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1. INTRODUCCION

En cardiomiocitos, la despolarizacién de la membrana plasmatica causa la entrada de Ca**
a través de los canales de Ca** tipo L gatillando la salida de Ca** desde el reticulo sarcoplasmico.
Se cree que alteraciones en este proceso son causantes de distintas patologias cardiacas como la
hipertrofia cardiaca, la cual se caracteriza por un engrosamiento de la pared del corazén lo que

conlleva a falla cardiaca y aumento en el riesgo de ataque cardiaco.

Los canales de Ca*" tipo L son complejos multiprotéicos que consisten en una subunidad
Cavay que conforma el poro del canal, mas las subunidades auxiliares Cayo201 ¥y Cayf. La
subunidad Cayo; cardiaca, denominada Cay1.2, esta compuesta por cuatro dominios homologos
(I-1V), cada uno formado por seis hélices transmembranales. Estos dominios se encuentran

unidos por lazos intracelulares.

Por otro lado, angiotensina Il (Angll) es una hormona que produce una serie de sefiales
intracelulares mediante la activacion de su receptor, AT1, el cual forma parte de la gran familia
de receptores de membrana asociados a proteina G (GPCR), que se caracterizan por ser

internalizados posterior a su activacion, en un mecanismo dependiente de B-arrestina.

Es sabido que algunos canales de calcio interactian con GPCRs, como también hay
antecedentes que demuestran la interaccion del receptor AT1 con canales i6nicos. Sumado a esto,
resultados obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que la subunidad Cay1.2 es internalizada
al estimular las células con Angll. Estos datos sugieren la existencia de una relacion entre estas
dos moléculas. Nuestro laboratorio demostro la formacion de un macro-complejo proteico entre
la subunidad Cay1.2 y el receptor AT1. Hasta el momento no se ha demostrado si la subunidad
Cay1.2 interactGa directamente con el receptor AT1. Por esta razon, este trabajo tuvo como

objetivo determinar si existe una interaccion directa entre el receptor AT1 y la subunidad Cay1.2.



De esta manera, se llevaron a cabo distintas metodologias que permitieron cumplir este
objetivo. Se generaron proteinas de fusion de cada lazo intracelular de la subunidad Cay1.2 con
glutation-S-transferasa (GST); las proteinas de fusion purificadas se unieron a glutation sefarosa
y se realizaron experimentos de precipitacion por afinidad (pull-down) con lisados de
cardiomiocitos. Finalmente se realizd la deteccion del receptor AT1 mediante Western Blot. Para
llevar a cabo esto, se amplificd cada lazo intracelular de Cay1.2 por medio de PCR y los
productos amplificados fueron clonados en el vector de expresion pGEX-2TKG. Posterior a la
confirmacion del correcto marco de lectura de las proteinas de fusion, se indujo su expresion con
IPTG, en bacterias BL-21, y la purificacion de las proteinas se realizd con protocolos
estandarizados.

Mediante todas estas aproximaciones determinamos que el receptor AT1 interactta con el
canal, al menos con una de las regiones intracelular de la subunidad Cay1.2. De este modo, se
podrén llevar a cabo estudios que evalten el papel de este macro-complejo proteico en la

hipertrofia cardiaca.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Canales idnicos.

El estudio de las proteinas de membrana es de gran importancia en el ambito de la
fisiologia celular, ya que estas proteinas tienen un papel protagonico en la interaccion de las

células con su entorno y los efectos que causa éste en las células.

Dentro de las proteinas de membrana, se destacan los canales i6nicos (Latorre, 1996), los
cuales permiten el paso de iones a través de la membrana. Entre los canales i6nicos podemos
mencionar los canales de sodio (Na*), potasio (K*) y calcio (Ca®"), entre otros, dependiendo del
ion que permea preferentemente. Los canales de Na® y K' participan, entre otras cosas,
directamente en los procesos de despolarizacién y repolarizacion celular de células excitables,

respectivamente (Latorre, 1996).

Por su parte, los canales de Ca* tienen un papel importante en la regulacion del potencial
de accidn en células cardiacas y de sefiales de transduccién intracelular, lo cual, en consecuencia,
produce una serie de efectos que variaran dependiendo de la célula en que se encuentren
expresados. En neuronas, los canales de Ca?* dependientes de potencial (Cay) cumplen el trabajo
de regular la liberacion de neurotransmisores, la formacién y la plasticidad sinaptica (Calin-
Jageman y Lee, 2008), mientras que en el sistema cardiovascular, se encuentran involucrados en
la contraccion muscular, regulando el ingreso de Ca** a la célula y la liberacion de éste desde el
reticulo endoplasmatico al citoplasma (Chen-lzu, 2010), en un proceso conocido como liberacion

de calcio inducida por calcio.



2.1.1 Canales de Ca’* dependientes de potencial.

Los canales de calcio dependientes de potencial estan a cargo de mediar la entrada de los
iones de calcio dentro de celulas excitables, como también, estan involucradas en diversos
procesos dependientes de calcio, tales como, la contraccion muscular, liberacion de hormonas o
neurotransmisores, expresion génica, movilidad celular, division celular y muerte celular, ademas
tienen la capacidad de prolongar el potencial de accién (Schultz et al., 1993). La cantidad de Ca®*
transportado por los canales de calcio dependientes de potencial estd estrechamente regulada.
Una entrada de Ca”* en exceso ha sido asociada con alteraciones en la funcionalidad de células
neuronales y cardiacas, incluso llegando a la muerte célula (Yasuda et al., 2003). Por otro lado,
estudios realizados por Molkentin et al. (1998) sostienen que el Ca*" intracelular tiene un papel
protagonico en la sefiales que llevan a una hipertrofia cardiaca, enfermedad que es caracterizada
por el engrosamiento del musculo del corazén el cual esta asociado con la falla cardiaca,

aumentando el riesgo de ataque cardiaco.

2.1.2 Actividad y estructura de los canales de Ca®* dependientes de potencial.

Los canales de Ca** dependientes de potencial se encuentran conformados por un
complejo proteico que comprende las subunidades Cayos, Cayo,01, Cayp (figura 1), y de forma
excepcional, la subunidad Cayy en el caso de musculatura esquelética (Bodi et al., 2005). La
subunidad Cayay es la subunidad estructural que conforma el poro y se encuentra formada por
cuatro dominios homdlogos (I-1V) unidos por lazos intracelulares, los que, a su vez, se
encuentran constituidos por 6 segmentos transmembranales (S1-S6) (Figura 1a). Los genes que
codifican para la subunidad Cayay Se encuentran agrupados en tres familias: Cay1, Ca,2 y Cay3.
Las dos primeras familias presentan las subunidades accesorias Caya,6; Caypy Cayy (Bodi et al.,
2005), mientras que la tercera familia no precisa de subunidades auxiliares para su
funcionamiento. Se ha descrito que estas subunidades accesorias presentan funciones reguladoras

modificando algunas propiedades de los canales de Ca*. La subunidad Cayo,8; se encuentra



relacionada con el transporte de la subunidad Cayo; a la membrana plasmaética y con la union de
algunos farmacos, los cuales provocan diversas modificaciones en la cinética del canal (Bodi et
al., 2005), mientras que la subunidad Cayy, participa en la dinamica de activacion de la
contraccion muscular (Wang et al., 2004; Bodi et al., 2005). En cuanto a la subunidad Cayf, su
papel principal es permitir el correcto trafico de la subunidad Cayoy, desde el reticulo
endoplasmatico hacia la membrana plasmatica, al actuar como chaperona (Catterall, 2000;
Opatowsky et al., 2003; Bodi et al., 2005), como también se ha descrito que ésta modifica las
corrientes de Ca*® mediante el cambio de sus caracteristicas biofisicas (Catterall, 2000;
Opatowsky et al., 2003). De esta Gltima subunidad se han descrito 4 isoformas (Cayf1-Bs), las
que presentan distintos efectos sobre la cinética de inactivacién de los Cay una vez en la
membrana. Bodi et al. (2005) mencionan que las isoformas Ca,f; y CayB3 Se comportan
funcionalmente de una forma muy similar, por su parte; Qin et al. (1998) describen que la
subunidad Cayf., presenta dos cisteinas C (3, 4) vecinas en su segmento N terminal, a las que se
les adiciona un acido palmitico, el cual le confiere a la subunidad Cayf2, la capacidad de anclarse
a la cara citoplasmatica de la membrana celular. Esto se descubrid remplazando estas cisteinas,
por serinas, generando asi la isoforma mutada de la subunidad CayB2. c(3,4)s, carente de la
capacidad de unir &cidos palmiticos, y modificandose de ésta forma la capacidad de anclarse a la
membrana (Qin et al., 1998; Opatowsky et al., 2003). En cuanto a la subunidad Cayf4, s6lo se
sabe que es expresada principalmente en cerebro (Birnbaumer et al., 1998; Buraei and Yang,
2010).

Como se menciond anteriormente, los dominios transmembranales de la subunidad Cayoy,
se encuentran unidos intracelularmente mediante lazos (I-11, 11-111 y 111-1V), los cuales, junto a las
regiones N y C Terminal (Figura 1a), estan sujetos a modificaciones dependientes de segundos
mensajeros, las cuales son capaces de modular la actividad del canal de calcio tipo L (Catterall,
2000). Gomez-Ospina et al. (2006) report6 que la regién C terminal de la subunidad Cay,1.2 del
canal de calcio tipo L, es translocada hacia el ndcleo actuando como factor de transcripcion,
sugiriendo que, en condiciones elevadas de tonalidad de calcio, este factor de transcripcion regula
la expresion de genes especificos, como por ejemplo, disminuyendo la expresion de la misma

subunidad Cayo.
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Figura 1. Representacion esquematica del complejo proteico de canal de Ca** dependiente de potencial de
alta activacion (Cay1). En ambas imagenes (a y b) se observa la interaccion de la subunidad Cayo; que forma el
poro y las subunidades accesorias (Cavo,8;, Cav) que poseen funciones reguladoras del canal de Ca*™. FUENTE:
Modificado de Lehmann-Horn y Jurkat-Rott (1999)

2.1.3 Clasificacion de los canales de Ca®".

Los canales de Ca™® dependientes de potencial (Cay) se pueden clasificar, en base a su
potencial umbral de activacion: canales de alto potencial de activacion, son aquellos que se
activan en torno a -20mV, y canales de bajo potencial de activacion, aquellos activados a
despolarizaciones mayores a -50mV (Keja y Kits, 1994). Los primeros pertenecen a la familia
Cay1, la que incluye los canales tipo L, y a la familia Cay2, la cual codifica para los canales tipo
P/Q, N y R. Por su parte, los canales de bajo potencial umbral de activacién pertenecen a la
familia Cay3, cuyos representantes pertenecen a los canales tipo T. Como se menciono, las
subunidades accesorias sélo estan presentes en los canales de alto potencial umbral de activacion.
(Catterall, 2000).

Segun describen Arikkath y Campbell (2003) en células de musculo esquelético se
expresan Cayoys (Cayl.1) y las subunidades auxiliares Cayy, Cayod y Caypi. De igual forma, las
subunidades que se encuentran en células del musculo cardiaco, tipo celular en la cual
realizaremos nuestro estudio, son la subunidad formadora de poro Cayoic (Cayl.2) y las

subunidades accesorias, Caya.0; Yy, principalmente Ca,f,.



2.2 Angiotensina Il.

En mamiferos, el sistema renina-angiotensina es uno de los reguladores claves de la
presion sanguina. A partir del péptido angiotensinégeno, un polipéptido de 14 aminoacidos que
se origina en el higado, es posible obtener el decapéptido angiotensina I, mediante la accién de la
enzima proteolitica renina. La enzima convertidora de angiotensina (ACE), la cual se encuentra
principalmente en tejido pulmonar, elimina el dipéptido terminal C (His-Leu) de la angiotensina |
y da lugar al octapéptido angiotensina Il, que es la especie activa mas importante (Williams,
2001; Ruiz-Ortega et al., 2006). Por ultimo, a través de la accion de las aminopeptidasas se forma

la angiotensina Il de siete amino&cidos.

La angiotensina Il (Angll) es una hormona que juega un papel crucial en fisiologia y
fisiopatologia mediante la regulacién de varios tipos celulares (Touyz y Schiffrin, 2000). Entre
las funciones de Angll se pueden destacar su papel vasoconstrictor y su papel, a través de
aldosterona, de la regulacion del volumen sanguineo (Gasparo, 2000). Ademas se ha descrito que
actla como un neuromodulador y un neurotransmisor en el sistema nervioso central y periférico
(Yamada et al., 2002). Angll genera una gran variedad de sefiales intracelulares a través de la
activacion de los receptores de angiotensina tipo | (AT1) y tipo (AT2) (Ji et al., 1998). Miura et
al. (2003) sefialan que la mayor parte de las acciones asociadas a la hormona Angll son,

principalmente, a partir de la activacion del receptor AT1.



2.2.1 Receptor de angiotensina AT-1.

El receptor AT1 es responsable de la mayoria de las acciones clésicas asociadas con
Angll, como el aumento de la resistencia vascular periférica y la absorcién de agua y sodio. Este
receptor pertenece a la familia de receptores de siete dominios transmembranales acoplados a
proteina G (GPCR) (Ji et al., 1998; Touyz y Schiffrin, 2000). En particular, este receptor se
encuentra asociado a Gy AT1 se encuentra expresado en diversos sistemas tales como el
cardiovascular, renal, neuronal y endocrino donde participa en la regulacion de la presion arterial,

en el balance hidrico y electrolitico y, en la secrecion hormonal (Gasparo, 2000).

La activacion del receptor AT1, por estar unido a la proteina Gy, esta ligada a la
activacion de fosfolipasa C (PLC) y a la posterior produccion de inositol trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG), los cuales a su vez activan las isoformas clasicas de la proteina kinasa C
(PKC). De forma paralela a la activacion de PKC, la activacion de PLC provoca un descenso de
los niveles de fosfoinositol 4,5-bifosfato (PIP,) en la membrana y la producciéon de DAG induce
un aumento de los niveles de &cido araquidonico (AA) a través de la accion de la DAG lipasa
(DAGL). Curiosamente, reportes recientes muestran que tanto la reduccién de PIP, (Suh et al.,
2010) o la produccién de AA dependiente de DAGL (Liu et al., 2008) son capaces de regular los
canales de calcio tipo L, mientras que el papel de PKC en la regulacion del canal de calcio tipo L
no ha sido totalmente demostrado (Conforti et al., 1995; Ichiyanagi et al., 2002; Weiss et al.,
2004; Bkaily et al., 2005).



2.2.2 Internalizacion del receptor de angiotensina AT-1.

Estudios previos han demostrado que el receptor AT1, una vez que es activado por Angll,
se internaliza rapidamente (Thomas, 1999; Hunyady et al., 2000). La internalizacion de GPCRs
se lleva a cabo a traves de la endocitosis de vesiculas revestidas de clatrina, caveolas o vesiculas
no revestidas (Drake et al., 2006), siendo las vesiculas recubiertas de clatrina el mecanismo
predominante en la internalizacion de GPCRs (Wolfe y Trejo, 2007). En efecto, Thomas y Qian
(2003) demostraron que la inhibicion de la formacion de la vesicula inhibia completamente la

internalizacion del receptor ATL.

El receptor AT1 es un GPCR clase b, caracterizados por unirse a -arrestina 1 y 2 con
igual afinidad (Sanni et al., 2010). Como estas proteinas tienen un dominio de unién a clatrina
(Wolfe y Trejo, 2007), la union a AT1 permite la formacion de la abertura de las vesiculas

recubiertas de clatrina y la posterior endocitosis del receptor.

La internalizacién del receptor AT-1 ocurre minutos después de la estimulacion por
Angll, con una tasa constante que depende de la concentracion de la hormona (Gaborik y
Hunyady, 2004) y a través de endosomas tempranos Rab5 (Seachrist et al., 2002). Luego,
algunos de los receptores internalizados son llevados a endosomas tardios (Rab7) donde la
acidificacion vesicular promueve la disociacion del ligando y el reciclaje del receptor. Como
consecuencia, algunos receptores internalizados son blanco de lisosomas o de vesiculas
perinucleares de reciclaje (Seachrist et al., 2002; Dale et al., 2004; Gaborik y Hunyady, 2004;
Drake et al., 2006).



10

2.3 Canales de Ca’* dependientes de potencial y receptores acoplados a proteina G.

La formacion de macro-complejos entre diversos canales ionicos y GPCRs ha sido
estudiada de forma extensa. Por ejemplo, Lee et al. (2002) han demostrado que el receptor de
dopamina (D1g) es capaz de regular al receptor de NMDA por medio de interaccion directa.
Shukla et al. (2010) demostraron que el receptor AT1 coinmunoprecipita con el canal TRPV4.
De igual forma, se ha demostrado que los canales de Ca*? dependientes de potencial interact(ian
con diferentes GPCRSs, entre los cuales, se ha descrito que los canales de Ca*? tipo N tienen la
capacidad de interactuar con los receptores D1g (Kisilevsky et al., 2008), D2r (Kisilevsky y
Zamponi, 2008), receptor de GABA, (Tombler et al., 2006) y ORL1 (Beedle et al., 2004).
Igualmente, se sabe que los canales de Ca* tipo L pueden interactuar con el receptor Po-
adrenergico (Davare et al., 2001) y el receptor de GABA, (Park et al., 2010). Curiosamente,
muchas de estas interacciones llevan a una endocitosis del canal luego de la activacion del
receptor (Altier et al., 2006; Kisilevsky et al., 2008; Shukla et al., 2010).

Por otro lado, en la membrana celular, la activacién de los receptores produce
modificaciones en la cinética de activacidn de los canales de calcio. Por ejemplo, la activacién de
receptores adrenérgicos por adrenalina activa la enzima adenilil ciclasa, aumentando la actividad
de PKA que finalmente conlleva a la activacién del canal de Ca*?, aumentando el ingreso de Ca*?
a la célula y facilitando la generacion y/o propagacion de cascadas de activacion intracelular, o en
el caso de células musculares esqueléticas o cardiacas, aumentando la fuerza y el tiempo de

contraccion (Catterall, 2000).

Finalmente, resultados obtenidos en nuestro laboratorio demostraron la formacion de un
macro-complejo que tiene como protagonistas al receptor AT1 y a la subunidad Cay1.2 del canal
de calcio tipo L. Esto fue probado en extractos de cardiomiocitos, cerebro de rata, y en células
HEK Tsa-293 transfectadas con el receptor de angiotensina AT-1 mas las subunidades del canal
de calcio tipo L (Cay1.2, Caya261, Caypip) (figura 2).
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Figura 2. Interaccién de la subunidad Ca,1.2 y el receptor AT-1. Extractos de cerebro de rata (carril 2), de
células HEK Tsa-293 (carril 3) transfectadas con el receptor de angiotensina AT-1 més las subunidades del canal de
calcio tipo-L (Cav1.2, Cavopd;, CavPy,) y de cardiomiocitos de ratas neonatas (carril 4) fueron inmunoprecipitados
con un anticuerpo policlonal de conejo contra la subunidad Cay1.2 del canal de calcio tipo L. Los tres precipitados
fueron inmunoelectrotransferidos en un gel 10% poliacrilamida y posteriormente, el receptor AT1 fue detectado en el
inmunoprecipitado con un anticuerpo policlonal de conejo anti-AT1 (n=6). Fuente: Datos no publicados Hermosilla,
T.

2.3.1 Angiotensina 11 y su efecto sobre las corrientes de Ca* tipo L.

Se ha observado que la estimulacion de los receptores AT1 por Angll induce
modificaciones en las corrientes de Ca* en las células. Estas modificaciones inducidas por Angl|
varian dependiendo del tejido en estudio. Por ejemplo, en las células de la musculatura lisa
arterial, Angll produce la activacion de los canales de Ca*? tipo L, con el consiguiente aumento
del ingreso de Ca*? (Hayabuchi et al., 2001) mientras que, tanto en las células glomerulosas
(Maturana et al., 1999) como en neuronas del ganglio submandibular (Yamada et al., 2002),
Angll disminuye las corrientes de Ca*?, ya sea de canales de alto como de bajo potencial de

activacion (Yamada et al., 2002).
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En datos obtenidos en nuestro laboratorio, se ha observado que las corrientes de Ca*? en
cardiomiocitos de rata disminuyen al ser tratados con Angll (Hermosilla et al., 2011). Dado que
las corrientes de ingreso de Ca*? son dependientes de 3 factores: 1) la probabilidad de estado
abierto del canal (Po), 2) la corriente unitaria del canal (i) y 3) el numero total de canales (n),
siendo la corriente total (1) igual a: 1=Po i n, una disminucion en la corriente puede ser producto

de la disminucién de uno o varios de los factores mencionados.

Diversos trabajos cientificos han documentado la internalizacion de canales de Ca*
asociados a receptores de membrana, como es el caso de la internalizacion de la subunidad
Cay1.2 en neuronas debido a la estimulacion de glutamato (Green et al., 2007; Tsuruta et al.,
2009). Otros trabajos ademas han reportado la internalizacién de canales Ca*? tipo N en neuronas
del ganglio de la raiz dorsal al estimularse con opioides (Walwyn et al., 2007). A partir de los
antecedentes mencionados, nuestro laboratorio se encargd de dilucidar si Angll favorece la

internalizacion de la subunidad Cay1.2 de los canales de calcio tipo L.

La tesis de magister de Cristian Moreno (2012), llevada a cabo con anterioridad en
nuestro laboratorio, demostré que el receptor AT1, al ser activado por Angll, provoca la
internalizacion de la subunidad Cay1.2 de los canales de calcio tipo L, esto dependiendo de la
subunidad accesoria Cayp que se exprese. En cardiomiocitos, existen cinco variantes de inicio
alternativo de la transcripcion de la subunidad Ca,f,. Este trabajo se enfocd en dos de ellas:
CayP2a, Capaz de impedir la internalizacion del canal gracias a la presencia de los acidos
palmiticos asociados a dos cisteinas, y la subunidad Cayf2y, la cual permite la internalizacion de
la subunidad Cay1.2 de los canales de calcio tipo L (Figura 3).

Adicionalmente, resultados en nuestro laboratorio evidenciaron que la formacion del
macro-complejo entre el receptor AT1 y la subunidad Cay,1.2 de los canales de calcio tipo L
(Figura 3), no depende de la subunidad accesoria Cayf3 expresada (Figura 4). Estos datos sugieren
que la modulacion de las corrientes de calcio del canal Cay1.2 por angiotensina Il posiblemente

se deba a la formacién de este macro-complejo, el cual provocaria la inhibicion de la subunidad
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Cay1.2 mediante la interaccion directa con el receptor AT-1. De esta manera, encontrar la region
especifica de la subunidad Cay1.2 que interactGa con el receptor AT1 es de vital importancia, ya
que permitira realizar estudios que podran demostrar el efecto que produciria una interrupcion de
esta interaccién sobre la modulacién de las corrientes de calcio, asi como también, el efecto que
ésta pueda provocar en la generacion de la hipertrofia cardiaca y en los procesos fisioldgicos

descritos.
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Figura 3. La internalizacién de la subunidad Ca,1.2 en células estimuladas con Angll depende de la
subunidad Ca.,p. (a) Imagen representativa de la distribucion de Cay1.2-HA, expresado en células HEK
estimuladas con 1uM de Angll (37°C, 30 min.) que sobre-expresan el receptor AT1y Ca,1.2-HA (+ Cay0,8,) mas
CaBy, (arriba) o CayPy, (abajo). (b) Grafico resumen del promedio (+ sem) del porcentaje de Cayl.2 en la
membrana, en células HEK incubadas con 1 mM de Angll (37°C, 30 min.) (n>12). El gréfico se obtuvo a partir de
la normalizacién de los datos de internalizacién del grupo control (s/Angll). *, p<0.05 ANOVA. Fuente: Ambas
imagenes y el gréfico son adaptados de Moreno (2012).
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Figura 4. El macro-complejo Cay1.2/AT1 no depende de la subunidad auxiliar Ca,p. Extractos de
cardiomiocitos de rata neonata infectados con adenovirus recombinantes conteniendo el ADN de la subunidad Cayf,,
(carril 2) o CapB,p (carril 5) fueron inmunoprecipitados con un anticuerpo policlonal contra la subunidad Cay1.2 del
canal de calcio tipo L (carril 3, subunidad Ca.B,, y carril 6, subunidad Ca,B.,). Los precipitados fueron
inmunoelectrotransferidos en un gel 10% poliacrilamida; la membrana resultante fue cortada y la parte superior
tratada con un anticuerpo policlonal contra Ca,1.2 (arriba) mientras que la parte inferior fue tratada con un
anticuerpo policlonal contra AT1 (abajo) (n=3). Los triangulos sefialan las bandas esperadas para la subunidad
Cay1.2 (verde) o el receptor AT1 (azul). Fuente: Resultados no publicados Hermosilla, T.
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HIPOTESIS

A partir de los antecedentes expuestos anteriormente surgio la hipotesis de este trabajo, la
cual propone que el receptor de angiotensina tipo 1, AT1, interactiia directamente con algin
lazo(s) intracelular y/o region terminal de la subunidad Caya; de los canales de calcio tipo L

cardiaco, Cay1.2, formando asi un macro-complejo proteico.

OBJETIVOS

Objetivo general.

Determinar si existe una interaccion directa entre el receptor AT1 y la subunidad Ca,1.2.

Objetivo especifico.

1.- Amplificar los lazos que unen los dominios de la subunidad Cayoy; como sus regiones N

terminal y C terminal.

2.- Generar proteinas de fusion con GST y los lazos y regiones terminales de la subunidad Caya;.

3.- Extraer y purificar las proteinas de fusion.

4.- Realizar la precipitacion por afinidad (pull-down) con AT1.
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3. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos gque se describiran a continuacion fueron realizados en el laboratorio de

Fisiopatologia Molecular, que pertenece a la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

3.1 Constructos.

Los estudios se realizaron con cDNA del canal de calcio tipo L, Cay1.2, de corazén de
Oryctolagus cuniculus, dona dos por el Dr. Snutch. EI ¢cDNA que codifica al receptor de
angiotensina 1, AT1, se obtuvo de la Universidad de Misuri-Rolla. EI plasmido pGEM-T easy se
obtuvo de Promega. El vector pGEX-2TKG fue donado por la Dra. Marcelain.

3.2 Prediccion de los lazos intracelulares del canal de calcio tipo L Cay1.2.

Los lazos se obtuvieron mediante el analisis de los perfiles de hidrofobicidad del canal de
calcio tipo L, Cayl.2, de Oryctolagus cuniculus. La secuencia del canal se extrajo desde
GenBank NCBI (numero de acceso X15539). Para obtener los perfiles de hidrofobicidad se
realizd un analisis web (http://www.ch.embnet.org) de las regiones transmembranales con la
secuencia completa del canal (ver anexo 3). La prediccion de los lazos intracelulares se llevé a
cabo calculando los aminoacidos que permiten la union entre los dominios I al IV (ver figura 5a)
del canal y de las regiones terminales (N terminal, I-11, 11-111, 11I-1V, C terminal), siguiendo la
direccién y orden de los aminoécidos obtenidos del analisis web. Luego, mediante el uso del
software Vector NTI, se tradujo la secuencia nucleotidica del canal y se marco cada lazo

intracelular en el mapa proteico del canal (Figura 5a).
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Para obtener las secuencias nucleotidicas de los lazos intracelulares, se buscé cada lazo en
el mapa nucleotidico del canal (Figura 5b) seguin el orden de cada aminoéacido y numero de

nucleotidos.
a 2171 aa
1-154 436-554 784-930 1197-1249 1502-2171
N-terminal Lazo I-ll Lazo ll-lll Lazo lll-IV C-terminal
b 7036 pb >
N-terminal Lazo Il Lazo Il Lazo lll-IV C-terminal

Figura 5. (a) Mapa proteico y (b) mapa nucleotidico del canal de calcio tipo L, Ca,1.2, de Oryctolagus
cuniculus.

3.3 Disefio de partidores de cada lazo intracelular.

Antes de realizar el disefio de los partidores mediante el uso del software Vector NTI se
adicionaron sitios de restriccion en las regiones 5 y 3’ de cada lazo intracelular. Los sitios base
que se utilizaron fueron EcoRI y Hindlll; en el caso de las secuencias que presentan estos sitios
en su region codificante se utiliz6 Xbal o Sall (todas obtenidas de NEB). (Figura 6).
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Se disefiaron cebadores sentido (forward) y antisentido (reverse) para cada uno de los

lazos, los cuales incluyeron aproximadamente 20 nucledtidos de la secuencia codificante mas los

sitios de restriccion adicionados (Cuadro 1)

Cebador Forward Hindlll (488)
N terminal (
ﬂ 496pb =y
EcoRI(6) Cebador Reverse
Cebador Forward Sall (a65)
Lazo I-II
313pb S TaN-vae
EcoRI (6) Cebador Reverse
Cebador Forward Hindill (458)
Lazo II-I1I (
/I 466 pb -t
EcoR1(6) Cebador Reverse
Cebador Forward Hindlll (176)
Lazo III-IV
/| 184pb s
BooR ) Cebador Reverse
Cebador Forward 3 i
C terminal Completo il (ao22)

2067 pb

Cterminal-1

Xbal(s) Cebador Reverse
Cebador Forward EoRItErsy
! 7 sat1cée9)
Cterminal-1 (C1) /
} 695 pb <
Xbal(4) Cebador Reverse
Cebador Forward Hindill (677)

Cterminal-2 (C2)

/Il—D{

671 pb
EcoRI (6) Cebador Reverse
Cebador Forward Hindlll (704)
L Cterminal-3 (C3) r
/| 701 pb
Cebador Reverse

EcoRI(6)

Figura 6. Mapa de cada lazo y regiones terminales con los sitios de restricciony partidores.



Cuadro 1. Secuencia de los partidores disefiados para la amplificacion de los lazos intracelulares

Lazos Partidor Secuencia (5'-3") L%Zgo
N terminal  Fw ATATGAATTCGCATGCTTCGAGCCCTTGTTCA  32nt
Rv TCGAGTGGAAACCATTTGAATGAAAGCTTGCGC 33 nt
I-11 Fw ATATGAATTCGCTTGAGCGGAGAGTTTTCCAA  32nt
Rv GCAGGAGAAAGTGCCGCGCATGAGTCGACGCGC 33 nt
11111 Fw ATATGAATTCGCGACAACCTGGCTGATGCTGA  32nt
Rv ACCGTATCGTCAACGACACGTGAAAGCTTGCGC 33 nt
-1V Fw ATATGAATTCGCGTCACCTTCCAGGAGCAGGG 32 nt
Rv GGTACGTGGTCAACTCCACCTGAAAGCTTGCGC 33 nt
Cterminal  Fw CGTCTAGACGTAGCTGTTATCATGGACAACTT  32nt
RV ACCGCAGGGCCGGCGTCAGCAGCCTGAAGCTTGCGC 36 nt
CterTi”a" Fw CGTCTAGACGTAGCTGTTATCATGGACAACTT  32nt
RV TCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACTC 36 nt
Cte";‘i”a" Fw  ATATGAATTCGCGAAGACGACATCTTCAGGAGGGC 35 nt
RV  TAAAGCGACAAAAGGATCAAGGGTGAAAGCTTGCGC 36 nt

Cterminal-

3 Fw ATATGAATTCGCGGAGACATCTCTCAGAAGACAGT 35nt

Rv ACCGCAGGGCCGGCGTCAGCAGCCTGAAGCTTGCGC 36 nt

*nt: nucledtidos *Fw: partidor forward *Rv: partidor reverse
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3.4 Amplificacion.

La amplificacion de los lazos se realizd mediante una PCR convencional. Se utilizé en
cada reaccion 5 pl de cDNA (10 ng/ul) del canal de calcio tipo L, Cay1.2, como templado, en un
volumen total de 25 pl que contenian 2.5 pl Buffer Tag con KCI (10x), 1.5 ul de MgClI2 (25mM),
0,5 ANTPS (10mM), 1 pl del partidor forward (10mM), 1 ul del partidor reverse (10mM) y 0.5 pl
de Tag DNA polimerasa (5U/ ul) obtenida de Promega. Se realizaron dos protocolos de
amplificacion distintos. Para los lazos méas pequefios (N-terminal, I-11, 1I-111, I1I-1V) se realizé un
protocolo con una desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 minutos (min.), seguida por 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos (seg.), hibridacion a 52°C durante 30 seg. y una
extension a 72°C durante 30 seg. Para la region C-terminal se realiz6 una PCR con una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 min., seguida por 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C
durante 30 seg., hibridacion a 55°C durante 1 min. y una extension a 72°C durante 1 min. Los

productos de PCR fueron identificados por electroforesis en gel de agarosa 0.8%.

3.5 Ligacion a pGEM T-Easy, transformacion y extraccion DNA plasmidial.

Los productos de PCR se ligaron a pPGEM T-Easy (ver anexo 1) siguiendo el manual del

vector. La cantidad de inserto que se ligo se calcul6 segun la siguiente formula:

ng de vector x kb tamafio inserto x inserto:vector (proporcion molar) = ng de inserto
kb tamario vector
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La cantidad aproximada de producto de PCR se determin6 por comparacion visual entre
la sefial en el gel de agarosa con el estandar GeneRuler 1kb (Fermenta). La proporcion molar que
se utilizo fue de 3:1 (inserto:vector). El volumen total de la reaccion fue de 10 pl, que incluia 5 pl
de buffer Rapid Ligation (2x), 1 ul de enzima T4 DNA ligasa (3U/ul), 1 ul de pPGEMT-easy (50
ng/ ul), y el volumen de inserto que corresponde a la proporcion mencionada. La ligacion se dejo

15 min. a temperatura ambiente, luego se incubd a 4°C por 16 hrs (O/N).

Para la transformacion se utilizaron baterias quimiocompetentes Max Efficiency DHS5a
(Life Technologies), utilizdndose una modificacion del protocolo original. Debido a que el
volumen del producto de ligacion no debe superar el 10% del volumen de las baterias que seran
transformadas, se transformaron 20 pl de bacterias quimiocompetentes con 2 ul de producto de
ligacion, las cuales se agregaron a tubos falcon de 15 ml que se incubaron en hielo por 20 min.
Posteriormente se expusieron en un bafio termoregulado a 42°C por 45 seg., se adicion6 450 ul
de medio Luria-Bertoni (LB) (10 g triptona, 5 g extracto levadura, 5 g NaCl para 1 L), y se
incubaron a 37°C por 90 min. para permitir la recuperacion de las bacterias. Luego se sembraron
en placas de LB agar con ampicilina (100ug/ml) y se incubaron a 37°C por 16 horas. Se tomaron
colonias al azar y se inocularon en tubos falcon con 4 ml de medio LB con ampicilina los que se

incubaron en agitacién (300 rpm) a 37°C por 16 horas.

Para la extraccion del DNA plasmidial clonado se realiz6é un protocolo sin columnas. Los
tubos con bacterias con 4 ml de cultivo se centrifugaron a aproximadamente 2.700 rcf por 15
min., las bacterias fueron resuspendidas en 300 pl de buffer de resuspension (50mM de Tris-HCI
ph 7.5, 10mM EDTA y 200 ug/ml de RNAsa) y traspasadas a tubos eppendorf de 1.5 ml. Luego
se les agregd 300 pl buffer de lisis (0,2mM NaOH y SDS 1%), se invirtio el contenido de cada
tubo 5-6 veces cuidadosamente y se dejaron a temperatura ambiente por 5 min. Pasado este
tiempo se adicionaron 300 pl de buffer de neutralizacion (KCH3COOH pH 5.0) y se invirtieron
nuevamente los tubos 5-6 veces para luego ser centrifugados a aproximadamente 15.000 rcf por

10 min. Los sobrenadantes se rescataron y se les adicion6 600 pl de isopropanol, incubandose la
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mezcla a -20°C por 10 min. Luego los tubos se centrifugaron a 20.817 rcf por 18 min. Se
descartaron los sobrenadantes, los pellets se dejaron secar unos minutos y luego, se les adiciono
100 ul de alcohol etilico al 70%, para luego, centrifugarlos a aproximadamente 7.000 rcf por 8
minutos. Nuevamente los sobrenadantes se descartaron y se dejaron secar los tubos a 37°C por 15

min. Cada pellet se resuspendi6 en 20 ul H,O, calidad HPLC.

Se cort6 1 pl de cada DNA extraido con 0,5 pl de EcoRI, 1,5 pul de buffer especifico de la
enzima, en un volumen total de 15 ul, la mezcla se incubé en un bafio termoregulado a 37°C por
90 min. De esta forma, se verificd la presencia del inserto en cada constructo. Los cortes se

identificaron mediante electroforesis utilizando un gel de agarosa al 0,8%.

3.6 Ligacién a pGEX-2TKG, electroporacién y secuenciacion.

Se utilizaron 2 pl de los DNAs extraidos para ser cortados con 0,3 ul de enzimas
correspondientes a los sitios de restriccion agregados que flanquean a la secuencia de cada uno de
los lazos. En esta reaccion se utilizo 1,5 pl del buffer que permitiera que las dos enzimas actuaran
con una eficiencia mayor al 75%, 1 pl de BSA (10 mg/ml) si la reaccion lo requeria, en un
volumen total de 15 pl. Se incubo6 en un bafio termoregulado a 37°C por 90 min. Este mismo
proceso se realizé con el vector pGEX-2TKG (ver anexo 2) con cada una de las combinaciones
de enzimas. Los cortes fueron identificados mediante electroforesis utilizando un gel de agarosa
al 0,8%. Para obtener el vector cortado y los insertos desde el gel, se cortd la banda del gel y el
DNA fue purificado con el kit “QIAquick Gel Extraccion” (QIAGEN).

Se procedid a ligar el vector pGEX-2TKG con cada uno de los cortes purificados del gel
correspondientes a los distintos lazos intracelulares. La ligacion se llevo a cabo de la forma

descrita anteriormente, en una proporcion 3:1 (inserto:vector).
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La electroporacion se realiz6 en un electroporador GenePulser Xcell (BioRad). Las
bacterias que se utilizaron para la transformacién fueron E. coli BL-21 (DE3), las cuales fueron
donadas por el laboratorio del Dr. Edio Maldonado. Estas bacterias se transformaron con 2.5 pl
del producto de ligacion, se les aplico un pulso de 2.5 kV, el cual venia configurado previamente
para la electroporacion de E. coli en cubetas de 2 mm, con una capacitancia de 25 pF y una
resistencia de 200 ohm. Luego del pulso, rdpidamente se agregd 1 ml de medio LB, y se traspaso
las bacterias a un tubo falcon de 15 ml, los cuales se incubaron a 37°C por 90 min. en agitacion
(300 rpm). Luego se sembraron en placas de LB agar con Ampicilina y se incubaron a 37°C por
16 horas. Se tomaron colonias al azar y se inocularon en tubos falcon con 5 ml de medio LB con
ampicilina, las que se incubaron en agitacion (300 rpm) a 37°C por 16 horas. Se realizaron stock
de glicerol para cada constructo, tomando 500 pl de las bacterias transformadas y se les adicion0
500 pl de glicerol 50% y se guard6 a -80°C. La extraccion del DNA plasmidial se realizo
siguiendo el mismo protocolo anteriormente descrito. EI DNA plasmidial extraido se digirié con
las enzimas que flanquean a cada secuencia de los lazos, para verificar si la ligacion y
transformacion fue exitosa. El corte se identificé por medio de electroforesis en gel de agarosa al
0,8%.

Para confirmar si el marco de lectura estaba correcto, las muestras se enviaron a los
laboratorios de Macrogen en Corea para la secuenciacion de cada uno de los lazos ligados al
vector pGEX-2TKG, en el cual se utilizaron los partidores para secuenciacion 5° pGEX y 3’
pPGEX (partidores universales abastecidos por Macrogen). Una vez secuenciados, se realizé la
lectura de las secuencias mediante el programa Chromas Lite, y luego, a través del uso del
software AlignX, fueron comparadas, mediante un alineamiento multiple, con las secuencias de
las regiones intracelulares y GST obtenidas de la base de datos (anteriormente mencionada).
Obtenido el marco de lectura, se verifico, mediante el programa Vector NTI, si el marco era el

correcto para codificar la proteina de fusion.
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3.7 Produccion y extraccion de las proteinas de fusion GST.

La produccion de las proteinas de fusion GST se bas6é en una version a escala del
protocolo utilizado en el laboratorio del Dr. Naguchi (http://eishinoguchi.com/GSTfusion.pdf).
Con un haza de siembra se tomo6 una pequefia alicuota de cada uno de los stocks de glicerol de
constructos, anteriormente mencionados, y se realizd una sembrado en estrias en placas de LB
con ampicilina. Se dejaron a 37°C por 16 horas. De cada placa se tomé una sola colonia y se
inocul6 en un tubo falcon de 15 ml con 2 ml de LB con ampicilina el que se incub6 a 25°C en
agitacion (300 rpm) O/N. Se tomaron 200 pl del cultivo y se diluyeron en 20 ml de LB con
ampicilina, se incubaron a 30°C en agitacion (300 rpm) hasta que alcanz6 una densidad oOptica
(OD) a 600 nanometros (nm) de aproximadamente 0.5-0.6. Luego, para realizar la induccion, se
adiciond a cada cultivo Isopropil-p-D-tiogalactosidasa (IPTG, obtenido en Life Technologies)
para una concentracion final de 670 uM, y se incub6 a 30°C en agitacion (300 rpm) por 2 horas.
Posteriormente, se centrifugaron los cultivos a aproximadamente 1.900 rcf por 30 min. a 4°C. Se
descartaron los sobrenadantes y se realizé un lavado resuspendiendo las bacterias en 4 ml de TBS
(1x) y se centrifugd nuevamente a aproximadamente 2,700 rcf por 15 min. Este paso se repitid
dos veces. Finalmente las bacterias se resuspendieron en 4 ml buffer de lisis (50 mM Tris-HCI
pH 7.5, 150 mM NacCl, 10% gricerol, 0,25% tween 20, 1 mM DTT, 0.2 mM pAPMSF) enfriado a
4°C.

Para lisar las bacterias se realiz6 una sonicacion con el equipo Sonic Ruptor 250. Se les
aplico 5 pulsos de 5 segundos de potencia al 40%. Los 4 ml lisados se distribuyen en 4 tubos
eppendorff con 1 ml del lisado. Los tubos se centrifugaron a aproximadamente 18.000 rcf por 5

min. Se rescaté el sobrenadante que se guardaron a -80°C.
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3.8 Analisis de interaccion entre lazos intracelulares y AT1 (pull-down) y deteccion.

Para purificar la proteina de fusion GST se utilizaron perlas Glutation Sefarosa 4B
(concentracion de 75%) obtenidas de General Electric (GE) (n° catalogo 17-0757-01), las cuales
se lavaron con PBS frio (1x), y se dejaron a una concentracion de 50%. A cada tubo con 1 ml de
muestra de proteina (total) se les adiciond 40 ul de las perlas, previamente lavadas y diluidas. Los
tubos se incubaron a temperatura ambiente, en rotacion por 30 min. Posteriormente, se
centrifugaron a 500g por 5 min. y se les elimind el sobrenadante. Luego se realizaron dos lavados
con 200 ul de PBS (1X) y se centrifugd a 500g por 5 min. Los sobrenadantes se descartaron.

Para realizar el andlisis de interaccion entre los lazos y AT1, a las proteinas unidas a las
perlas se les adiciond 60 ul (100 pg) de extracto celular de cardiomiocitos extraidos de ratas
neonatas de 2 dias (proporcionadas por el Bioterio de la Facultad de quimica y Farmacia de la
Universidad de Chile, los extractos fueron fabricados en nuestro laboratorio, de acuerdo a las
indicaciones de la comision de bioética local) y 500 ul de buffer de lisis. La mezcla se incubd a
4°C en rotacion O/N y luego, se centrifugaron a aproximadamente 3.900 rcf por 1 min. Los
sobrenadantes se descartaron, los pellets se lavaron tres veces con 500 pl de PBS (1X), y
nuevamente se centrifugaron a 3.900 rcf por 1 min. Los sobrenadantes se eliminaron y las perlas
se resuspendieron en 50 ul de buffer de carga 1X (con B-mercaptoetanol) y se hirvieron a 100°C
por 5 min. Posteriormente, se realizd un ensayo de electroforesis en gel de poliacrilamida para
detectar las proteinas GST y AT1, de forma paralela, utilizando como control positivo extractos
de cardiomiocitos y como control negativo, GST (sin lazos). Para ello, se hicieron dos geles de
bis-acrilamida a una concentracion de 10%, las muestras se cargaron en los respectivos carriles y
se corrieron a 60 Volts (V) inicialmente, aumentandose el voltaje a 100V al traspasar el frente
desde la zona del gel concentrador hacia la zona del gel separador. Luego, se realizd la
transferencia de las proteinas de los geles a membranas de nitrocelulosa a 100V por 75 min. y a
4°C. Terminada la transferencia, las membranas se tifieron con una solucion de rojo ponceau al
0.5% por 5 min. para visualizar las proteinas fijadas. Luego, se realizaron lavados con PBS 1X
para retirar la solucion de rojo ponceau, y se incubaron con buffer de bloqueo al 5% (leche 5%,

PBS 1X, tween 20 0,1%) a 4°C toda la noche. Posteriormente, una de las membranas se incub0
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con un anticuerpo anti-GST monoclonal de raton, obtenido en AbCAM (n° catédlogo 21283)
diluido en buffer de bloqueo en una proporcion de 1:5000, mientras que la otra membrana se
incubd con un anticuerpo anti-AT1 policlonal de conejo, obtenido en Pierce (n° catalogo PA5-
20812), diluido en una proporcion de 1:500. Ambas incubaciones se realizaron a temperatura
ambiente por 60 min. en agitador horizonal. Terminada la incubacion se realizaron 3 lavados con
PBS-Tween (0.1 %), y luego, ambos fragmentos de membrana se incubaron a temperatura
ambiente por 60 min. con anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa de rabanito, en el
caso de GST, anti-ratén obtenido en BIO-RAD (n° catalogo 170-6516), y para AT1, anti-conejo
obtenido también en BIO-RAD (n° catalogo 170-6515), ambos fueron diluidos en una proporcién
de 1:3000. Al finalizar, se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 0,1%. Para detectar ambas
proteinas, los fragmentos de membrana se incubaron a temperatura ambiente por 5 min. con 1 ml
de sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico (500 ul de solucidn estable de peroxidasa,
500 ul de luminol) adquirido en Thermo Scientific (n° catalogo 34080). Para realizar la
deteccion, parte de las membranas obtenidas se colocaron en un Fotodocumentador CIiINX y
otras se expusieron a peliculas sensibles a quimioluminiscencia, por distintos tiempos de

exposicion.
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Amplificacion.

Los lazos intracelulares inter dominios y las regiones terminales del canal de calcio tipo
L, Cay1.2, se amplificaron utilizando cebadores disefiados especificamente para cada region
mencionada (los detalles de las temperaturas usadas y los partidores se encuentran en la seccion
de métodos). Debido a que la region C terminal tiene un tamafio de 2029 pb, la cual es
considerablemente méas larga que las demas regiones en estudio, se disefiaron cebadores para
dividir en tres partes (aproximadamente iguales) la region C terminal, y de esta forma, estudiar de
mejor manera la interaccion con el receptor de angiotensina AT-1, a través de la identificacion de
la zona especifica en la cual éste se une. Los resultados de las amplificaciones de los lazos y
regiones terminales se pueden observar en las corridas electroforéticas mostradas en la Figura 7.
Al comparar el tamafio de los productos de PCR (obtenidos comparando el peso molecular con el
estandar) con el tamarfio de las secuencias de cada uno de las regiones intracelulares (Cuadro 2),
es posible afirmar que los productos obtenidos de la amplificacion corresponden a las regiones
intracelulares predichas. Los productos C1 y C2 presentaron productos no especificos, por lo que

las bandas fueron purificadas antes de realizar la posterior ligacion al vector de clonamiento.
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Cuadro 2. Largo de la secuencia de nucledtidos de las regiones amplificadas y prediccion del peso molecular
de las proteinas de fusion (regiones + GST). El largo de las secuencias de nucleétidos obtenidas de la
secuenciacion de los lazos clonados al vector de expresion pGEX-2TKG, exceptuando la regién C terminal completa
la cual no fue secuenciada. El peso molecular de las proteinas de fusion se obtuvo mediante la creacion de los
constructos en el software Vector NTI, la prediccion se obtuvo a través del uso de un algoritmo incorporado en el
programa.

Lazos Largo Secuencia PM Proteina de Fusion
GST - 26.0 kD
N terminal 496 pb 43.9 kD
I-11 373 pb 40.8 kD
H-111 466 pb 43.7 kD
Hi-1v 184 pb 33.7kD
C terminal 2067 pb* 101.1 kD
Cterminal-1 695 pb 52.0 kD
Cterminal-2 671 pb 51.3 kD
Cterminal-3 701 pb 52 .0kD

pb: pares de base kD: kilodaltons PM: peso molecular *: no secuenciado
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Figura 7. Productos de PCR de los lazos y regiones terminales de la subunidad alfa del canal de calcio tipo L,
corridos en un gel 0.8% agarosa. (a) Carril 1 corresponde al estandar de 100 pb, carril 2 corresponde a la
amplificacion de la region N terminal y carril 3 a la amplificacion del lazo I-11. (b) Carril 1 corresponde al estdndar
de 100 pb y carril 2 a la amplificacion del lazo I1-111. (c) Carril 1 corresponde al estandar 100 pb y carril 2 a el lazo
I1-1V. (d) Estdndar de 100 pb GeneRuler. (e) Carril 1 corresponde a estandar de 100 pb, carril 2 region C terminal
seccion 1 (C1), carril 3 region C terminal seccion 2 (C2) y carril 4 region C terminal seccion 3 (C3). (f) Carril uno
corresponde a estandar de 1 kb y carril 2 a la region C terminal completa. (g) Estandar de 1 kb GeneRuler.



30

4.2 Clonacion a pGEM T-Easy.

Previo a la clonacién de las regiones en estudio en el vector de expresion pGEX-2TKG
para generar las proteinas de fusion, cada region intracelular fue clonada en pGEM T-Easy. Esta
estrategia se utilizd para contar con suficiente material a estudiar. Una vez que la transformacion
en bacterias fue hecha, se procedid a cortar con la enzima EcoRlI, cuyo sitio flanquea la region
que fue insertada, para verificar las colonias positivas que presentaban el vector con las regiones
de interés. Una vez obtenidas las colonias positivas se procedié a cortar el DNA extraido con
enzimas especificas para los sitios de restriccion adicionados a los extremos de las regiones
(terminales y lazos), generando entonces las regiones para la ligacion al vector de expresion.
Como se observan en la Figura 8, la intensidad de las bandas es alta debido a la abundante
concentracion de DNA cortado. Las bandas presentan una forma de “U”, lo cual puede deberse,
principalmente, a problemas de polimerizacion del gel de agarosa como también, a su
concentracion; la gran cantidad de DNA cortado también puede afectar en la corrida, provocando
dificultad para definir el tamafio correcto de los fragmentos. Para precisar los tamafios de cada
banda tomamos como base la parte superior, que corresponde a las punta de la figura “U”, de esta
manera, al comparar las bandas con el estandar fuimos capaces de determinar si presentaban,
aproximadamente, el tamafio correspondiente. En el caso de pPGEM T-Easy (ver anexo 1), se
puede observar claramente que el fragmento tiene un tamafio aproximadamente de 3000 pb,

tamafio que corresponde al vector mencionado.



31

ff
W

|

IV'
[

Figura 8. Digestion de los constructos formados por la ligacion del vector pGemT-easy y los distintos lazos y
regiones de Cay1.2. Los constructos fueron digeridos enziméaticamente y el ADN resultante fue corrido en un gel
0.8% agarosa. Para generar los lazos II-111, 111-1V y las regiones N terminal, C2 y C3 una combinacion de las
enzimas EcoRI-Hindlll fue usada, mientras que para el lazo I-1l y la regién C1 la digestion fue hecha con las
enzimas EcoRI-Sall y Xbal-Sall, respectivamente. El tamafio de cada fragmento fue determinado comparando con
un estandar de 1 kb. La digestion de C terminal completo no se muestra en la imagen.
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4.3 Clonacion a pGEX-2TKG.

Bacterias DH5a. fueron transformadas con los constructos formados por el vector pGEX-
2TKG con los lazos intracelulares y las regiones terminales, de esta forma obtener las colonias
positivas que presentaran el constructo insertado las regiones anteriormente mencionadas. Esta
estrategia se utiliz debido a que las bacterias DH5a son bacterias que se utilizan cominmente
para la clonacion de plasmidos o vectores, las cuales tienen la caracteristica de ser metilasas
positivas (dam+ ) (Agilent Technologies, 2010), enzimas que permiten que el DNA sufra un
proceso de metilacion el cual impide que el DNA sea degradado por endonucleasas, ayudando a
que éste se mantenga estable en las bacterias de expresion que se utilizaron posteriormente.
Asociado a esto, las bacterias DHS5a presentan mutada la region que codifica para la
endonucleasa Al (endAl) (Taylor et al., 1993) de esta forma, al extraer el DNA podemos
evidenciar claramente los insertos, ya que impide la degradacion que puede sufrir durante la
extraccion. Una vez que fueron secuenciados y verificados los marcos de lectura, se utilizaron
bacterias BL-21(DE3) las cuales fueron transformadas con los constructos verificados. Estas
bacterias son utilizadas comuUnmente para expresion de proteinas debido a que son proteasas
negativas, con ausencia de las proteasas lon y ompT, las cuales pueden degradar proteinas
durante la purificacion (Grodberg y Dunn, 1988). Antes de la induccién proteica se verificaron y
se seleccionaron aquellos cultivos que presentaban el constructo. Esto fue realizado mediante
digestion con las enzimas correspondientes para los sitios adicionados a cada lazo y region
terminal. Como se evidencia en la Figura 9, las bandas presentaron el mismo patrén en forma de
“U” que se obtuvo en la Figura 8, debido a esto, para determinar el tamafio de las bandas se tomé

como base el mismo patron utilizado anteriormente.

En el caso del vector pGEX-2TKG (ver anexo 2), se nota claramente en cada constructo
cortado, que el fragmento tiene un tamafo de aproximadamente 5000 pb, tamafio que
corresponde al vector mencionado. Las bandas que se encuentran bajo la banda superior (vector),

corresponden a los lazos (I-11, 11-111'y 111-1V) y a las regiones terminales (N, C, C1, C2 y C3). Al
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hacer la comparacion de los tamafios observados en la figura 3 con el tamafio de las regiones
intracelulares del canal que se predijeron con anterioridad (Cuadro 2), podemos concluir que la
transformacion del constructo a las bacterias BL-21(DE3) fue exitosa. El Unico caso que nos
merecio dudas fue el vector con la region C terminal completa, pues de acuerdo a la Figura 9, las
bandas que representan al vector y al inserto no estan en el tamafio correcto, lo cual pudo deberse
a fallas en el gel usado para hacer la corrida electroforética. También cabe destacar que en todas
las imagenes (Figura 9) se observa un cierto grado de degradacién, que principalmente se
visualiza entre la banda superior e inferior. Este efecto no se observa en la purificacion del
constructo pGEM T-Easy y las regiones terminales o lazos. Es posible que la degradacion
observada en los otros casos haya sido provocada por la maquinaria interna de la bacteria, a
través de DNAasas propias que provocaron la degradacion del constructo clonado, debido a que
los bacteria BL-21(DE3) utilizadas en la expresion son proteasas negativas como también
metilasas negativas, promoviendo la proteccion de las proteinas, pero no del DNA, provocando
su degradacion. Los constructos en las bacterias BL-21(D3E) fueron secuenciados (exceptuando
la region C terminal completa). Los resultados obtenidos de la secuenciacion fueron comparadas
con la prediccion de los constructos (pGEX-2TKG/regiones intracelulares) mediante un
alineamiento mudltiple con el software AlignX (ver anexo 4-10). Los resultados de los
alineamientos presentaron una alta de similitud, exceptuando algunos aminoacidos que eran
distintos a la prediccion o que no se encontraban. Estos errores se verificaron utilizando el
software Chromas Lite, comprobandose que estas excepciones eran causa de una mala lectura de
la secuenciacion automaética, de esta forma, las alineaciones demostraron que los constructos
presentaban la region intracelular correspondiente, con un marco de lectura adecuado para la

produccion de las proteinas de fusion.
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Figura 9. Constructos generados mediante ligacion del vector pGEX-2TKG y los lazos o regiones terminales
del canal Cay1.2. Los vectores con los lazos II-111, 11I-1V y las regiones N terminal, C2 y C3 fueron digeridos con
las enzimas EcoRI-Hindlll. Los vectores que presentaban el lazo I-11'y la regién C1 fueron digeridos con las enzimas
EcoRI-Sall y Xbal-Sall, respectivamente. La verificacion de la presencia de la region C terminal completa fue hecha
con una digestion con las enzimas Xbal-Hindlll. Los ADNs digeridos fueron corridos en un gel 0.8% agarosa y para
determinar el tamafio de los fragmentos obtenidos se utilizd un estandar de 1 kb.
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4.4 Produccion de proteinas de fusion e interaccion de los lazos con el receptor AT-1.

Las bacterias BL-21(DE3) que incorporaron al vector de expresion con los
correspondientes lazos o regiones terminales fueron incubadas con IPTG para la induccién de las
proteinas de fusion. Debido a los resultados obtenidos de la transformacion del vector de
expresion pGEX-2TKG vy la region C terminal completa (Figura 10.), se decidio realizar la
purificacion de esta proteina de fusion para determinar si habia sido expresada correctamente.
Como se muestra en la Figura 10, se presentan tres bandas muy notorias de un peso inferior a los
50 kD, esto sugiere que la proteina fue degradada puesto que la proteina de fusion
(GST/Cterminal) tiene un peso de 101 kD aproximadamente (Cuadro 2). Esto puede haber sido
provocado por mecanismos internos de la bacteria. Lo méas probable es que, producto de la
incubacion de las proteinas a temperatura ambiente con las perlas de sefarosa, las proteinas
pueden haber sufrido alguna desnaturalizacién. Debido a este problema y al poco tiempo que se
dispone para realizar los ensayos, se decidi6 dejar de utilizar la proteina de fusién con C terminal
completo, y solo utilizar las secciones de esta regién, C1, C2 y C3. Otra explicacion puede
deberse a procesos de ubiquitinizacion, que habrian provocado la degradacion de la proteina de
fusion dentro de la bacteria dejando restos de proteinas con GST, aunque es poco probable
debido a que las bacterias BL-21(DE3) estan disefiadas para la expresion de proteinas,

minimizando al maximo la degradacion (Einarson et al., 2007).

Es preciso destacar que la utilizacion del vector pGEX y la induccion de proteinas
mediante el uso de IPTG han sido ampliamente empleados en la produccion de proteinas de
fusion (Frangioni y Neel, 1993; Einarson et al., 2007; Sugantha priya et al., 2010; Zhang et al.,
2012).
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Figura 10. Deteccion de la proteina de fusion regiéon C terminal completa. La proteina de fusién fue corrida en

un gel 10% poliacrilamida y la membrana resultante fue tratada con un anticuerpo monoclonal de ratdn contra GST.
Los dos carriles corresponden a la misma de proteina.

El ensayo de precipitacion por afinidad (pull-down) se realizd con cada una de las
proteinas de fusién inducidas, excepto con la region C terminal completa. Cabe destacar que este
ensayo ha sido utilizado con anterioridad en varios estudios de interaccién entre canales y
receptores (Beedle et al., 2004; Altier et al., 2006). Para llevar a cabo el ensayo, las proteinas de
fusion fueron incubadas con perlas de glutation-sefarosa 4B y extractos de cardiomiocitos de
ratas neonatas (proteinas totales) para evaluar si alguno de los lazos o regiones terminales
interactuaban con el receptor de angiotensina AT-1. La eleccién de proteinas totales de
cardiomiocitos en vez del receptor purificado fue en base a que no teniamos claro si la
interaccion era directa o indirecta, mediante intermediarios, es decir, otras proteinas que
ayudaban en la interaccion. Como el objetivo del estudio era detectar si la interaccion entre

ambos se producia, nos inclinamos por el uso de proteinas totales.
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En la Figura 11a se presentan cada una de las proteinas de fusién cuya expresion fue
inducida con IPTG. Todas ellas presentan un cierto grado de degradacion (corresponde a bandas
de peso molecular inferior a la proteina en cuestién (Einarson et al., 2007), sin embargo, las
bandas con un mayor peso molecular de cada carril corresponden, aproximadamente, al peso
molecular predicho para cada proteina de fusion (Cuadro 2). La seccion C2 presentd un peso
molecular levemente superior al predicho, probablemente por una prediccion poco precisa. Para
evaluar la interaccion de cada proteina con el receptor AT-1, la misma membrana de
nitrocelulosa utilizada para ver la presencia de GST fue tratada para remover los anticuerpos
unidos a ella, mediante lavados con una solucion SDS/B-mercaptoetanol, y luego, se incub6 con
un anticuerpo dirigido contra AT-1 para ver la presencia de este receptor (Figura 11b.). En esta
figura es posible observar una banda con un peso molecular aproximado de 45 kD en el carril de
la proteina de fusion C2, peso que corresponde al receptor AT-1. Este ensayo fue repetido 6
veces obteniéndose el mismo resultado. En el carril correspondiente a la proteina de fusion del
lazo II-11l se observa una banda muy tenue cerca de 50 kD que se encuentra tanto en la
incubacion con el anticuerpo contra GST y contra AT1. Esto podria corresponder a una forma
glicosilada de AT1 o a una union inespecifica de ambos anticuerpos. Estos resultados nos dieron
el primer indicio de una posible unién del receptor AT-1 a la region C terminal, especificamente,

a la zona central de éste que corresponde a la seccion C2.
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Figura 11. Ensayo de precipitacion por afinidad (pull-down). Las proteinas de fusiéon de GST con los lazos
intracelulares y las regiones terminales de la subunidad Ca,1.2 del canal de calcio tipo L fueron incubadas con perlas
de agarosa-sefarosa y posteriormente, con extractos de cardiomiocitos de rata neonata. Los precipitados fueron
inmunoelectrotransferidos en un gel 10% bis-acrilamida y subsecuentemente, la membrana fue incubada con un
anticuerpo policlonal contra AT1 (a); la misma membrana fue incubada con SDS+B-mercaptoetanol para remover
los anticuerpos contra AT1 y finalmente incubada con un anticuerpo monoclonal de raton contra GST (b) (n=6). Los
carriles en orden consecutivo son: Extracto de cardiomiocitos (C+), GST solo, estandar de peso molecular de
proteinas, N-Terminal, lazo I-Il, lazo II-111, lazo 11I-1V, C1, C2 y C3. Los tridangulos sefialan las bandas esperadas
para las proteinas de fusion (amarillo), el receptor AT1 (azul) o bandas inespecificas (rojo).
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Para determinar si la banda de 50 kD obtenida en el lazo I1-111 (Figura 11) corresponde a
una forma glicosilada de AT1 o una unién inespecifica de los anticuerpos, se llevo a cabo una
prueba control en el cual las proteinas de fusion con las regiones terminales C1, C2, C3y el lazo
[1-111, sin realizar un ensayo de precipitacion por afinidad, fueron inmunoelectrotransferidos
directamente en un gel de bisacrilamida. Luego la membrana de nitrocelulosa se incub6 con el
anticuerpo contra AT1 y posteriormente, los anticuerpos contra AT1 fueron removidos mediante
un lavado con una solucién SDS/B-mercaptoetanol, la membrana fue incubada con el anticuerpo
anti GST. De esta manera, al no existir union de estas regiones intracelulares a AT1, podriamos
determinar las bandas inespecificas. Como se muestra en la figura 12, al incubar la membrana
con el anticuerpo contra GST, las bandas correspondientes a las regiones intracelulares utilizadas
en esta prueba control se encuentran expresadas (figura 12a). En la incubacién con el anticuerpo
contra AT1 (Figura 12b) se observa una banda con un peso aproximado de 50 kD, la cual
también se encuentra en la incubacion con el anticuerpo contra GST (Figura 12a). Estos
resultados nos demuestran que la banda de 50 kD en el lazo 11-111 obtenida en los ensayos pull-
down (Figura 11) corresponde a uniones inespecificas de ambos anticuerpos, descartando que la
interaccion del receptor AT1 se realice con el lazo II-111, y adicionalmente, se confirma que la
interaccion del receptor AT1 se lleva a cabo mediante a una fuerte unién a la zona central de la

region C terminal.
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Figura 12. Prueba para detectar uniones inespecificas. Las proteinas de fusién de GST con las regiones
terminales C1, C2 y C3, y el lazo Il-lll de la subunidad Ca,1.2 del canal de calcio tipo L fueron
inmunoelectrotransferidos directamente en un gel 10% bis-acrilamida y subsecuentemente la membrana fue incubada
con un anticuerpo policlonal contra AT1 (a); la misma membrana fue incubada con SDS+f3-mercaptoetanol para
remover los anticuerpos contra AT1 y finalmente, incubada con un anticuerpo monoclonal de raton contra GST (b)
(n=5). Los carriles en orden consecutivo son: estandar de peso molecular de proteinas, C1, C2, C3 y lazo II-11l. Los
tridngulos sefialan las bandas esperadas para las proteinas de fusion (amarillo) o banda inespecifica (rojo).
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Para confirmar si la interaccion del receptor al canal es en la region C terminal se
realizaron ensayos pull-down usando sélo las regiones C1, C2 y C3. En estos ensayos, las
electroforesis se hicieron por un tiempo mayor para permitir una mejor separacion de las bandas
inferiores, cercanas a un peso molecular de 42 kD. La membrana, a la cual se transfirieron las
proteinas corridas en el gel de electroforesis, fue cortada en dos: una seccion fue incubada con el
anticuerpo para GST (Figura 13a.) mientras que la otra seccion fue tratada con un anticuerpo
contra AT-1 (Figura 13b.). De esta forma, fue posible obtener ambos resultados en el mismo gel.
El control positivo para AT1 usado fue extracto de cardiomiocitos de rata neonata, el mismo

utilizado para hacer los ensayos de pulldown.

En la Figura 13a podemos observar la presencia de las bandas correspondientes a las
regiones C1, C2 y C3 unidas a GST. En este caso, las bandas se ven claras pero de mayor grosor,
como es el caso de C2 y C3, esto debido principalmente a la cantidad de proteina presente y a la
corrida electroforética de mayor duracion. De todas formas, esto nos permitié saber que la
expresion de la proteina de fusion se llevd a cabo. La Figura 13b nos muestra el resultado de la
incubacion con el anticuerpo contra AT1, lo cual, nuevamente dio como resultado la presencia
del receptor AT-1 en el carril de la region C2. Al comparar el resultado con el control positivo
(extracto de cardiomiocitos de rata), podemos ver que presenta el mismo peso molecular, lo cual
sugiere que la banda de 42 kD presente en el carril de C2 es el receptor AT1 y que esta seccion

de la region C terminal es la que interactla con el receptor.
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Figura 13. Ensayo pull-down de las regiones C1, C2 y C3. Las proteinas de fusion GST y las regiones C1, C2 y
C3 fueron incubadas con perlas de glutation-sefarosa 4B y extractos de cardiomiocitos de ratas neonatas. Los
precipitados resultantes fueron corridos en un gel 10% bis-acrilamida el cual fue transferido a una membrana de
nitrocelulosa. La membrana fue incubada con un anticuerpo contra GST (a) y contra AT-1 (b). C+ corresponde al
control positivo, (extractos de cardiomiocitos de ratas neonatas).
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5. CONCLUSIONES

El presente estudi6 demostré que el macro-complejo formado por el receptor de
angiotensina tipo 1 y la subunidad Cay1.2 del canal de calcio tipo L, se debe a un fuerte

interaccion del receptor AT1 con la zona media de la region C terminal de la subunidad Cay1.2.

Estos resultados nos sugieren que la modulacion de las corrientes de calcio del canal
Cay1.2 generado por la hormona angiotensina Il, posiblemente se debe a la formacién de este
macro-complejo, el cual provocaria la inhibicion del subunidad Cay,1.2 mediante la interaccién

directa con el receptor AT-1.

Adicionalmente, es posible que al formarse este complejo, tanto el receptor AT-1 como la
subunidad Cay1.2, se produzca la internalizacion de ambos pero manteniendo esta interaccion, lo

cual podria llevar a un posterior reciclado, volviendo a la membrana, o a una protedlisis.

Los resultados expuestos en este estudié daran pie a nuevos estudios, los cuales se
centraran en los efectos celulares y moleculares que pueda ocasionar la interrupcion de esta

interaccion entre estas dos moléculas.



44

6. RESUMEN

En cardiomiocitos, se ha demostrado que la hormona angiotensina Il (Angll) modula las
corrientes de calcio tipo L a través de la activacion del receptor AT1. Experimentos previos de
nuestro laboratorio han mostrado que la estimulacion con esta hormona induce, no sélo la
internalizacion del receptor AT1, sino que también, la de la subunidad Cayoy del canal de calcio
tipo L (Cayl.2), este ultimo proceso en forma dependiente de la subunidad accesoria Cayf3
expresada. Ademas, se demostrd la existencia de un macro-complejo proteico que incluye al
receptor AT1 y la subunidad Cay1.2 del canal de calcio tipo L. En este trabajo determinamos la
region intracelular de la subunidad Cay1.2 responsable de esta interaccion. Mediante la creacion
de proteinas de fusién de los lazos, las regiones N-terminal y C-terminal de Ca,1.2 con la
proteina glutation-S-transferasa (GST), se realizaron ensayos de precipitacion por afinidad (pull-
down) con el receptor AT1, donde se observd que la zona central de la region C terminal de

Cay1.2 es la region que interactua con el receptor AT1.
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7. SUMMARY

In cardiomyocytes, has been demonstrated that the hormone angiotensin Il (Angll)
modulates the L-type calcium currents through the activation of AT1 receptor. Previous
experiments from our laboratory have shown that this hormone stimulation induces not only the
AT1 receptor internalization, but also the Cayoy subunit of the L-type calcium channel (Cay1.2),
this latter process dependent on the beta subunit expressed. Furthermore, in our laboratory was
demonstrated the existence of a protein macro-complex which includes the AT1 receptor and the
Cay1.2 subunit of the L-type calcium channel. In this work, we determine the intracellular region
of the Cay1.2 subunit responsible of this interaction. By the creation of fusion proteins of the
intracellular loops, N-terminal and C-terminal regions with the proteins glutathione-s-transferase
(GST), we performed Pull-down assays with de AT1 receptor. We observed that the central zone

of the C-terminal region is the region Cay1.2 that interacts with the AT1 receptor.
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Anexo 3. Gréfico del anélisis de hidrofobicidad de las regiones transmembranales de la subunidad Cay1.2 del
canal de calcio tipo L.



N+GST Secuenciado
N+GST Prediccién
Consenso

N+GST Secuenciado
N+GST Prediccidn
Consenso

N+GST_ Secuenciado
N+GST Prediccidn
Consenso

N+GST_ Secuenciado
N+GST_ Prediccién
Consenso

N+GST Secuenciado
N+GST Prediccién
Consenso

N+GST Secuenciado
N+GST Prediccién
Consenso

N+GST Secuenciado
N+GST Prediccién
Consenso

N+GST_ Secuenciado
N+GST Prediccién
Consenso

Anexo 4.
prediccion.

1 50
————————————— VQPTRLLLEILEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGL
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEILEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGL
VOPTRLLLEFLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGL
51 100
EFPNLPYYIDGDVKLTQSMAITRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
EFPNLPYYIDGDVKLTQSMAITRYTIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
EFPNLPYYIDGDVKLTQSMAITRYTIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
101 150
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Alineacion multiple (AlignX) entre el constructo pGEX-2TKG/N-terminal secuenciado y su



I-II GST Secuenciado (1)
I-II+GST Prediccidn (1)
Consenso (1)
I-II GST Secuenciado (51)
I-II+GST Prediccidn (51)
Consenso (51)

I-II GST Secuenciado (101)
I-II+GST Prediccidn (101)
Consenso (101)

I-II GST Secuenciado (151)
I-II+GST_Prediccién (151)
Consenso (151)

I-II GST_ Secuenciado (201)
I-II+GST_Prediccién (201)
Consenso (201)

I-II GST Secuenciado (249)
I-II+GST Prediccidén (251)
Consenso (251)

I-II GST Secuenciado (299)
I-II+GST Prediccidén (301)

55

1 50
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKEFELGL
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKEFELGL
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGL
51 100
EFPNLPYYIDGDVKLTQSMAITIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
EFPNLPYYIDGDVKLTQSMAITIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
EFPNLPYYIDGDVKLTQSMAITRYTIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
101 150
DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH
DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH
DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH
151 200
PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA
PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA
PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEATPQIDKYLKSSKYTIA
201 250
WPLOGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPGISGGGGGIR--GEFSKEREKAK
WPLOGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPGISGGGGGIRLSGEFSKEREKAK
WPLOGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPGISGGGGGIR GEFSKEREKAK
251 300
ARGDFQKLREKQQLEEDLKGYLDWITQAEDIDPENEDEGMDEEKPRNMSM
ARGDFQKLREKQQLEEDLKGYLDWITQAEDIDPENEDEGMDEEKPRNMSM
ARGDFQKLREKQQLEEDLKGYLDWITQAEDIDPENEDEGMDEEKPRNMSM
301 350
PTSETESVNTENVAGGDIEGENCGARLAHRISKSKESRYWRRWNREFCRRK
PTSETESVNTENVAGGDIEGENCGARLAHRISKSKESRYWRRWNREFCRRK

Consenso (301) PTSETESVNTENVAGGDIEGENCGARLAHRISKSKFSRYWRRWNRFCRRK
351
I-II GST Secuenciado (349) CRAAVKSN
I-II+GST Prediccidén (351) CRA-----
Consenso (351) CRA
Anexo 5. Alineacion maltiple (AlignX) entre el constructo pGEX-2TKG/Lazo I-l1l secuenciado y su

prediccion.
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Anexo 6. Alineacion multiple (AlignX) entre el constructo pGEX-2TKG/Lazo Il-111 secuenciado y su

prediccion.
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Consenso

III-IV+GST Secuenciado
III-IV+GST_ Prediccidn
Consenso

III-IV+GST Secuenciado
III-IV+GST_ Prediccidn
Consenso

III-IV+GST Secuenciado
III-IV+GST Prediccidn
Consenso

III-IV+GST_Secuenciado
III-IV+GST Prediccidn
Consenso

Anexo 7.
prediccion.

(1)
(1)
(1

(51)
(51)
(51)

(101)
(101)
(101)

(151)
(151)
(151)

(201)
(201)
(201)

(251)
(251)
(251)

1 50
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGL
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGL
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGL
51 100
EFPNLPYYIDGDVKLTQSMATIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
EFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
EFPNLPYYIDGDVKLTQSMATIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
101 150
DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH
DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH
DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH
151 200
PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA
PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA
PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA
201 250
WPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPGISGGGGGIRVTFQEQGEQEYKN
WPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPGISGGGGGIRVTFQEQGEQEYKN
WPLOGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPGISGGGGGIRVTFQEQGEQEYKN
251 291
CELDKNQRQCVEYALKARPLRRY I PKNQHQYKVWYVVNSTY
CELDKNQRQCVEYALKARPLRRYIPKNQHQOYKVWYVVNST -
CELDKNQRQCVEYALKARPLRRYIPKNQHQYKVWYVVNST
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Alineacién multiple (AlignX) entre el constructo pGEX-2TKG/Lazo I1I-1V secuenciado y su



Cl+GST_ Secuenciado
Cl+GST Prediccidn
Consenso

Cl1+GST Secuenciado
Cl+GST Prediccidn
Consenso

Cl+GST_ Secuenciado
C1+GST_Prediccidn
Consenso

Cl+GST Secuenciado
C1+GST_Prediccidn
Consenso

Cl+GST Secuenciado
C1+GST_Prediccidn
Consenso

Cl+GST_ Secuenciado
Cl+GST Prediccidn
Consenso

Cl+GST Secuenciado
Cl+GST Prediccidn
Consenso

Cl+GST Secuenciado
C1+GST_ Prediccidn
Consenso

Cl+GST Secuenciado
C1+GST_ Prediccidn
Consenso

Cl1+GST_ Secuenciado

C1+4GST_Prediccién
Consenso

Anexo 8.

(1)
(101)
(101)

(109)
(351)
(351)

(159)
(401)
(401)

(209)
(451)
(451)

PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEATPQIDKYLKSSKYTIA

201 250
—————————————————————————————————————————— MDNFDYLT
WPLOGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPGISGGGGGILDVAVIMDNEDYLT

MDNFDYLT
251 300

RDWSILGPHHLDEFKRIWAEYDPEAKGRIKHLDVVTLLRRIQPPLGFGKL
RDWSILGPHHLDEFKRIWAEYDPEAKGRIKHLDVVTLLRRIQPPLGFEFGKL
RDWSILGPHHLDEFKRIWAEYDPEAKGRIKHLDVVTLLRRIQPPLGEFGKL
301 350
CPHRVACKRLVSMNMPLNSDGTVMENATLFALVRTALRIKTEGNLEQANE
CPHRVACKRLVSMNMPLNSDGTVMEFNATLFALVRTALRIKTEGNLEQANE
CPHRVACKRLVSMNMPLNSDGTVMFNATLFALVRTALRIKTEGNLEQANE
351 400
ELRAITKKIWKRTSMKLLDQVVPPAGDDEVTVGKEYATFLIQEYFRKEFKK
ELRAITKKIWKRTSMKLLDQVVPPAGDDEVTVGKEYATFLIQEYFRKEFKK
ELRAITIKKIWKRTSMKLLDQVVPPAGDDEVTVGKEFYATFLIQEYFRKEKK
401 450
RKEQGLVGKPSQRNALSLOAGLRTLHDIGPEIRRAISGDLTAEEELDKAM
RKEQGLVGKPSOQRNALSLOAGLRTLHDIGPEIRRAISGDLTAEEELDKAM
RKEQGLVGKPSQRNALSLQAGLRTLHDIGPEIRRAISGDLTAEEELDKAM
451

KEAVSAA

KEAVSAA

KEAVSAA

prediccion. En este caso, el producto de la secuenciacion fue mas corto y contenia menos secuencia de GST.
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Alineacién mualtiple (AlignX) entre el constructo pGEX-2TKG/C1-terminal secuenciado y su



C2+GST_Secuenciado
C2+GST_Prediccidn
Consenso

C2+GST_Secuenciado
C2+GST Prediccidn
Consenso

C2+GST_Secuenciado
C2+GST Prediccidn
Consenso

C2+GST_Secuenciado
C2+GST Prediccidn
Consenso

C2+GST_Secuenciado
C2+GST_Prediccidn
Consenso

C2+GST_Secuenciado
C2+GST_Prediccidn
Consenso

C2+GST_Secuenciado
C2+GST Prediccidn
Consenso

C2+GST_Secuenciado
C2+GST Prediccidn
Consenso

C2+GST_Secuenciado
C2+GST Prediccidn
Consenso

C2+GST_Secuenciado

C2+GST_Prediccidn
Consenso

Anexo 9.

(1)
(101)
(101)

(1)
(151)
(151)

(129)
(351)
(351)

(179)
(401)
(401)

(229)
(451)
(451)

PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA

250
—————————————————————— VWISREFSGGGGGIREDDIFRRAGGLEG
WPLOGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPGISGGGGGIREDDIFRRAGGLEG
S SGGGGGIREDDIFRRAGGLEG
251 300
NHVSYYQSDSRSAFPQTFTTQRPLHISKAGNNQGDTESPSHEKLVDSTET
NHVSYYQSDSRSAFPQTFTTQRPLHISKAGNNQGDTESPSHEKLVDSTET
NHVSYYQSDSRSAFPQTEFTTQRPLHISKAGNNQGDTESPSHEKLVDSTET
301 350
PSSYSSTGSNANINNANNTALGRLPRPAGYPSTVSTVEGHGSPLSPAVRA
PSSYSSTGSNANINNANNTALGRLPRPAGYPSTVSTVEGHGSPLSPAVRA
PSSYSSTGSNANINNANNTALGRLPRPAGYPSTVSTVEGHGSPLSPAVRA
351 400
QEAAWKLSSKRCHSQESQIAMACQEGASQDDNYDVRIGEDAECCSEPSPL
QEAAWKLSSKRCHSQESQIAMACQEGASQDDNYDVRIGEDAECCSEPSPL
QEAAWKLSSKRCHSQESQIAMACQEGASQDDNYDVRIGEDAECCSEPSPL
401 450
STEMLSYQODDENRQLAPPEEEKRDIRLSPKKGFLRSASLGRRASFHLECL
STEMLSYQDDENRQLAPPEEEKRDIRLSPKKGFLRSASLGRRASFHLECL
STEMLSYQDDENRQLAPPEEEKRDIRLSPKKGFLRSASLGRRASFHLECL
451
KROKDQG
KROKDQG
KROKDQG

prediccion. En este caso, el producto de la secuenciacion fue mas corto y contenia menos secuencia de GST.
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Alineacién mualtiple (AlignX) entre el constructo pGEX-2TKG/C2-terminal secuenciado y su



C3+GST_Secuenciado
C3+GST_Prediccidn
Consenso

C3+GST_Secuenciado
C3+GST Prediccidn
Consenso

C3+GST_Secuenciado
C3+GST Prediccidn
Consenso

C3+GST_Secuenciado
C3+GST Prediccidn
Consenso

C3+GST_Secuenciado
C3+GST_Prediccidn
Consenso

C3+GST_Secuenciado
C3+GST_Prediccidn
Consenso

C3+GST_Secuenciado
C3+GST Prediccidn
Consenso

C3+GST_Secuenciado
C3+GST Prediccidn
Consenso

C3+GST_Secuenciado
C3+GST Prediccidn
Consenso

C3+GST_Secuenciado
C3+GST_Prediccidn
Consenso

(108)
(201)
(201)

(158)
(251)
(251)

(208)
(301)
(301)

(258)
(351)
(351)

(308)
(401)
(401)

(358)
(451)
(451)

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGL

51 100
——————————————————————————————————————————— MLEGAVL
EFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL

MLEGAVL
101 150

DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH
DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH
DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH
151 200
PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA
PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA
PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA
201 250
WPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPGISGGGGGIRGDISQKTALPLHL
WPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPGISGGGGGIRGDISQKTVLPLHL
WPLOGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPGISGGGGGIRGDISQKT LPLHL
251 300
VHHQALAVAGLSPLLQRSHSPTSLPRPCATPPATPGSRGWPPQPIPTLRL
VHHQALAVAGLSPLLQRSHSPTSLPRPCATPPATPGSRGWPPQPIPTLRL
VHHQALAVAGLSPLLQRSHSPTSLPRPCATPPATPGSRGWPPQPIPTLRL
301 350
EGADSSEKLNSSFPSIHCGSWSGENSPCRGDSSAARRARPVSLTVPSQAG
EGADSSEKLNSSFPSIHCGSWSGENSPCRGDSSAARRARPVSLTVPSQAG
EGADSSEKLNSSFPSIHCGSWSGENSPCRGDSSAARRARPVSLTVPSQAG
351 400
AQGRQFHGSASSLVEAVLISEGLGQFAQDPKFIEVITQELADACDLTIEE
AQGRQFHGSASSLVEAVLISEGLGQFAQDPKFIEVTTQELADACDLTIEE
AQGRQFHGSASSLVEAVLISEGLGQFAQDPKFIEVITQELADACDLTIEE
401 450
MENAADDILSGGARQSPNGTLLPFVNRRDPGRDRAGQNEQDASGACAPGC
MENAADDILSGGARQSPNGTLLPFVNRRDPGRDRAGQONEQDASGACAPGC
MENAADDILSGGARQSPNGTLLPFVNRRDPGRDRAGQONEQDASGACAPGC
451 474

GQSEEALADRREYVSNL-------

GQSEEALADRREGVSSLKLNSHRD

GQSEEALADRRA VS L
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Anexo 10. Alineacion maltiple (AlignX) entre el constructo pGEX-2TKG/C3-terminal secuenciado y su

prediccion.



