
Tribolium castaneum 73 65
Apis mellifera 70 63
Nasonia vitripennis 66 59
Pediculus humanus corporis 67 57

Tomado de Maier et al, 2008

La proteina H juega un papel importante como el mayor antagonista de la via de
sefializacion de Notch. En Drosophila H se une a Su(H) (Marquart et al, 1999), que es un
factor de transcripcion que funciona como activador de la via, y, reclutando los co-
represores Groucho (Gro) y la proteina de enlace a C-terminal (CtBP, por sus siglas en
inglés), convierte a Su(H) en un represor de los genes blaco de la via. En este contexto, H
actia como una molécula de union entre Su(H) y los co-represores (Brennan y Gardner,
2002; Brody, 2002; Nagel et al., 2005; Maier, 2008).

ML om2 M3

Hp120

—[ | |
I |

Figura 5. Gen Hairless. En verde representacion del gen; en naranja los 5 intrones; en rojo los sitios DS; en
azul los sitios DA 'y DC. M1, M2, M2 Codones de inicio; Hp150 inicio de la transcripcion de la proteina de
150 kDa y Hp 120 inicio de la transcripcion de la proteina de 120 kDa. En gris las dos isoformas de H;
(Marquart et al, 1999. Maier et al, 2002)

Hp150

H es esencial en la regulacion del proceso de sefializacion de N en Drosophila y por
lo tanto importante para la diferenciacién celular y el desarrollo de tejidos en la mosca

(descrito adelante). A pesar de los esfuerzos, ningin ortélogo de H se ha encontrado en
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vertebrados (Marquart et al, 1999). Un conocimiento detallado de la proteina H en
invertebrados es requisito para identificar los homdlogos u ortélogos funcionales en
mamiferos. La no identificacion de una proteina con funciones semejantes a H en animales
superiores, explica por qué este gen sea ampliamente ignorado en el desarrollo embrionario
de los mamiferos. Sin embargo, una vez que los detalles de la regulacion negativa en via de
sefializacion de N se clarifiquen, se espera encontrar un homologo u ortélogo funcional en

animales superiores (Maier, 2006).

1.5. Funcionamiento de la Via de N

Notch es sintetizado como un péptido inmaduro en el reticulo endoplasmico de
donde pasa a la red trans-Golgi para ser procesado proteoliticamente y glicosilado
inicialmente por una enzima O-Fucosil Transferasa-1 en los residuos de EGF vy
posteriormente por Fringe (Fgn). Notch es procesado con un primer corte proteolitico (S1)
por una Furina, generando el Dominio Notch Extra-Celular (NECD) y el Dominio Notch
Intra-Celular (NICD), que interactian entre ellos de manera no covalente, en una forma
dependiente de Ca?*, en cuya asociacion participan dos cisteinas (Figura 3) de este modo
se genera un péptido maduro, que finalmente es expuesto en la membrana celular (Haines e
Irvine, 2003).

Una vez en la membrana, el receptor Notch se une a los ligandos Delta-Serrate-
Lag2 (DSL) de la célula de decision primaria. El patrén de glicosilacion (descrito arriba)
de los EGF sirve para discriminar entre ligandos, ya que la union de Delta (DI) es
promovida por las modificaciones de Fng, pero inhibe la habilidad de Serrate (Ser) para
unirse al receptor. En este momento tiene inicio la sefial. EI cambio conformacional que
sufre Notch al interactuar con su ligando, expone una valina donde ocurre un segundo
corte proteolitico (S2) liberando a NECD vy el complejo ligando-NECD es endocitado por
la célula de decision primaria (Figura 5) (Le Borgne y Schweisguth, 2003; Le Borgne et al,
2005).

Se ha sugerido que NICD es ubiquitinado por las ligasas E3, Supresor de deltex
(Su[dx]) y Deltex (Deltex), y atrapado en compartimentos intracelulares que contienen la

actividad de y-secretasa del complejo proteico Presenilina-nicastrina, una vez ahi ocurren
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los cortes S3 y S4, donde NICD es llevado a nucleo o degradado y Notch-f (NB) es
liberado al espacio extracelular (Schweisguth, 2004; Fortini, 2001; Bray, 2006; Kopan, R.
y llagan, 2010).

Una vez en ndcleo NICD se une a CSL (CBF1, Supresor de Hairless, Lagl) y
forma complejos de activacion con acetilasas de histonas, Master mind y/o SKIP, entre
otras proteinas, para activar e iniciar la transcripcion de los genes blanco (Schweisguth,
2004; Fortini, 2001; Bray, 2006; Kopan, R. y llagan, 2010).

El proceso de activacion, en D.m, es modulado por Hairless, que forma complejos
con Supresor de Hairless para reprimir la transcripcion de los genes blanco de la via,
dentro de los cuales estan single minded, vestigial, pax2/sparkling, el mismo Supresor de
Hairless y principalmente los genes del locus Enhercer of Split (E[spl]), que codifican para
las proteinas nucleares béasicas de tipo hélice-lazo-hélice (bHLH), que funcionan, a su vez
como factores de transcripcion de genes como los del complejo de Achaete-Scute, que
contienen genes proneurales. La expresion de dichos genes estimula a la célula receptora
hacia un destino celular distinto al de la célula de decision primaria (Artavanis-Tsakonas et
al, 1995; Kopan y Turner, 1996; Artavanis-Tsakonas et al, 1999; Bray y Furriols, 2001;
Brennan y Gardner, 2002; Lai, 2004).
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Figura 6. Una vez que el ligando y el receptor se exponen en la membrana y entran en contacto, se
inicia la transduccién mediada por N. La interaccion ligando-receptor producen un cambio conformacional
en N, exponiendo S2 lo que permite a Kuz realizar un corte proteolitico en ese sitio y liberar NECD. El
complejo ligando-receptor es endocitado por la célula de decision primaria, mientras una y-secretasa libera
NICD que es endocitado y translocado a nucleo, o en su defecto atrapado en vesiculas. En nicleo NICD y H
regulan la expresion de genes blanco propios de la via.

1.6. Tres mecanismos de diferenciacion, maltiples destinos celulares

Una vez que la sefial da inicio y los genes blanco son inhibidos o expresados, N

utiliza tres mecanismos para dirigir el destino celular:

Inhibicion lateral: En un grupo de células equipotenciales una célula con una
localizacion especifica, actia como célula de decision primaria y es la encargada de enviar
la sefial a las células vecinas para evitar que estas tomen su mismo destino celular (Figura
7). Un ejemplo de esta inhibicion lo presentan las células ordenadas en lineas muy
delgadas y localizadas en posiciones precisas a lo largo del ala en formacion de D.m., las
cuales se diferencian en células formadoras de las venas de las alas. Las células que las
rodean siguen proliferando para organizar la estructura del ala de la mosca (Greenwald,
1998; Bravo y Baizabal, 2005; Bray, 2006).
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Decisién asimétrica o decision de linaje: Este mecanismo esta regulado al
momento de la division celular ya que cada célula hija, después la division celular de una
precursora tomara un destino celular diferente (Figura 7). EI mecanismo se regula por la
secrecion asimétrica de factores como Numb, que es una E-ubiquitinligasa, que participa
en el ingreso de NICD en la via endocitica; de este modo, una de las células hijas
dispondra de NICD y en la otra sera atrapado en vesiculas para su degradacion evitando de
este modo la expresion de las proteinas bHLH. Por ejemplo, las células precursoras de
organos sensoriales (SOP) de D.m., que conforman su sistema nervioso periférico,
experimentan un primer proceso de divisién para dar origen a los tipos celulares lla (NICD
activo) y llb (NICD atrapado en vesiculas). A su vez, lla da origen a la célula sensorial
(NICD atrapado en vesiculas) y soporte (NICD activo), mientras que Ilb da origen al par
celular neurona (NICD atrapado en vesiculas) y cubierta (NICD activo) (Greenwald, 1998;
Barolo et al, 2000; Bravo y Baizabal 2005; Brennan y Gardner, 2002; Bray, 2006).

Sefalizacion Inductiva: Cuando dos poblaciones celulares diferentes subsisten la
interaccion célula-célula da como resultado la generacion de una interfase que les permite
distinguirse y separarse (Figura 7). Por ejemplo, en las alas de D.m. en desarrollo, las
células del compartimiento dorsal estimulan al receptor Notch en las células adyacentes del
compartimiento ventral mediante el ligando Ser. Esta interaccion causa que las células
ventrales sinteticen los ligandos DI o Ser, que estimulan al receptor Notch localizado en las
celulas dorsales. Como resultado, las células que existen entre la zona ventral y dorsal se
diferencian y forman una interfase que funciona como un centro organizador director del
crecimiento y posicion correcta de las células estructurales de un ala madura funcional
(Artavanis-Tsakonas, 1999; Baron, 2002; Bravo y Baizabal, 2005; Bray, 2006).
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Figura 7. Mecanismos de diferenciacién celular mediados por Notch. A) Inhibicidn lateral: en un grupo de
celulas con estados de diferenciacion equivalentes (hexagonos azules), dos de ellas (hexagonos rojos) activan
al receptor Notch localizado en las células vecinas con lo que evitan que tomen el mismo destino celular vy,
por tanto, adquieren un destino celular diferente (hexagonos grises). B) Division asimétrica o decision de
linaje: Notch se activa en las dos células hijas después de cada division celular; sin embargo, en una de estas
células (lineas rojas), NIC es atrapado en vesiculas, evitando que llegue al nucleo. Esto trae como
consecuencia los destinos celulares diferentes. SOP, célula precursora de 6rganos sensoriales. (C)
Sefializacién inductiva: un grupo de células (hexagonos café) induce a las células vecinas (hexagonos verdes)
a diferenciarse para crear una interfase entre ambas (hexagonos blancos). (Modificado de Gerhart, 1999;
Haines e Irvine, 2003).

1.7. EI modelo de “switch” ;jrepresion o activacion? ;Represion y
activacion?

Un punto critico de la sefializacion es regulado por la accion de las proteinas de la
familia CLS, inicialmente clasificadas como factores de represion en vertebrados, pero
como activadores transcripcionales en invertebrados. Los estudios realizados para
esclarecer el funcionamiento de estas proteinas revelan que los modelos de represion y
activacion, se presentan tanto en vertebrados como en invertebrados, y estan relacionados
con el reclutamiento de diferentes co-activadores y co-represores, respectivamente. Al
parecer, este elegante sistema de regulacién de genes esta intimamente ligado a la
capacidad de los complejos de contener actividad de acetilacion, reclutando enzimas
Acetil-transferasas de Histonas (HAT), para la transcripciéon de genes; o la capacidad del
complejo de remover grupos acetilo, reclutando enzimas Desacetilasas de Histonas
(HDAC) para la represion de genes (Schweisguth y Posakony, 1992; Schweisguth y
Posakony, 1994; Dou et al, 1994; Waltzer et al, 1995; Bray y Furriols, 2001; Lai, 2002;
Nagel et al, 2005; Bray, 2006).
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En las siguientes figuras (8, 9 y 10) se esquematizan los modelos de expresion de
genes regulada por N derivados de los estudios de interacciones proteina-ADN Yy proteina-

proteina de los diferentes factores de transcripcion de la via.

Figura 8. Modelo de represion en mamiferos: Una vez que CBF1 se une a su sitio consenso, YRTGDGAD,
ésta tiene la capacidad de interaccionar con co-represores como SMRT (Silencing Mediator of Retinoid and
Thryoid Receptor), CIR (CBF-Interacting Protein). SKIP (Ski-Interacting Protein, que parece participar
también en los complejos de activacién). La capacidad de adquirir actividad de HDAC se relaciona con los
estadios transcripcionalmente inactivos de la cromatina.

Figura 9. Modelo de represién en D.m. En ausencia de sefial Su(H) recluta una serie de proteinas co-
represoras. H es el antagonista por excelencia de la via N y sirve de puente para reclutar un tetramero de Gro,
gue es un co-represor universal, y un dimero de CtBP, que funcionan, a su vez, como proteinas de enlace
para reclutar HDAC y mantener, de esta manera, una estructura de cromatina transcripcionalmente inactiva.

Figura 10. Modelo de activacion en D.m.: En presencia de sefial CSL recluta proteinas para formar
complejos de transcripcion. CSL es secuestrado por NICD y a su vez, ésta recluta activadores como Mam y
SKIP. Es importante resaltar que NICD tiene la capacidad de reclutar HAT (anillo naranja), que le ayudaran
a mantener un estado abierto y transcripcionalmente activo de la cromatina.

Los complejos de represion en mamiferos estan relacionados con el reclutamiento,
por parte de CBF1, de CIR, que a su vez se une a SMRT que suple la actividad de los co-
represores Gro (que cuentan con homologos en todas las especies) y CtBP de D.m. para

interactuar con HDAC y mantener de este modo los estadios inactivos de la cromatina.
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Aunque las evidencias son insuficientes, este modelo no excluye la existencia de un
homologo de H, pero podria explicar la presencia de otra proteina con funciones similares

a H en mamiferos (Lai, 2002; Courey y Jia, 2009).

Otra evidencia a favor del modelo del “switch” es presentada por Nagel y col.
(2005) que proponen la posibilidad de que H compita, dependiendo de la cantidad de
proteina que se exprese en el momento de la sefial, con NICD por secuestrar a Su(H) y

formar los complejos necesarios para la regulacion de genes.

1.8. De los Anticuerpos

Los anticuerpos (Ac) son moléculas evolutivamente disefiadas para reconocer y
combatir una serie de patdgenos a los cuales los organismos deben enfrentarse a lo largo de
su vida. Durante la produccion de los anticuerpos se ven implicados gran ndmero de
procesos, pero los elementos basicos los constituyen los linfocitos B, linfocitos T
auxiliadores (TH) y las células presentadoras de antigeno (APC). Los primeros presentan
receptores para antigenos en su membrana (Igs de superficie para las células B y el
receptor para las células T [TCR] para los linfocitos T) que pueden reconocer de manera
especifica virtualmente cualquier molécula bioldgica. Esta gran diversidad de receptores se
genera durante el desarrollo de las células con la participacion de una cantidad
relativamente pequefia de genes que mediante recombinacion genética, la asociacion de los
diferentes dominios, la diversidad de unién, la hipermutacion somatica y otros mecanismos
se puede llegar a cifras en el orden de al menos 10’ combinaciones posibles de anticuerpos
diferentes (Gavilondo, 1995; Abbas y Litchman, 2003; Mayer, 2009).
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Figura 11. Cuando algin patégeno o molécula extrafia (antigeno [Ag]) es detectada en el organismo (una
proteina por ejemplo) las APC se encargan de procesarlo en péptidos y los presentan en la superficie celular
asociados al complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC 1I). Las células TH reconocen
especificamente la asociacién péptido-MHC Il mediante sus TCR, en interaccion con la molécula CD4. Este
reconocimiento especifico activa a las TH que producen las citocinas necesarias para el proceso de
proliferacion y diferenciacion de las células B. Las células B reconocen especificamente el Ag en solucién
mediante su receptor de superficie (Igs de superficie), y su activacion y diferenciacion posteriores lleva a la
produccion de células plasmaticas, que secretan Ac especificos o células de memoria (Gavilondo, 1995;
Abbas y Litchman, 2003; Mayer, 2009).

Estructura de las Igs: los Ac son proteinas glicosiladas, constituidas de varios
dominios de globulinas, de donde reciben el nombre de Inmunoglobulinas. Constan de dos
cadenas pesadas (H) y dos ligeras (L) y cada una tiene regiones constantes (C) y variables
(V), dentro de estas ultimas hay secuencias de aa llamadas hipervariables o regiones
determinantes de la complementariedad (CDR, por sus siglas en inglés) que son las
encargadas (si bien no las Unicas) de la union especifica al Ag (Gavilondo, 1995; Abbas y
Litchman, 2003; Mayer, 2009).

Las cadenas H estan constituidas por varias regiones constantes (CH), de 3-5 segln
el Isotipo, unidas entre si por una region de bisagra que le confiere flexibilidad a la
estructura y son estabilizadas por enlaces disulfuro. Estas regiones tienen funciones
efectoras, como la union a la membrana celular u otras moléculas de sistema inmune.
También tienen una region variable (VH) con sus CDRs para la unién al Ag (Gavilondo,
1995; Abbas y Litchman, 2003; Mayer, 2009).

Las cadenas L estan constituidas por una regién CL y una VL, dentro de la cual se

encuentras los CDRs y se unen a las cadenas H por enlaces disulfuro (Gavilondo, 1995;
Abbas y Litchman, 2003; Mayer, 2009).
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CDR

Dominios Globulares

Cadenas Ligeras

Cadenas Pesadas \.)

Figuera 12. Representacion grafica de Igs. En la figura se representan las regiones globulares en las
posiciones de cada dominio CH y VH para las cadenas Pesadas; CL y VL para las cadenas Ligeras. La
Regidn de Bisagra (B, en verde en la el esquema de la izquierda) es una region rica en prolinas y cisteinas,
que le dan flexibilidad a la molécula. Las regiones Determinantes de la Complementariedad (CDR, en rojo en
el esquema de la derecha) se encuentran la mayoria de los aa que interaccionan con el antigeno (Mayer,
2009).

Uso y produccion de Ac: El uso de de estas moléculas se ha mostrado como una
herramienta versatil en varios campos del quehacer del hombre, por ejemplo en la
investigacién, como en la medicina, a modo de terapia o diagnostico entre otros (Leenaars
et al, 1999; Karp, 1999; Polson et al, 1980).

La utilidad en los diferentes campos, se debe a su capacidad de reconocer y unirse a
moléculas que le son especificas. Cada Ac reconoce un epitope antigénico especifico,
posiblemente tan pequefio como 5-6 aa 0 entre una o dos glucosas u otras unidades de
monosacaridos. Segun Karp (1999) tienen la capacidad de distinguir una secuencia de aa
con una diferencia de 2 residuos de aa o una modificacion post-traduccional simple
(Leenaars et al, 1999).

La obtencién de Ac a nivel experimental e industrial ha hecho uso sobre todo de
mamiferos de diferentes especies (raton, rata, cobayo, cabra, caballo). En la década de los
80’s Polson (1980) propone un modelo biologico diferente, introduciendo a las gallinas
como alternativa, si bien ya Petterson y col. (1962) encontraron que las concentraciones de
inmunoglobulinas en la yema del huevo eran iguales 0 mayores a las del suero (Wasif et al,
2006).
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En mamiferos, las madres confieren inmunidad pasiva al feto durante la gestacion.
Este fendmeno se logra mediante el paso de cierto isotipo de Igs a través de la placenta
(especificamente las 1gG). En las gallinas esto ocurre mediante la presencia de un cierto
tipo de Ab, convencionalmente conocidos como IgY, que tienen la funcion, de las IgG, en

el huevo (Leenaars, et al, 1999; Patterson, et al, 1962; Polson, et al, 1980)
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2. Justificacion

Todos los metazoarios, desde insectos hasta el hombre, necesitan de la via de Notch
a fin de poder llevar a cabo con éxito la diferenciacion celular durante la embriogénesis. H
es una de las proteinas de la via que no han logrado identificarse en animales superiores,
pero es clara la intervencion de una proteina con funciones similares en la embriogénesis
de estos animales. Un conocimiento detallado de esta regulacion ofrece especificamente
puntos susceptibles de intervencion con fines terapéuticos, puesto que actia como un
controlador maestro del destino celular, de la proliferacion, diferenciacion y muerte
celular. Implica que su conocimiento ayudaria a comprender mejor algunos aspectos de la
inmunologia, la neurobiologia y la biologia tumoral (Bravo y Baizabal, 2005; Santos et al,
2006).

La proteina H conserva el dominio de unién a Su(H) en los diferentes homdlogos
conocidos en insectos y, en modelos como Drosophila melanogaster, este dominio es
esencial para el correcto funcionamiento de la via. Se sabe también que, dentro de los
homologos de la via Notch conocidos en mamiferos, Su(H) tiene una contraparte bien
identificada en mamiferos (CBF-1/RBPJx), por lo que se supone, podria haber una proteina
con funciones similares a H, que se una al homdlogo mamifero de Su(H) y cumpla sus

funciones en la regulacion de la via en estas especies.
Por tanto es posible que, generando anticuerpos policlonales contra el dominio

conservado de union a Su(H), se obtengan resultados concretos en la identificacion de un
homdlogo u ortdlogo de la proteina H en embriones de animales superiores.
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3. Hipotesis

Los anticuerpos policlonales obtenidos de conejo y gallinas permitirian identificar
un homdlogo ortélogo o parélogo, de la proteina H en animales superiores mediante la

deteccion del dominio de union a Su(H) de la proteina H de D. melanogaster.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general:
e Obtener anticuerpos policlonales contra el dominio de unién a Su(H) de D.

melanogaster.

4.2. Objetivos particulares:

e Clonar y amplificar el dominio de unién a Su(H) (DS) de de la proteina H
de D. melanogaster.

e Transcribir y sintetizar in vitro el péptido para el que codifica el dominio de
union DS.

e Generar el anticuerpo policlonal contra el péptido sintetizado in vitro
usando conejos y gallinas.

e Probar el anticuerpo en extracto total de proteina de embriones de D.

melanogaster.
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Extraccion de ADN de
Drosophila
melanogaster.

5. Material y Métodos

Amplificacion de DS por
PCR

Clonacidn en vector de
expresion in vitro

Transcripcion y

expresion in vitro

Inmunizacién de
conejos y gallinas

Obtencion de sueros

Obtencion de proteina
total de Drosophila
melanogaster

Probar Anticuerpos

Titulacién por Dot Blot

Inmunodeteccion

Figura 11. Estrategia experimental para generar anticuerpos policlonales contra el dominio de unién a Su(H) en conejos y gallinas.
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6. Resultados y Discusion

6.1. Capitulo |
La comparacién entre proteinas homologas en diferentes especies, es un trabajo

que, a lo largo de tiempo, ha arrojado valiosos datos sobre la conservacién y funcion de
estas moléculas. Esta util herramienta ha permitido, en este caso, identificar las regiones
funcionales y mejor conservadas de la proteina H, para sintetizar un péptido in vitro, que
nos permita generar anticuerpos policlonales contra un dominio de particular importancia
en esta proteina de D.m. En esta seccidn se presentan los resultados y las técnicas que se
emplearon para generar un polipéptido con potencial inmunogénico, que permitié obtener

Ac contra la proteina H de D.m.
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Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia (CMEB) Facultad de Medicina Veterinaria y
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Morelia-Zinapécuaro. Tarimbaro, Mich. Teléfono y Fax: (443) 295-80-29.
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Resumen: Las funciones de los diferentes tipos de células que constituyen un
organismo multicelular, son reguladas mediante vias de transduccion de sefiales, cuyo
objetivo final es la regulacion de genes blanco. La via de sefializacion Notch participa
principalmente en el desarrollo temprano y tardio del embrion, y en menor grado en el
funcionamiento correcto del individuo. Hairless es una proteina involucrada en la via de
sefializacion Notch y su papel es modular negativamente la via. A pesar de los
esfuerzos realizados para detectar a Hairless en animales superiores, no se ha logrado
identificar un homologo de la misma. Su identificacion es fundamental para entender
mejor los procesos de regulacién de la via, del desarrollo embrionario y de otros
procesos patoldgicos que involucran a Notch. Los homdlogos de Hairless en insectos
poseen al menos tres dominios altamente conservados, de los cuales el dominio de
unién a Supresor de Hairless, una proteina propia de la via, es el mas conservado.
Mediante andlisis in silico y técnicas de biologia molecular se identificé y delimité un
péptido con potencial inmunogénico del dominio de unién a Supresor de Hairless de la
proteina Hairless de Drosophila melanogaster. Este péptido se usé como antigeno en
gallinas, para generar anticuerpos policlonales. Los sueros se probaron contra extracto

total de proteina de embriones de la mosca de la fruta.

Palabras clave: Desarrollo embrionario, Notch, Hairless, péptidos inmunogénicos.
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En los ultimos afos, los avances biotecnoldgicos en la produccion animal se han
enfocado a la obtencion de embriones in vitro, tanto para su transferencia a
hembras receptoras, como para su manipulacion genética. Sin embargo, la baja
supervivencia de este tipo de embriones impacta negativamente su viabilidad para
la transferencia, lo cual representa un problema para la implementacion de estas
técnicas. Las metodologias biotecnolégicas en la produccion animal implican el
conocimiento de la composicion y tipo de medios de cultivo empleados, la
clonacion por transferencia nuclear, el sexado de embriones, la produccién de
animales transgénicos y la determinacibn de la viabilidad misma de los
embriones, entre otras.

Actualmente, y dado que la comunicacién celular es la encargada de regular las
complejas organizaciones espacio-temporales de los organismos vivientes, es
esencial un conocimiento detallado a nivel molecular del desarrollo embrionario
para ayudar a esclarecer los mecanismos reguladores de las vias de
comunicacién celular, lo que a su vez ayudaria a proponer estrategias mas finas
de manipulacién de embriones in vitro (1), para impactar de manera favorable en
la produccion animal. La comunicacion celular, una caracteristica comun de los
organismos multicelulares complejos, es regulada mediante vias de transduccion
de sefiales, cuyo fin es la activacion o inactivacion de genes blanco.

Las vias de transduccién de sefiales conocidas en animales pueden contarse por
decenas, pero de manera particular en el desarrollo embrionario temprano y tardio
de los metazoarios, ha sido posible identificar siete vias que aseguran el correcto
destino celular: Wingless (Wnt), Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-
B), Hedgehog (Hh), Receptor de Tirosina Cinasa (RTK), Receptor Nuclear,

Jak/STAT y Notch (N). Cada via es usada de manera reiterada durante el
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crecimiento de los organismos de acuerdo al contexto o estadio de desarrollo (2,
3,4,5).

De estas siete vias, Notch tiene un papel muy importante durante el desarrollo
embrinario de los metazoarios, ya que toma el control del desarrollo embrionario,
especialmente durante la formacion de somites. Dentro de los elementos de la via
N, la proteina Hairless (H) juega un papel importante como el mayor antagonista
de la via, definiendo los destinos celulares. Sin embargo, su actividad es
practicamente desconocida en mamiferos ya que no se ha logrado detectar
ningun ortélogo o paralogo de esta proteina (6). En Drosophila melanogaster
(D.m.), H posee varios dominios de union bien conservados. En el extremo N-
terminal se encuentra el dominio de union DS que sirve de enlace a la proteina
Supresor de Hairless (Su[H]), un factor de transcipcion propio de la via. En la
region central de la proteina se encuentra el dominio DA, de enlace a Groucho
(Gro) y, finalmente, en la regién C-terminal se encuentra el dominio DC, al que se
une la Proteina de Union a C-terminal (CtBP, por sus siglas en inglés). Gro y
CtBP son dos co-represores necesarios para regular la expresion de los genes
blancos de N. En este contexto, H actia como una molécula de union entre Su(H)
y los co-represores (2, 3,5, 7,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16).

Estudios comparativos entre las proteinas H de D. hidei y D.m., especies con 50
millones de afos de divergencia, revelan una baja conservacién de los dominios
DS, DAy DC, donde el mas conservado es DS (=85%) y el menos conservado es
el DA (=33%) (16, 18).

La proteina H no solo muestra variacion en sus dominios funcionales, sino
también en su tamafio, lo cual se evidencia en el hecho de que un ortélogo de H

recientemente estudiado en Apis mellifera (H.A.m), muestra una proteina con un
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peso molecular de 44.5 kDa que corresponde a un tercio del tamafio respecto a la
proteina H de D.m. de 110 kDa, pero que contiene los dominios conservados DA,
DS y DC, que son esenciales para su funcionamiento (18).

El conocimiento detallado de la proteina H en invertebrados es requisito para
identificar los homodlogos funcionales en mamiferos donde, a pesar de los
esfuerzos, no se ha encontrado ningiin homologo de H en vertebrados (9, 18). La
falta de identificacion de una proteina con funciones semejantes a H, que no
excluye la presencia de un paralogo u ortélogo, en animales superiores, explica
por qué este gen sea ampliamente ignorado en el desarrollo embrionario de los
mamiferos. Sin embargo, una vez que los detalles de la regulacion negativa en la
via de sefalizacion de N se clarifiquen, se espera identificar una proteina
funcional con las caracteristicas de H, en animales superiores (6), sobre todo si se
sabe que todos los metazoarios, desde insectos hasta el hombre, necesitan de N
para llevar a cabo con éxito la diferenciacion celular durante la embriogénesis (18,
19).

Por tanto, es posible que generando péptidos con potencial inmunogénico para
producir anticuerpos policlonales contra DS, partiendo de un andlisis in silico para
identificar las zonas méas antigénicas de dicho dominio de H de D.m., se avance
en la identificacion de una proteina funcional similar a H en embriones de
animales superiores, con la finalidad de poder establecer estrategias
biotecnolégicas mas finas a nivel molecular, que aseguren la supervivencia de
embriones de mamiferos in vitro y se logre un mayor impacto en la aplicacion de
la biotecnologia en la produccion animal.

A fin de delimitar el dominio de interés de la proteina H y poder generar una

construccion que nos permitiera obtener un péptido in vitro, para ser utilizado
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como antigeno en gallinas y asi poder generar anticuerpos policlonales contra
este dominio, se utilizaron las siguientes técnicas:

Analisis de hidrofobicidad y antigenicidad del dominio DS de D.m: Se partio de la
comparacion hecha por Maier y col. (2008) (18) de los homdlogos de H en
invertebrados, donde se reporta a DS como la regidn mejor conservada de la
proteina. Con el programa CLC Main Workbench 5.6.1 (CLC bio, Aarhus,
Dinamarca) se realizé un andlisis de antigenicidad e hidrofobicidad de la
secuencia reportada por Maier y col. (2008) para delimitar las zonas con mayor
inmunogenicidad.

Obtencién del fragmento DS y clonacién en el vector pF1A T7 Flexi®: Se

disefiaron dos oligonucledtidos par amplificar DS. EI DSFLEXI01 (5'-

gACCgCGATCgCCATgTCCACCgCCTCAAATQQCTT-3"), que inserta en el
extremo 5’ un codén de inicio (ATg en negritas), el sitio de restriccion para Sgf |
(subrayado) y cuatro bases aleatorias (en -cursivas). EI DSFLEXI02 (5'-
CTTggTTTAAACGTCTCCATTTTCCgCCTTgATTQgC-3'), que inserta en el extremo
3’ el sitio de restriccion para Pme | (subrayado) que incluye el codén de valina

(negritas y subrayado), un codén de paro (subrayado y cursivas) y cuatro bases

aleatorias (cursivas). El fragmento DS se obtuvo mediante la técnica de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) a partir de ADN de D.m. silvestre y
ADNc de la variante rucuca de D.m del laboratorio de D. Maier y A. Preiss
(Instituto de Genética de la Universidad de Hohenheim, Sttutgart, Alemania), y
agregando a concentracion final los siguientes reactivos: 150 ng de ADN
genomico, amortiguador para PCR (Tris-HCI 200 mM, KCI 500 mM), 2 mM de
MgCl,, 0.2 mM de dNTP's, 0.2 uM de cada oligonucléotido, 1.0 U de Taq DNA

polimerasa (Gibco BRL®, Gaithersburg, MD, USA) y agua destilada desionizada
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estéril para un volumen final a 50 yl. La reaccion de PCR se llevo a cabo en un
termociclador GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems), empleando el
siguiente programa: 1 ciclo a 94°C por 3 min., 2 ciclos a 94°C por 30 seg, 55°C
por 45 seg, 72°C por 90 seg; 35 ciclos a 94°C por 20 seg., 61.3°C por 30 seg y
72°C por 90 seg; un ciclo a 72°C por 7 min y un ciclo sostenido a 4°C. El producto
de PCR se clon6 en el vector pF1A T7 Flexi® (siguiendo las instrucciones del
fabricante) empleando el Kit de clonacion Flexi® Vector Systems y las enzimas de
restriccion correspondientes (PROMEGA™, USA).

Transcripcion y expresion del fragmento DS: Para la transcripcion y expresion del
fragmento DS se empled el kit TnT® Coupled Reticulocyte Lysate System®
(PROMEGA™, USA), se siguieron las indicaciones del fabricante, ya que permite
realizar transcripcion, procesamiento de intrones y traduccion in vitro en una sola
reaccion. Después de las reacciones se verifico la presencia del péptido en un gel
de acrilamida SDS-Page al 10%.

Uso y actividad inmunogénica del péptido generado como antigeno: El péptido
generado in vitro se empled para inmunizar gallinas de acuerdo al siguiente
programa: el péptido de interés obtenido con el kit TnT® Coupled Reticulocyte
Lysate System se identifico en un gel SDS-PAGE. La banda se corté y
homogeniz6 en 500 pl de solucion salina isotdnica. Se afiadié un volumen de
adyuvante Completo (en la primera inmunizacién) o Incompleto (en las siguientes
inmunizaciones) de Freund® (Sigma™, USA), se llevd a un volumen de 1.5 ml
con solucion salina isotonica y se inyect6 via intramuscular a los largo de la quilla
en gallinas en etapa productiva. El procedimiento se repitid una vez por semana
durante 4 semanas. Se obtuvieron 2 ml de sangre antes de cada inmunizacion y

una semana después de la dltima, para determinar el titulo de anticuerpos
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generados. Para separar el suero, de las gallinas se dejo formar el coagulo y se
incubd a 4°C toda la noche, después de la incubacion se centrifugd a 10’000 rpm
durante 10 min, se recuperé el sobrenadante en tubos eppendorf de 1.5 ml
estériles y se congeld a -20°C.

Obtencion de proteina de embriones de D. melanogaster: Las moscas se
colocaron en placas con medio de manzana (se agregaron 12 gr. de Agar en 375
ml de agua y se esterilizo; se agregaron 125 ml de jugo de manzanay 12.5 gr. de
azucar, se calenté a 60 °C; se mezclo el agar y el jugo de manzana, se
mantuvieron a 60 °C; se agregaron 5 ml de Nipagina al 15% en etanol absoluto,
se mezclo y se vertio en cajas petri [60x15 mm. SyM Laboratorios, México]) a fin
gue ovipositen. Los embriones se colectaron cada 30 minutos. El corion de los
embriones se elimind lavando, sobre la placa de medio de manzana, con una
solucion de cloro al 50% durante 30 segundos. Los embriones se pasaron a una
malla fina para eliminar la solucién de cloro y se enjuagaron con solucion de
lavado (NaCl al 0.7%, Triton x100 al 0.02%). Se colectaron 100 embriones y se
colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 ml estéril. Se adicionaron 100 ul de
amortiguador de homogenizado (10 mM de HEPES pH 7.6, 5 mM de EGTA, 5 mM
de EDTA y 1 a 2 yl de PMSF a una concentracion final de 0.5 mM). Se incubaron
a 90-95°C durante 5 min. Se centrifugaron durante 30 min a 14,000 rpm a 4°C. El
sobrenadante se recuperd en un tubo eppendorf de 1.5 ml esteril y se almacenoé a
-20°C.

Titulacion del suero: Para la titulacion del suero se utilizo la técnica de Dot Blot de
acuerdo al siguiente protocolo: Se cortaron cuadros de membrana de
nitrocelulosa (MNC) de 2 cm?, se impregnaron en TBS (50 mM Tris-HCI, 150 mM

NaCl, pH 7.5) durante 15 min. y se dejaron secar los cuadros. Se agreg6 1ug de

37



antigeno (extracto total de proteina de embriones de D.m.) sobre la MNC y se
dej6 secar de 5-10 min. Los cuadros de MNC se transfirieron a cajas de cultivo
celular de seis pozos (Corning Incorporated, NY, USA) y se agregé 1 ml de
solucion bloqueadora al 5% (Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk®,
BIORAD™ en TTBS [TBS mas 0.1% de Tween 20®, BIORAD™]) por 45 min en
agitacion constante (todos los procedimientos se realizan en agitacion constante a
menos que se indique lo contrario); el bloqueo se repitid durante 45 min. La MNC
se lavo con agua destilada estéril durante 10 min, después se lavé con TBS
durante 10 min y por altimo se lavd con TTBS durante 10 min. El suero obtenido
de las gallinas (anticuerpo primario) se afiadid, por separado, en diluciones de
1:200, 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:3000 y 1:5000 en un volumen de 1 ml en solucién
bloqueadora al 5% y se dejo en agitacién a 4°C por lo menos 12 hrs. Después de
la incubacién, la membrana se dejé con la dilucion del suero a temperatura
ambiente por aproximadamente 1 h, sin agitacion. La MNC se lavé con agua
destilada estéril durante 10 min, después se lavé con TBS durante 10 min y por
altimo se lavé con TTBS durante 10 min. Se agregd el anticuerpo secundario,
cabra anti-IgY de pollo, conjugado a peroxidasa de rdbano (Santa Cruz, Inc. CA.
USA.) en solucién bloqueadora al 5%, a una dilucion de 1:5000 y se dej6é en
agitacion 1 hr; se elimind la solucién. Se agrego el reactivo de Luminol (Western
Blotting Luminol Reagent®, Santa Cruz Biotechnology, Inc. CA. USA.), se incubo
1 min. La MNC se dejo en contacto con placas radiograficas (ORTHO T2, JUAMA,
México) a tiempos de exposicion variables de 3 a 10 min y se revelo.

Inmunodeteccion de H en extracto total de embriones de D.m. mediante Western
Blot: La separacion de las proteinas del extracto de embriones de D.m. (15-20 pg)

se realiz0 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% y se
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transfirieron a una MNC mediante electroforesis a 250 mA durante 1.5 hrs con
agitacion constante de amortiguador de transferencia. La MNC coloc6 en solucion
bloqueadora al 5% durante 45 min, con un cambio de esta solucién y bloqueo
durante 45 min adicionales. La MNC se lavo tres veces (10 min/lavado) con agua
destilada desionizada esteril, TBS y TTBS respectivamente. El suero obtenido de
la gallina GN (anticuerpo primario) se afiadio a una dilucion de 1:3000 y se dej6
incubando a 4°C por lo menos 12 hrs. Posteriormente, la membrana se dejé en
reposo a temperatura ambiente durante 1 hr y se lavo tres veces (10 min/lavado)
con agua destilada desionizada esteril, TBS y TTBS respectivamente. Se agrego
el anticuerpo secundario, cabra anti-IgY de pollo, conjugado a peroxidasa de
rabano (Santa Cruz, Inc. CA. USA.) en solucién bloqueadora al 5%, a un titulo de
1:5000 y se dejo en agitacion 1 hr; se elimind la solucion. Se agrego el reactivo de
Luminol (Western Blotting Luminol Reagent®, Santa Cruz Biotechnology, Inc. CA.
USA.), se incub6 1 min. La MNC se dejo en contacto con placas radiograficas
(ORTHO T2, JUAMA, México) a tiempos de exposicion variables de 3 a 10 min 'y
se revelo.

Con la estrategia descrita arriba se obtuvieron los siguientes resultados:

Andlisis in silico de DS: Su(H) es una proteina que forma parte del ndcleo
principal de los componentes de la via de sefalizacion N en D.m. y cuenta con un
homélogo en mamiferos, identificado como CBF1 (RBPJk), lo que sugiere la
existencia de una proteina con una funcion similar a H, necesaria para formar
complejos de represion transcripcional en mamiferos, ya que en drosofilidos se
requiere de H para reclutar proteinas necesarias para este tipo de complejos.
Recientemente, Kopan y col. (2009) (21), destacan que las proteina

SHARP/MINT/SPEN forma parte de los complejos de represion reportados en
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mamiferos y por lo tanto antagonizan la activacion de la sefalizacion de
Notch/RBP-Jk, quedando abierta la posibilidad que esta proteina sea considerada
como paralogo de H en estas especies. Sin embargo, no ha habido estudios
conluyentes al respecto, ya que dichas proteinas no han sido caracterizadas
funcionalmente.

Al realizar un andlisis de los homdlogos en H reportados en invertebrado, Maier y
col. (2008) observaron que la regibn mejor conservada de la proteina era
precisamente el dominio DS. Tomando en cuenta lo anterior, y utilizando el
programa CLC Main Workbench 5.6.1, en el presente trabajo se realiz6 un
analisis de antigenicidad e hidrofobicidad de DS, con el algoritmo de Kyte-Doolittle
(20), con la finalidad de determinar si ademas de ser el dominio mejor conservado
de H, el péptido que pudiera ser generado a partir de su secuencia de ADN tenia
la capacidad antigénica suficiente como para ser empleado en la generacion de
anticuerpos policlonales capaces de reconocerlo formando parte de una proteina
funcional completa.

Como resultado de este andlisis, en la figura 1 se observa que existen varias
zonas hidrofébicas, siendo las mas representativas las localizadas entre los
aminoacidos (aa) 25-35 y 65-75 (Panel A). Asi mismo, se muestran las zonas
hidrofilicas mas representativas, localizadas entre los aa 185-195, 120-125 y 222-
230 (Panel A). Al comparar los resultados anteriores con el andlisis de
antigenicidad donde se observa que los picos hidrofébicos e hidrofilicos
corresponden, en general, con las zonas mas inmunogénicas de DS las cuales se
localizan entre los aa 10-15, 25-30, 63-72, 120-125 y 220-230 (Figura 1, Panel B).
Estos resultados en conjunto, sugieren que el péptido que se genere a partir del

fragmento de gen H que contenga codificado el dominio DS, tiene amplias
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posibilidades de ser utilizado para generar anticuerpos policlonales dirigidos

contra el dominio mas conservado de la proteina H.
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Figura 1: Perfiles de Hidrofobicidad y antigenicidad del dominio DS de la proteina H, generados
con el algoritmo de Kyte-Doolittle (CLC Main Workbench 5.6.1). Panel A, perfil hidrofébico: en
circulos se delimitan las zonas hidrofébicas representativas, en recuadros se delimitan las zonas
hidrofilicas representativas. Panel B, Perfil de antigenicidad: las flechas indican las zonas con

mayor capacidad antigenicidad del dominio DS.

Obtencién del dominio DS y generacion de la construccion pF1A: Para amplificar
la region correspondiente al dominio DS del gen H, se utiliz6 ADN gendmico
proveniente de D. m. rucuca y ADN gendmico de D.m. silvestre (como control),
para llevar a cabo la reaccion de PCR. Como resultado se obtuvo la amplificacién
de dos bandas, una de aproximadamente 758 pb, proveniente de D.m rucuca y
otra de aproximadamente 1416 pb proveniente de D.m. Las bandas de ADN
obtenidas corresponden a los tamarfos esperados en cada caso, y la diferencia en

el tamafio de los mismos se debe al hecho de que el gen de H proveniente de
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D.m rucuca no contiene intrones. El producto de PCR, obtenido de D.m. rucuca,
se ligd en el vector pF1A T7 Flexi® siguiendo las instrucciones del Kit, y se obtuvo
la construccion pF1A-DS, que se cloné en la cepa de Escherichia coli TOP10®.

Para corroborar la presencia del fragmento en el vector se realiz6 una digestion
con la enzima Sph | que tiene un sitio de restriccion en la secuencia del vector y
otra en el inserto DS. En la figura 2 se muestran los fragmentos obtenidos
después de la restriccion; los cortes liberaron un fragmento de aproximadamente
800 pb, que corresponde al inserto mas una pequefa parte del plasmido, y un
fragmento de aproximadamente 3100 pb que corresponde al resto del vector. En
ausencia del inserto el plasmido solo se hubiera linearizado mostrando una sola
banda de aproximadamente 3100 pb. Cabe mencionar que también se realiz6 la
secuenciacion del inserto en este vector y se confirm6é que se trataba de la

secuencia correspondiente al dominio DS (datos no mostrados).

3000 Kb
—

1650 Kb

Figura 2. Muestra los fragmentos esperados de aproximadamente 3100 y 800 pb. Carril 1
Marcador de peso molecular 1 kb plus. Carriles 2-5 digestiones, con Sph |, de los plasmidos

obtenidos en eventos de clonacion independientes.

Transcripcion y traduccion de DS: Para la transcripcion y expresion de DS se

empled el kit TnT® Coupled Reticulocyte Lysate System®, segn las instrucciones
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del fabricante. Los productos obtenidos de las reacciones se analizaron en geles
de poliacrilamida al 10%. En la figura 3 se observa en los carriles 3 y 4 la
presencia de un péptido de aproximadamente 21 kDa, que corresponde al peso
esperado para el péptido DS. Ademas, dicha banda no aparece en el carril 2, que
corresponde al control negativo de expresion. Por lo anterior suponemos que el

péptido DS se expresa a partir del plasmido pF1A-DS.

1 2 3 4
25kDa |
20kDa F—

Figura 3: Expresion in vitro del péptido DS. Carril 1 marcador de peso molecular; carril 2, control
negativo; carriles 3 y 4 reaccién de TNT con el plasmido pF1A-DS. La flecha con punta redonda

indica la banda del peso molecular aproximado (21 kDa) esperado para el péptido DS.

Uso y actividad inmunogénica del fragmento DS, inmunizacién, titulacion
mediente Dot Blot: Se inmunizé una galina (GN) en produccion con los
procedimientos antes descritos. Como ya se menciond se obtuvieron los sueros
correspondientes después de cada inmunizacion y estos se titularon medienta la
técnica de Dot Blot, usando como antigeno 1 pg de extracto de proteina total de
embriones de D. m. En la figura 4 se muestran los resultados obtenidos con suero
proveniente de la gallina GN; el suero preinmune, de esta gallina, muestra una
sefal débil a los diferentes titulos (Panel A), sin embargo, esta sefal se intensifica
con las inmunizaciones, como se puede apreciar en la sefial detectada con los

sueros obtenidos a la tercera semana del inmunizacion (Panel B, titulo 1:5000) lo
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qgue indica que el péptido DS obtenido in vitro, promueven respuesta ante el

antigeno.

Figura 4: Titulacion de los sueros de la gallina GN inmunizada con el péptido DS obtenido in vitro.
Panel A corresponde al suero preinmune. Panel B corresponde al suero obtenido a la tercera
semana del programa de inmunizacion. Los niumeros indican los titulos de los sueros como sigue:
para 1, titulo de 1:200; para 2, titulo de 1:500, para 3, titulo de 1:1000; para 4, titulo de 1:2000,

para 5, titulo de 1:3000; para 6, titulo de 1:5000.

Inmunodeteccion de la proteina H de D.m: Para probar que efectivamente los
anticuerpos detectan la proteina H en su dominio DS, contra la cual fueron dirigidos, el
suero inmune de la gallina GN se utilizé en un Wester Blot, con la técnica antes descrita.
H es una proteina producida en cantidades infimas y su pico mas alto de expresion es
durante la organogénesis. Si bien no se tienen reportes de la cuantificacion de esta
proteina, los intentos que se han realizado para detectarla en la mosca de la fruta
mediante Western Blot se han encontrado con la limitante de una baja intensidad de la
sefial en extractos de proteina total de embriones y larvas de esta especie (15,
comunicacion personal).

En la figura 5 se muestra la inmunodeteccion de H con los anticuerpos generados en la

gallina GN. Si bien la sefial es muy tenue, los anticuerpos revelan una banda con la
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migracion relativa esperada a la proteina contra la cual se dirigieron. Maier y col. en 2002
(15), dirigen Ac contra dos regiones de H, usando como antigeno proteinas
recombinantes; de los dos sueros obtenidos s6lo uno logra reconocer H en extractos de
proteina de embriones silvestres. El otro suero identifica solo las proteinas obtenidas de
cultivos celulares donde H es sobrexpresado y regulado mediante promotores de
choque térmico. La sefial obtenida en los Western Blot, del trabajo antes mencionado,
donde se usa antigeno de embriones silvestres esta bien definida para las dos isoformas
de H. En este trabajo los anticuerpos se obtuvieron inmunizando animales con el
dominio DS de H de D.m. y los extractos de proteina usados para los Dot Blot y Western
Blot se obtuvieron de embriones silvestres con niveles normales de expresion de

proteina.

120 kDa
—_—

Figura 5: Western Blot. Suero de la gallina GN a un titulo de 1:3000. En el carril 1 marcador. Carril 2
extracto de proteina total de embriones de mosca de la fruta. Carril 3 extracto de proteina total de lavas de
mosca de la fruta. Los Ac contra DS reconocen una banda a la altura de 120 kDa (flecha con punta
redonda) que corresponde a una de las isoformas de H en mosca de la fruta. Cabe resaltar que los sueros
se unen sélo a una banda del extracto, lo que indica que son especificos y no cruzan con ninguna otra

proteina de los extractos de D.m.
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Si bien, y a pesar de que la sefial es muy débil, los anticuerpos obtenidos en este
trabajo logran identificar una sola proteina de aproximadamente 120 kDa, la cual
presumimos se trata de la isoforma mas pequefia de de H, entre las mdltiples
bandas de proteinas que se visualizan mediante el analisis SDS-Page realizado al
extracto proteico total obtenido de embriones de D. m., demostramos que
utiizando las comparaciones entre proteinas homodlogas e instrumentos
informaticos se pueden identificar y generar péptidos, con alto potencial
inmunogénico, para utilizarlos como antigenos en la generacion de anticuerpos
policlonales, que son utilizados en la investigacion por su alta afinidad para
reconocer moléculas, aun con pocas diferencias entre ellas.

Estos anticuerpos policlonales nos dan la capacidad de reconocer un dominio
altamente conservado entre los homadlogos conocidos de H y considerando que
DS sirve como dominio de unién a una proteina esencial para al funcionamiento
de N en invertebrados, proteina que cuenta con un homélogo en metazoarios, se
espera que los anticuerpos generados en el presente trabajo puedan reconocer
también una proteina con funciones similares a H en células de animales
superiores, quedando abierta la posibilidad de que se confirme que las proteinas
SHARP/MINT/SPEN sean reconocidas por los anticuerpos aqui reportados.

Un conocimiento detallado de los elementos de regulacién, tanto positiva como
negativa, de las vias de transduccion de sefales, es indispensable para
implementar estrategias que mejoren la manipulacion y supervivencia de
embriones de mamiferos in vitro y se logre una mayor penetracion de las técnicas
moleculares en la produccion pecuaria, donde es indispensable incrementar el

porcentaje de partos exitosos a partir de embriones generados ya sea por
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fertilizacion in vitro, partenogenéticos, y/o manipulados genéticamente
implantados en madres sustitutas, con la finalidad de producir animales de interés
humano que aporten mayor calidad nutrimental o sirvan de bioreactores para

producir biomoléculas de interés farmaceéutico y/o industrial.

Agradecimientos

A CONACYT por el financiamiento otorgado para la realizacion del presente
trabajo mediante el proyecto 25922 CB-2005-01-49402 y por la beca de Maestria
otorgada a H. Contreras-Cornejo; A PROMEP por el financiamiento otorgado

mediante el proyecto PTC-49.

Bibliografia
1. Bosch P, Blanch MS, Ferrero S, Diaz H, Piccatto F, Bosh RA. Desarrollo de Embriones Caprinos
In Vitro: Efecto del Co-Cultivo con Células Epiteliales de Oviducto. Rev Cient (Maracaibo). 2006. 16(3):
273-281
2. Bravo, P. A. Baizabal. A. V. M. La via de sefializacién Notch y el desarrollo embrionario animal.
2005. REB 24(3,4):87-96.
3. Artavanis-Tsakonas S, Rand MD, Lake RJ. Notch Signaling: Cell Fate Control and Signal
Integration. Development Science 1999. 284.:770-776.
4, Gerhart J. Signaling pathways in development. Teratology 1999. 60:226-239.
5. Mumm JS, Kopan R. Notch signaling: from the outside. Dev Biol 2000. 228:151-165.
6. Maier D. Hairless: the ignored antagonist of the Notch signalling pathway. Hereditas. 2006. 143:
212-221.
7. Paz-Gémez, D. Baizabal-Aguirre, V. M. Valdez-Alarcédn, J. J. Cajero-Juarez, M. Nagel, A. C.
Preiss, A. Maier, D. Bravo-Patifio, A. Structural analysis of point mutations in the Hairless gen and their

association with the ativity of the Hairless protein. 2008. Int. Jour. Biol. Macromolecules. 43:426-432.

47



8. Barolo S, Stone T, Bang AG, Posakony JW. Default repression and Notch signaling Hairless acts
as an adaptor to recruit the corepressors Groucho and dCtBP to Supressor of Hairless. Genes Develop
2002. 16:1964-1976.

9. Marquart J, Alexief-Damianof C, Preiss A, Maier D. Rapid divergence in the course of Drosophila
evolution reveals structural important domains of the Notch antagonist Hairless. Dev Genes Evol 1999.
209:155-164.

10.  Brody T. 2002. The Interactive Fly. Hairless. Available from:
http:/Amww.sdbonline.org/fly/hjmuller/hairles1.htm. Accesed Nov. 10, 2007.

11. Baron M. An overview of the Notch signaling pathway. Sem Cell Devel Biol. 2003. 14:113-119.
12.  Schweisguth F. Regulation of Notch signaling Activity. Current Biology 2004. 14;R129-R138

13.  Nagel AC, Krejci A, Tenin G, Bravo-Patifio A, Bray S, Maier D, Preiss A. Hairless-Mediated
repression of Notch target genes requires the combined activity of Groucho and CtBP corepressors.
Molec and Cell Biol 2005. 25(23):10433-10441.

14.  Bray S. J. Notch signalling: a simple pathway becomes complex. Nature 2006. 7:678-689.

15. Maier D, Anja CN, Preiss A. Two isoforms of the Notch antagonist Hairless produced by
differential translation initiation. Proc Natl Acad Sci. 2002. 24:15480-15485.

16. Maier D, Stumm G, Kuhn K, Preiss A. Hairless, a Drosophila gene involved in neural
development, encodes a novel, serine rich protein. Mech Develop. 1992. 38:143-156.

17.  Maier D, Marquart J, Thompson-Fontaine A, Beck I, Wurmbach E, Preiss A. In vivo structure-
function analysis of Drosophila Hairless. Mech Develop 1997. 67:97-106.

18. Maier D, Chen A.X, Preiss A, Ketelhut M. The tiny Hairless protein from Apis mellifera: a potent
antagonist of Notch signaling in Drosophila melanogaster. BMC Evolutionary Biology 2008, 8:175. This

article is available form: http:/Mmww.biomedcentral.com/1471-2148/8/175

19. Santos L, Ledn-Galvan MF, Marino-Marmolejo. Via de sefializacion Notch y nuevas estrategias
para el tratamiento de cancer. Salud Publica Mex 2006. 48:155-165.

20. Kyte, J. and Doolittle, R. (1982). A simple method for displaying the hydropathic character of a
protein. J. Mol. Biol. 157: 105-132

21. Kopan R.y llagan M. X. (2009) The Canonical Notch Signaling Pathway: Unfolding the Activation

Mechanism. Cell.; 137(2): 216-233

48


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Maier%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stumm%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kuhn%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Preiss%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Maier%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marquart%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Thompson-Fontaine%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Beck%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wurmbach%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Preiss%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.biomedcentral.com/1471-2148/8/175

6.2. Capitulo 11
Los resultados que determinan las conclusiones de este trabajo se presentaron en el

primer capitulo de resultados. Al inicio de las inmunizaciones se decidio trabajar con al
menos dos animales de cada especie, para descartar la posibilidad de perder el material
bioldgico por causas ajenas al experimento, por este motivo se destina una seccion para
presentar los experimentos que se obtuvieron de los otros animales inmunizados y se

explica el por qué no fueron presentados como resultados decisivos en el capitulo anterior

Material y métodos:

Como descritos en la seccion anterior.

Resultados y discusion:

El conejo C02 se imunizé con el protocolo antes mencionado. Como se puede
apreciar en la Figura 1 los sueros preinmunes (panel A) presentan una sefial intensa frente
al extracto total de embriones de D.m., mientras que en los sueros inmunes (panel B) la
sefial disminuye notablemente, si bien se decidio descartar estos sueros para los resultados
decisivos del trabajo, el conejo se siguié inmunizando, ya que se han logrado generar Ac
contra H en conejos segun se reportd por Maier y col. (2002) y, en pruebas posteriores, se

encuentre una sefial mas favorable para emplear los sueros en un Western Blot.

Figura 1: Titulacion de los sueros del conejo C02 inmunizado con el péptido DS obtenido in vitro. Panel A
corresponde al suero preinmune. Panel B corresponde al suero obtenido a la tercera semana del programa de
inmunizacién. Los nimeros indican los titulos de los sueros como sigue: para 1, titulo de 1:200; para 2, titulo
de 1:500, para 3, titulo de 1:1000; para 4, titulo de 1:2000, para 5, titulo de 1:3000; para 6, titulo de 1:5000.
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Del conejo C01 se obtuvieron la misma cantidad de sueros, pero el animal murié
durante el experimento. En la figura 3 se presentan los resultados de la titulacion con Dot
Blot y apreciamos que la sefial del suero preinmune (panel A) respecto al suero inmune
(panel B) tiene un ligero aumento en la sefal para el titulo de 1:1000 (B.3). Lo que podria
indicar, para el caso de los conejos, una respuesta inmune mas lenta al péptido usado como

antigeno con respecto a las gallinas.

Figura 3: Titulacion de los sueros del conejo C01 inmunizado con el péptido DS obtenido in vitro. Panel A
corresponde al suero preinmune. Panel B corresponde al suero obtenido a la tercera semana del programa de
inmunizacién. Los nimeros indican los titulos de los sueros como sigue: para 1, titulo de 1:200; para 2, titulo
de 1:500, para 3, titulo de 1:1000; para 4, titulo de 1:2000, para 5, titulo de 1:3000; para 6, titulo de 1:5000.

De la gallina GR, los sueros inmunes no presentaron ningun aumento en la
intensidad de la sefial respecto a los sueros preinmunes, ni una disminucion de la misma

como en el caso de los conejos.

Los animales inmunizados respondieron frente al péptido obtenido del plasmidos
pFA1-DS pero al parecer las gallinas tienen un tiempo de respuesta mas rapido que los
conejos. Si bien, esto no indica que el sistema inmune de los conejos no responda al
péptido usado como antigeno, por alguna razon la respuesta fue poca hasta el momento de
concluir este trabajo, por lo que se decidid seguir inmunizando a todos los animales,
esperando obtener una mayor respuesta, por parte del conejo, y mas especificidad de los

sueros de la gallina que se usa para la inmunodeteccion de H.
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6.3. Capitulo 11
En los capitulos anteriores se presentaron los resultados de la titulacion e

inmunodeteccion con los sueros obtenidos del péptido derivado de la construccion pF1A-
DS. En este capitulo se presenta el disefio in silico de tres péptidos, que delimitan las tres
zonas con mayor potencial inmunogénico dentro de DS. Estos péptidos se disefiaron con la
intencion dirigir Ac a zonas mas pequefias de H, intentado, de este modo, mejorar la

especificidad en la deteccidn de la proteina de interés.

Material y Métodos
Construccion pF1A-DS: Se partié de la construccion pF1A-DS descrita en el

capitulo I de resultados.

Analisis bioinformético de DS: se partié de los resultados obtenidos en el primer
capitulo (Figura 1, Capitulo I) y con el programa CLC Main Workbench 5.6.1 (CLC bio,
Aarhus, Dinamarca) se delimitaron las zonas de interés en DS para generar los perfiles de

antigenicidad de los nuevos péptidos.

Disefio de oligonucle6tidos para las PCR de eliminacion: Se disefiaron 3 pares de
oligonucled6tidos para generar el mismo numero de eliminaciones en la construccion pF1A-
DS. Se intentaran 3 eliminaciones en las regiones N-terminal, C-terminal y central del
fragmento, obteniendo asi los fragmentos PA, PB y PC respectivamente. Las secuencias se
disefiaron para permitir que el oligonucledtido 5° se una a la cadena complementaria y el
oligonucle6tido 3 se una a la cadena lider, obligando de este modo a las polimerasas a
ignorar, y por lo tanto eliminar, la secuencia entre los dos oligonucleotidos. Para evitar

cambios en las secuencias se utilizara una polimerasa de alta fidelidad.

Resultados y discusion

Analisis bioinformatico de DS: se partié de la secuencia ya conocida de DS sin
intrones, para generar, en el programa CLC Main Workbench 5.6.1, un analisis de
antigenicidad de los péptidos disefiados in silico sobre DS usando el algoritmo de Kyte-
Doolittle. En el capitulo anterior (Figura 1, Capitulo 1) observamos como las zonas con

mayor potencial inmunogénico coincidian con las zonas de mayor hidrofobicidad de la
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proteina. En este capitulo comparamos los resultados de antigenicidad contra una

prediccion de estructuras secundarias realizadas con el mismo algoritmo.
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Figura 2. Perfil de antigenicidad del péptido PB. EI panel A muestra una prediccion de estructuras
secundarias sobre la secuencias del PB, donde se observan tres posibles laminas  (Strand, en café) y tres
posibles hélices o (Helix, en azul). El panel B muestra el perfil de antigenicidad, donde se observan tres
zonas antigénicas importantes dentro del péptido, que coinciden con dos hélices a (1 y 2).
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Figura 3. Perfil de antigenicidad del péptido PC. El panel A muestra una prediccion de estructuras
secundarias sobre la secuencias de PC, donde se observan tres posibles laminas  (Strand, en café) y cuatro
posibles hélices a (Helix, en azul). El panel B muestra el perfil de antigenicidad, donde se observan cuatro
zonas antigénicas importantes dentro del péptido (1-4), que coinciden con al menos tres hélices a (2, 3 y 4).

Comparando estos resultados con los del Capitulo | de resultados, se observa que la
antigenicidad esta relacionada a la hidrofobicidad/polaridad de los aa, siendo las zonas
hidrofébicas las méas antigénicas. Al parecer la prediccion de las hélices que coinciden con
zonas antigénicas en estos resultados, se debe mas a la participacion de aa hidrofobicos en

la conformacidn de las hélices, que a la estructura por si misma.

Disefio de Oligonucleétidos para las PCR de eliminacion sobre DS: Los
oligonucledtidos se disefiaron sobre la secuencia DS, presente en pF1A-DS, de tal modo
que no se modifique el marco abierto de lectura. En la Tabla 1 se muestran los detalles de

los oligonucledtidos.
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Oligonucleotidos para eliminacion
pF1A-PA/ PA Elimina regién N-
] DS01PAl 5’ GGTGGTCGTTTGCAGTTCTTT
teminal 62.3
DS01PA2 3’ AAAGCCATTTGAGGCGGTGGA
pF1A-PB/ PB Elimina regién C-
] DS02PB1 5 AATCAAGGCGGAAAATGGAGACGA
terminal 61.4
DS02PB2 3> CGCCAGTTCCAATATGAATTT
pF1A-PC/ PC Elimina region central DS03PC1 5 CCCAGGAACAGTACGCTTGGC 623
DS03PC2 3’ TTTAAAGAACTGCAAACGACCACC '
Tabla 1

La construccion pF1A-PA elimina una region de 288 pb en la region N-terminal,
permitiendo la expresion de un péptido de ~17.2 kDa; pF1A-PB elimina una region de 374
pb en la region C-terminal, permitiendo la expresion de un péptido de ~14.08 kDa; pF1A-

PC elimina una region de 288 pb en la region C-terminal, permitiendo la expresién de un

péptido de =17.2 kDa.
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7. Discusion general y conclusiones

El conocimiento siempre mas preciso de las vias de sefializacion permite
comprender mejor los procesos mediante los cuales los organismos funcionan en su

complejidad total y en su intricada particularidad.

Un conocimiento detallado de los elementos de regulacion de las vias de
transduccion de sefiales es indispensable para implementar estrategias que mejoren la
manipulacion y supervivencia de cultivos celulares, embriones de mamiferos in vitro y otro
tipo de técnicas que den mejores posibilidades de éxito a nivel terapéutico o una mayor

incidencia en las técnicas moleculares en la produccién pecuaria.

La regulacion de la via Notch ofrece especificamente puntos susceptibles de
intervencion con fines terapéuticos, puesto que al actuar como un controlador maestro del
destino celular, de la proliferacion, diferenciacion y muerte, implica que su conocimiento
integral ayudaria a comprender mejor algunos aspectos de la inmunologia, la neurobiologia

y la biologia tumoral (Santos et al, 2006).

Con la modulacion de la via Notch en puntos especificos, empleando modelos tanto
in vitro, originando lineas celulares especificas, como in vivo, produciendo animales
“knock out”, se lograria una mejor comprension de los aspectos moleculares de la biologia

del desarrollo y de ciertas enfermedades (Bravo y Baizabal, 2006)

En el presente trabajo se identificaron y generaron péptidos con potencial
inmunogénico que se utilizaron como antigenos para la obtencion de anticuerpos que
reconocen una region particular de la proteina Hairless de mosca de la fruta, con la
intension de identificar esta misma region en animales superiores y poder determinar si

alguna proteina en estas especies juega un papel similar o igual a Hairless.
Comparando nuestros resultados con los publicados por Maier y col. (2002), la

respuesta inmune hasta el momento ha sido muy baja ya que la sefial es muy débil, si bien

la especificidad de los sueros parece alta porque no revelan mas bandas en el extracto de
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embriones y larvas de mosca. Esto aunado a los niveles de expresion de H muestran cierta

dificultad, aunque no imposibilitan, en la deteccién de la proteina.

Si los mamiferos cuentan con una proteina con funciones similares que conserven
un dominio similar a la secuencia del dominio DS esto nos dara la oportunidad de
identificarla con los sueros generados en gallina, ya que el dominio DS es una regién que
le sirve de union a Hairless para unirse a Supresor de Hairless, una proteina, al parece,
exclusiva de la via de sefializacion Notch, que cuenta con su homdélogo en mamiferos, lo
que supone la existencia de un ortdlogo o paralogo de Hairless en animales superiores, en

particular mamiferos.

La siguiente etapa de este proyecto es probar los sueros en extractos de proteina de
embriones de diferentes especies, tanto de insectos para probar la capacidad de los
anticuerpos de identificar los homologos conocidos, como en mamiferos para identificar y

caracterizar alguna proteina que llegue a identificarse.

Se perfila también la posibilidad de aislar los genes de las células del bazo de las
gallinas inmunizadas, para buscar la posibilidad de generar anticuerpos monoclonales, que
nos permitan mayor especificidad de los anticuerpos para descartar y reducir el nimero de
posibilidades de reacciones cruzadas en las pruebas con extractos de proteina de especies

donde no se ha identificado Hairless.
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9. Apéndice

9.1. Preparacion de células competentes para choque térmico (cepa Escherichia
coli DH5aF’; Cepa E. coli XL1Blue; Escherichia coli TOP10): Plaquear en Agar la cepa
a propagar e incubar toda la noche a 37°C. Al dia siguiente preparar un pre-indculo de la
cepa en 3 ml de medio LB e incubar toda la noche a 37°C con agitacion constante (250
rpm). El dia siguiente, vaciar el pre-indculo a un matraz de 2 Lt con 500 ml de medio LB e
incubar a 37°C con agitacion constante (250 rpm) durante una hora y media. Tomar una
muestra del medio de cultivo y medir a una DOssg. Registrar los datos. Detener el
crecimiento incubando en hielo al momento que la lectura alcance un valor aproximado de
0.5 (0.35 a 0.45). Incubar en hielo 5 min. Distribuir el cultivo en dos botellas para
centrifuga de 250 ml de capacidad estériles, y centrifugar a 4,600 rpm durante 10 min a
4°C. Retirar sobrenadante. Resuspender cada pastilla en 15 ml de TFb1 (Acetato de potasio
30 mM; Cloruro de potasio 100 mM; Cloruro de calcio 10 mM, Cloruro de manganeso 50
mM; glicerol 15%, esterilizado por filtracion) frio y dejar reposar 20 min en hielo.
Transferir a tubos para centrifuga estériles de 50 ml de capacidad y centrifugar a 11,600
rpm durante 10 min a 4°C. Retirar sobrenadante. Resuspender cada pastilla en 2 ml de
TFb2 (MOPS 75 mM; Cloruro de potasio 10 mM; Cloruro de calcio 100 mM; glicerol
15%, esterilizado por filtracion) frio e incubar 15 min en hielo. Alicuotar en tubos
Eppendorf de 1.5 ml estériles, 100 ul de la suspension bacteriana, congelar en Nitrogeno

liquido y almacenar a -80° C. Probar eficiencia de las bacterias preparadas.
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9.2. Reactivos

Acrilamida/Bisacrilamida 40%

Compuesto Cantidad
Acrilamida (w/v) 38.93 ¢
Bis-acrilamida (w/v) 1.07¢
Agua destilada desionizada Cbp 100 ml
Agar Luria-Bertani

Compuesto Cantidad
Triptona 109
Cloruro de sodio 10g
Extracto de levadura 50

Agar 10 g
Agua destilada desionizada (dd) chplL

Mezclar, ajustar el pH a 7.2 con NaOH 1N Yy esterilizar en autoclave. Cuando se necesario

agregar 1 ml de ampicilina (100 mg/ml) cuando el medio esté ~42°C, mezclar y verter en

cajas petri

Ampicilina (100 mg/ml)

Compuesto Cantidad
Ampicilina 500 mg
Agua dd esteril (dde) cbp 5ml
Bromuro de Etidio (5 mg/ml)

Compuesto Cantidad
Bromuro de etidio 500 mg
Agua dd esteril (dde) cbp 100 ml
Buffer TAE 50X

Compuesto Catidad
Tris base 242 ¢
Acido acético glacial 57.1 ml



EDTA 0.5M pH 8.0 100 ml
Agua dd ChpllL

Mezclar y esterilizar

Buffer TBE 10X

Compuesto Cantidad
Tris base 108 g
Acido bérico 55 g
EDTA 0.5M pH 8.0 40 ml
Agua dd ChpllL

Mezclar y esterilizar

CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) al 10 % (w/v)

Compuesto Cantidad
CTAB 5 mg
Agua dd esteril (dd) cbp 50 mi

EDTA0.5MpH 8.0

Compuesto Cantidad
EDTA 186.126 ¢
Agua dde chplL

Etanol al 70%

Compuesto Cantidad
Etanol absoluto 700 ml
Agua dd 300 ml

Gel de agarosa 1%

Compuesto Cantidad
TAE 1X 30 ml
Agarosa 0349
Bromuro de etidio 3ul

Mezclar la agarosa con el TAE y calentarlo hasta solubilizarla, atemperar la mezcla,
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agregar el bromuro de etidio y verter en el molde de la camara de electroforesis

Lisozima (20 mg/ml)

Compuesto Catidad
Lisozima 029
Agua dde cbp 10 mi

Dividir en alicuotas de 1 ml y conservar a -20°C

Medio Luria-Bertani (LB)

Compuesto Cantidad
Triptona 109
Cloruro de sodio 10g
Extracto de levadura 59
Agua dd chplL

Mezclar, ajustar pH a 7.2 con NaOH 1 N y esterilizar en autoclave

Persulfato de aminio 10%

Compuesto Cantidad
Persulfato de amonio 100 mg
Agua dde cbp 1 ml
STET

Compuesto Cantidad
EDTA 0.5 M pH 8.0 estéril 1mil
Triton X-100 al 10% estéril 0.5 ml
Tris-HCL 1 M pH 8.0 estéril 0.5 ml
Sacarosa 0.08¢
Agua dde 8 ml

Soluciéon TFb1

Compuesto

Concentracion

Cloruro de potasio

Cloruro de manganeso

100 mM
50 mM
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Acetato de potasio 30 mM
Cloruro de calcio 10 mM
Glicerol 15%

Ajustar pH a 5.8 con acido acético 0.2 M vy esterilizar por filtracion en filtro de 0,22 um.

Almacenar a 4°C

Solucion TFb2

Compuesto Concentracion
Cloruro de calcio 100 mM
MOPS 75 mM
Cloruro de potasio 10 mM
Glicerol 15%

Ajustar pH a 6.5 con KOH y esterilizar por filtracion en filtro de 0.22pm. Almacenar a 4°C

Tris-HCL 1 M pH 8.0

Compuesto Cantidad
Tris base 12114 ¢
Agua dd cbp 100 ml

Ajustar pH a 8.0 con &cido clarhidrico concentrado y esterilizar

Triton x100 al 10%

Compuesto Cantidad
Triton X100 10 ml
Agua dd cbp 100 ml

Mezclar y esterilizar

66



