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RESUMEN

La especificidad en el establecimiento de las conecciones entre células nerviosas
depende de una secuencia muy compleja de eventos que ocurren en un orden
estricto y definido. Los mismos se encuentran asociados a la expresion
concertada de genes particulares para cada etapa . El objetivo de este trabajo es
identificar algunos de estos genes, utilizando la técnica de Differential display.

Los estudios realizados permitieron identificar dos genes, cuyos ARNms
alcanzan diferentes niveles a lo largo de las edades postnatales estudiadas, las
cuales representan diferentes estadios durante el desarrollo del cerebelo.

Uno de los fragmentos de ARNm, de 547 pb denominado BJ3, tiene 100% de
homologia con la subunidad catalitica o. de la protein fosfatasa 2A (PP2A). El
mismo presenta una maxima sefal en el differential display a los 7 dias
postnatales. Este patrén fue confirmado por Northern blots.

El segundo fragmento de ARNm, denominado BJ5 (348 pb), contiene una
region de 143 pb que presenta 65 % de homologia en su secuencia nucleotidica y
81% de similitud en su secuencia proteica deducida del ADNc, con una
calsecuestrina. Dicho fragmento presenta una sefial maxima en el differential
display en P4, y disminuye a partir de esta edad hasta P17. Este resultado fue
también confirmado por Northern blots. El ARNm de BJ5 esta presente tanto en
cerebelo como en bazo, en niveles elevados en P4, y practicamente no se detecta
en otros tejidos. Dada la baja homologia de BJ5 con calsecuestrina y la
correlacion temporal entre el aumento en los niveles de ARNm y la proliferacion
de las células grano, en cerebelo, este fragmento podria pertenecer a un nuevo

gen asociado con células en proliferacion.



INTRODUCCION

Un rasgo esencial en la organizacion del sistema nervioso central (SNC) es la
precision en el establecimiento de las conecciones entre células nerviosas, es
decir de las sinapsis. La especificidad de estos contactos depende de una
secuencia muy compleja de eventos que ocurren en un orden estricto y definido,
los cuales incluyen procesos tales como proliferacion celular, migracion,
diferenciacién, crecimiento axonal orientado y sinaptogénesis. Tales eventos se
encuentran asociados a la expresidn concertada de genes particulares para cada
etapa (Hatten ef al., 1997). Hasta el momento los procesos celulares mencionados
han sido ampliamente estudiados, sin embargo, se conoce muy poco sobre los
mecanismos moleculares que los determinan.

El cerebelo se torna un excelente modelo de estudio para los mecanismos que
operan en el desarrollo del SNC. Esto se debe al limitado numero de tipos
celulares que lo constituyen, los cuales a su vez resultan facilmente identificables,
y a que la mayoria de los cambios morfogénicos en la corteza del cerebelo
ocurren en forma postnatal temprana. Ademas, el 90% de las sinapsis ocurren
entre las células grano y Purkinje, lo cual contribuye aun mas a la simplicidad del
modelo (Sotelo, C., 1984, 1990). Por otro lado, existe un detallado conocimiento
de su anatomia (Altman J., 1985a, b, ¢).

Los eventos celulares que culminan con la sinaptogénesis comienzan con el
rapido aumento del nimero de precursores de células grano, en la denominada
capa granular externa (EGL), periodo que abarca desde el nacimiento hasta los 8
dias postnatales (PO-P8, respectivamente) (Fig. 1). Esta etapa de répida
proliferacion conduce a la expansion de la EGL, desde una capa formada por una
unica célula hasta alcanzar un espesor de 8-10 células. Por otro lado, entre los
dias postnatales 4 y 15 (P4 y P15, respectivamente) los precursores de las células
grano entran en un programa de diferenciacion celular que comienza con la
emision de dos axones. Cerca del dia 7, las células emiten un proceso
descandente que dirige la migracion del cuerpo celular a través de la capa
molecqlqr WIL) en formacion y de las células de Purkinje. La denominada capa
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molecular corresponde a la acumulacién de los axones de las células grano, entre
la EGL vy las células de Purkinje, una vez que las primeras han migrado. Las
células grano postmigratorias se ubican formando una densa capa neuronal, la
capa granular interna (IGL). Por otro lado, a esta misma edad la EGL alcanza su
maximo espeso, el cual comienza a disminuir notablemente alrededor del dia
postnatal 10 . Aproximadamente en el dia postnatal 11 (P11), las células grano
comienzan a emitir dendritas cortas que interactuan con fibras aferentes en
crecimiento. Mientras tanto, la migracion continda, y comienzan a estabilizarse
las sinapsis transientes entre células grano y Purkinje. Alrededor del dia postnatal
17 (P17), la estabilizacion sinaptica entre estas células esta llegando a su fin y la
EGL practicamente ha desaparecido.

En contraste, los precursores de las células de Purkinje comienzan a proliferar
en un estadio embrionario y dicha proliferacion cesa alrededor del dia 12 (E12). En
ese momento las células comienzan a migrar desde la zona ventricular del
neuroepitelio cerebeloso, a través del sistema de fibras gliales. Alrededor de los
dias 14-15 (E14-E15) forman contactos transientes con fibras aferentes. Las
células de Purkinje inmaduras continuan emitiendo procesos celulares, que se
ramifican para formar el arbol dendritico. Dichas ramificaciones establecen
conecciones transientes con los axones de las células grano, durante la etapa de
seleccion del blanco. Posteriormente, para que estos contactos se tornen
permanentes, es necesaria la actividad neurotransmisora, la cual conduce a la
ultima etapa denominada de seleccion del destino o estabilizacion sinaptica y
completa la diferenciacion de las células de Purkinje (Altman, J., 1985a, b, c;
Mason et al.,1984; Sotelo et al., 1984; Goodman et al., 1993).

El objetivo de este trabajo consiste en aislar e identificar uno o mas genes que
se encuentren modulados durante el desarrollo del cerebelo en raton, utilizando la
técnica de “Differential display’(Liang et al., 1992, 1993, 1995). La misma fue
desarrollada con el fin de poder identificar fragmentos de ARNm cuyos niveles
difieran, en distintas muestras analizadas, como consecuencia de la expresion
diferencial del/los gen/es correspondiente/s. La técnica, brevemente, consiste en
la sintesis de ADNc a partir de ARNm, mediante la técnica de RT PCR utilizando



®S-dATP, y posterior separacion electroforética de todas las especies obtenidas
en un gel de poliacrilamida seguida de autorradiografia. El par de primers
utilizados consistira en un oligo dT (PD1) y una secuencia de 20 nuleétidos (3R)
la cual codifica para una region proteica acidica. Esta secuencia resulta de interés
debido a que en el laboratorio, previamente, se han identificado otros genes con
regiones de este tipo que presentan modulacion durante el desarrollo del cerebelo
y se pretende identificar nuevos genes con caracteristicas similares.

En nuestro caso se utilizara el ARN total de cerebelo de ratones de cuatro
edades postnatales diferentes, P4, P7, P11 y P17; las cuales representan distintos
estadios en el desarrollo del cerebelo de estos animales. P4 corresponde a un
estadio en que las células grano estan en plena proliferacion, mientras que en P7
comienza la migracion de las mismas. Por otro lado en P11 las células grano se
encuentran en activo crecimiento axonal y comienzan a establizar las sinapsis,
que hasta el momento son transientes, con las células de Purkinje. Finalmente en

P17 la estabilizacion sinaptica entre dichas células es maxima
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FIGURA 1.- Esquema de los eventos celulares que ocurren durante el desarrollo del
cerebelo en raton.

A.- Se describen los eventos que sufren los precursores de las células grano desde la
edad embrionaria 11 (E11) hasta la edad postnatal 20 (P20).

B.- Se describen los eventos que sufren los precursores de las células de Purkinje
durante el mismo periodo que el contemplado en A.

E: edad embrionaria en dias.
P: edad postnatal en dias.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones de la cepa endocriada C57BL-6J, de 4, 7,11 y 17 dias
postnatales, provistos por el Bioterio del CENAGEM, Instituto Malbran.

Purificacion de ARN

Los animales fueron sacrificados por decapitacion e inmediatamente se les
diseco el cerebelo. Cada pool de dérganos fue homogeneizado en solucién D
( Citrato de sodio 25 mM, N-lauril sarcosine 0,5 %, Isotiocianato de Guanidinio 4M,
B-Mercaptoetanol 8 mg/ml ) en barfio de hielo, utilizando un homogeneizador Ultra-
Turrax T8 (IKA Labortechnik, Staufen, Germany). Posteriormente se procedié a la
extraccion de ARN segun el método de Chomczynski & Sacchi (Chomczynski et
al., 1987), mediante una extraccidon con fenol-cloroformo, y precipitacién con
acetato de sodio e isopropanol. El ARN obtenido fue lavado con etanol 70% tres
veces, resuspendido en H,O DEPC y mantenido a -70°C hasta el momento de su

uso.

Obtencién de ADNc, PCR y separacion de fragmentos (Differential display)

Para la sintesis de |la primera cadena de ADNc, 2ug de ARN total de cada edad,
junto con el oligo dT PD1 (5 (T)1sVA 3') en concentracion final 0.8 uM, fueron
llevados a 65°C por 10 minutos e inmediatamente puestos en hielo. A
continuacién se adicionaron los deméas componentes necesarios para la
transcripcion reversa, correspondientes al kit de Promega (Madison, WI, USA ). La
composicion final de la reaccion fue buffer RT 1x (50mM Tris-HCI pH 8,3; 75mM
KCI; 3mM MgCl;; 10 mM DTT), 25 unidades de inhibidor de ribonucleasas
(RNAsiIn®), deoxirribonucledtidos trifosfato 40uM y 200 unidades de transcriptasa
reversa del virus de leucemia murina de Moloney (M-MLV RT). La reaccién



transcurrié durante 1 hora a, 42°C, en un volumen total de 25 pl, y finalmente fue
interrumpida llevando los tubos a 100°C por 3 minutos.

La reaccion de PCR para cada edad, se llevd a cabo en un volumen final de
20 pl, conteniendo buffer PCR 1x (Tris-HCl 10mM pH=9,0; KCI 50mM; Tritdn
X-100 0,1%); MgCl, 1,5mM; dNTPs 10uM; *S-ATP 3,8 uCi; 1,2 unidades de
Tag ADN polimerasa (Promega, Madison , WI-USA); primers PD1 vy
3R (5 AGGAGGATGACGACGACGAG 3') y 2ul del producto obtenido en la
transcripcion reversa. La reaccion transcurrid en un termociclador Gene cycler
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA-USA) en las siguientes condiciones:

94°C por 5 min

94°C por 30s

42°C por 1min 40 ciclos
72°C por 30s

72°C por 5 min.

La separacién de los fragmentos de ADNc amplificados se llevé a cabo mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida 4%, desnaturaalizante, a 70w y 55°C
durante 3 horas. Posteriormente la urea del gel se lavé con agua, y se secd por
calor y vacio durante 2 horas, en un secador de geles, de manera que quedara
adherido a una hoja de papel de filtro, y se expuso a un flm XR-OMAT (Eastman-
Kodak, Rochester , NY-USA) durante 24 horas a -70°C.

Recuperacién de bandas diferenciales y reamplificacién de las mismas

Cada banda de interés se cort6 del gel adherido al papel de filtro, y se hidratd en
50ul de agua destilada estéril, durante 10 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion se llevaron las muestras a 100°C durante 10 minutos para eluir el
ADNc y luego se precipitaron en presencia de acetato de sodio 3,0 M pH 5,2 e
isopropanol. Dado que las muestras podrian estar muy diluidas, se utilizd
glucégeno para facilitar la precipitacion del ADNc. Los precipitados se lavaron con
etanol 70% y finalmente se resuspendieron en agua milliQ estéril.



Los fragmentos purificados fueron amplificados utilizando las mismas
condiciones de PCR que se emplearon para el differential display.

Posteriormente los ADNcs reamplificados se corrieron en un gel de agarosa
1,8 %, los fragmentos se cortaron del gel y se purificaron utilizando el kit Gene
Clean (Bio 101 Inc., Vista, CA-USA).

Clonado y secuenciacion de los fragmentos

Los fragmentos de ADNc purificados fueron ligados con el vector pGEM®-T
Easy Vector System (Promega, Madison, WI-USA), y utilizados para transformar
E.coli Nova Blue (Novagen, Madison, WI-USA) competentes. Estas Ultimas se
obtuvieron de acuerdo al protocolo siguiente, a partir de una placa de LB/Tc se
picé una colonia de E.coli Nova Blue, se inoculé en LB/Tc (50ug/ml) liquido y se
incubé O.N. a 37°C. A partir de este cultivo liquido se inicié uno nuevo, en LB/Tc,
hasta obtener una D.0.g0=0,4-0,6; el mismo se centrifugd, y el pellet de bacterias
se resuspendié en CaCl, 50mM y se mantuvo a 4°C por 10 min. Luego se
centrifugd y el pellet se resuspendié nuevamente en CaCl, 50mM, se adicioné
glicerol hasta obtener una concentracion igual a 16% v/v y se guardaron alicuotas
a -70°C hasta el momento de su uso.

La transformacion se llevé a cabo sometiendo a 50 ul de suspension de
bacterias competentes y 10ul de reaccidon de ligacibn a shock térmico,
transfiriendo la mezcla de 0°C a 42°C, manteniendo a esta temperatura por 90
seq, y llevando nuevamente a 0°C. Posteriormente se adicionaron 200 ul de LB,
se incubd a 37°C durante 1 hora, se plaqued en LB agar / Tc (50ug/ml) /Amp
(60pg/mi) / X-gal (80ug/ml) / IPTG (80 pg/ml) y se incubd a 37°C O.N.

Se seleccionaron colonias blancas al azar de las diferentes placas
correspondientes a las transformaciones con los diferentes insertos, y se procedio
a la purificacion del plasmido,en cada caso, utilizando el kit Wizard Plus SV
Miniprep DNA Purification System (Promega Corp., Madison, WI-USA).

La secuenciacion de los fragmentos de ADNc se llevd a cabo utilizando un
secuenciador automatico ALFexpress (Pharmacia Biotech, Upsala, Sweden)



propiedad del Instituto. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con el banco
de datos de genes Genbank (servicio de red NCBI, programa BLAST).

Northern Blots

La obtenciéon de las sondas se llevd a cabo por digestion con Eco RI
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) de los plasmidos purificados previamente,
seguido de separacion electroforética en un gel de agarosa 1%. Junto con las
muestras se corrié un marcador de peso molecular para verificar que el tamano
fuera el adecuado. Los fragmentos fueron purificados utilizando el kit Gene Clean,
y posteriormente fueron marcados con [a™?P] dCTP (NEN, Boston, MA, USA)
utilizando el kit Prime-a-Gene Labelling System (Promega Corp, Madison, WI-
USA). Finalmente la sonda marcada fue purificada utilizando una columna de
Sephadex G-50.

Por otro lado, 30pg de ARN total de cada edad fueron corridos en un gel de
agarosa 1% conteniendo formaldehido 2,2 M y transferidos a una membrana de
nylon Zeta Probe GT (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA-USA) durante toda la
noche. A continuacién el ARN se fij6 a la membrana por irradiacién con luz UV,
durante 2 minutos, y luego esta fue colocada en solucién de azul de metileno
( acetato de sodio 6,66% p/v, acido acético glacial 0,01% v/v, azul de metileno
0,04 mg/ml) para tefir los ARNs ribosomales, los cuales se utilizaron
posteriormente para normalizar los niveles de carga de ARNm presentes en la
membrana a cada edad.

Para llevar a cabo el northern blot, cada membrana se prehibridizé con buffer
fosfato 0,5 M; BSA 1%(p/v); EDTA dibésico 1TmM y SDS 7% (p/v), a 65°C, durante
2 horas. La hibridizacién se llevé a cabo durante toda la noche a 65°C en la misma
solucion de prehibridizacion a la cual se adicionaron 3000 Ci/mmol de sonda
marcada con con [¢>?P] dCTP. A continuacién la membrana fue lavada dos veces
a temperatura gmbiente durante 5 minutos y una vez a 65°C durante 15 minutos
con buffer fosfato 0,04M ; EDTA dibasico 1mM y SDS 1% (p/v) y finalmente
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expuesta a una pelicula XR-OMAT (Eastman-Kodak, Rochester , NY-USA)
durante 24 haras a -70°C.
Para cada fragmento aislado del display diferencial, se realizaron Northern blots

por duplicado. La cuantificacion de los niveles de ARNm se llevé a cabo utilizando
el programa IMAGE-b1 (SCION Corp.)



RESULTADOS

Differential display

11

La figura 2 muestra la electroforesis en gel de poliacrilamida de los productos de

las reacciones de transcripcion reversa y PCR (differential display). Se puede

observar que aparecen numerosas bandas diferenciales, con distintos patrones, a

lo largo del gel. Tres de dichos fragmentos fueron seleccionados al azar para su

posterior andlisis y se las denominé BJ3, BJ5 y BJ7, tal como se indica en la

figura.

P4 P7 P11 P17

. e S s
i WD g et

BJ3 —»

BJ7T —b | v o

FIGURA 2

Differential display. En la
figura se indican las edades
postnatales de los ratones a
los cuales se les diseco el
cerebelo del cual se extrajo
el ARNtotal.

Con flechas estan
senaladas las bandas
elegidas para continuar el
trabajo, BJ3; BJ5 y BJ7.
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BJ3 presenta una sefial maxima, en el differential display, a los 7 dias
postnatales, mientras que BJ5 tiene un maximo a los 4 dias, y BJ 7 presenta su
maxima senal a los 7 dias.

Los fragmentos elegidos fueron eluidos del gel y reamplificados, y sus tamarnos
aproximados se estimaron en funcion de un marcador de peso molecular que se
sometid a electroforesis en gel de agarosa conjuntamente con los fragmentos de
ADNCc. Los resultados indican que BJ3 tiene un tamaro aproximado de 500-600 pb
(pares de bases), BJS tiene aproximadamente 300-400 pb y BJ7 ronda los 200-
300 pb.

Secuenciacion de los fragmentos

En los tres casos fue posible obtener clones positivos, y por lo tanto purificar los
plasmidos correspondientes, los cuales fueron utilizados para llevar a cabo la
secuenciacion de los fragmentos.

Los plasmidos fueron sometidos a digestion con la enzima Eco Rl y corridos en
un gel de agarosa junto con un marcador de pesos moleculares. Este tratamiento
se llevé a cabo con el fin de confirmar que los insertos estuvieran presentes en los
mismos. La digestién también permitié verificar que los tamafios de tales insertos
coincidieran con los observados previamente en la electroforesis en gel de
agarosa de los fragmentos levantados del differential display, reamplificados y
purificados. (fig 3).

Los resultados presentados en la figura 3, indican que efectivamente los
tamanos respectivos de los insertos presentes en los tres diferentes plasmidos,
coinciden con los esperados.

Una vez confirmada la presencia de los insertos, se procedio a la secuenciacion
de dichos fragmentos, utilizando como primers secuencias flanqueantes a la
region de clonado de los mismos, denominadas T7 y SP6.

En los tres casos se obtuvieron las secuencias respectivas de ambas cadenas, y
estas se compararon con el fin de confirmar la composicién de las mismas.
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FIGURA 3.-

Digestion de los plasmidos purificados a partir de clones positivos para la
transformacion para cada uno de los insertos. En la figura estan indicados los
diferentes fragmentos, asi como los tamarios relativos de los diferentes
fragmentos del marcador de peso molecular.

Plasmido BJ3 Plasmido BJ5 Plasmido BJ7
Digestion - + - + - +

Plasmido circular
covalentemente cerrado

1| «—— Plasmido lineal

Plasmido circular abierto

600 bp BJ3
500 bp g

BJS
400bp— p o
300 bp—"" " N BJ7
200 bp

La secuencia obtenida para el fragmento BJ3, presenté un 100% de homologia
con el RNAm del isotipo a de la subunidad catalitica de la protein fosfatasa 2A
(PP2A) de M. musculus (Goetz J. M. & Kues W.), y un tamario de 547 pb, que

coincide con el observado previamente para este fragmento (fig 4).
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FIGURA 4.-.

Secuencia nucleotidica de BJ3. La secuencia del primer estd marcada en ambos
extremos, en color.

1 ORI EAREAE TGACATGTGGCTCGCCTCTACGAGGTGC
49 TGGGTCAAACTGCAAGAAAGAATACTTAAGAGTGTCGTCAAGTTCCATGA

99 TTGCAGCTTGGTTACCACAACGATAGCAATAGTTTGGAGCACTGAAAATT
149 GTTACTACGTTCCGGTCATGGCACCAGTTATATCCCTCCATCACCAGCTG
199 GTGAGCTCTGGACACCAACGTGAGGCCATTGGCATGATTAAATGTCTCA
249 GAAATATCTTGGGCAAAGGTATAACCAGCTCCCCGAGGAGATATCCCCC
297 AGCCACCACGGTCATCTGGATCTGACCACAGCAAGTCACACATTTGGCC
346 CTCATGAGGAACTTTCTGTAGGCGATCGAGTGCTCGGATGTGATCCAGT
395 GTGTCTATTGGATTGTGACAGAACACCGTGTTAGACAGGAGGTCTGGCC
444 ATTCACCAAGGCAGTGAGAGGTAGATAGTCAAAAAGGGCTGTGAAGGAT
493 TTTCAAACATTTGCATTTCCGGATTTTCTTAAACARICEICGEOEIoAIoE

544 (GG

En la figura 4 se puede observar que el fragmento BJ3 contiene en ambos
extremos el primer 3R, es decir que la amplificacién del mismo se realiz6 a partir
de este uUnico primer, mientras que el oligo dT (PD1) no estuvo involucrado en la
misma.

En el caso de BJ5, el fragmento de 348 pb, mostré un 65% de homologia con el
RNAm de calsecuestrina de musculo esquelético de R. esculenta (Treves et al,
1992). Sin embargo la secuencia proteica deducida de la region de ADNc que
comprende desde el nucleétido 270 al 127 (correspondiente al marco de lectura —3
con respecto a la orientacién de la secuencia en el vector de secuenciacion),
present6 81 % de similitud con la proteina mencionada. (Fig. 5).

En la secuencia que se presenta en la figura 5, se puede observar que solo en

uno de los extremos del fragmento aparece alguno de los primers (3R) utilizados



para |la amplificacién. Esto puede deberse a que la enzima Taqg polimerasa se
haya disociado del templado antes de llegar al extremo 5 del mismo y haya
continuado con una amplificacion lineal (un solo primer).

FIGURA 5.-

A.- Secuencia nucleotidica de BJ5. Se muestra también la secuencia proteica
deducida del ADNc (fucsia), que presenta 81% de similitud con la calsecuestrina
de musculo esquelético de R. Esculenta. En azul aparece el residuo de &cido
aspartico mas cercano al extremo carboxiterminal y en rojo el mas cercano al
aminoterminal, segun la secuencia de la calsecuestrina. La secuencia del primer
aparece en color. B.- Comparacion de la secuencia proteica deducida del ADNc
de BJS (rojo) y la secuencia proteica de la calsecuestrina (azul). En negro
aparecen los aminoacidos idénticos y los positivos (+) (es decir aqguellos
aminoacidos diferentes, pero estructural y quimicamente similares, de manera que
su presencia no introduce cambios esenciales en |a proteina)

1 ATAAGTCTGTGAGTCTAACCCTGGTTGTTGTTGTCATTGTCGACATCAAC
51 GTTGTCACTGTTGACAACATCGTTGTCATCATTGTCGACACTGAGGTTGT
101 CGACTTTGGCTCGGACTTTGTCGACATCATCGTCATCATTGTCGTCAACA
D D DD N D DV
1561 TCATCTTCGTCATCGTTGTCGACGTCATCATCGTCATCGTCGTTGTCATC
D DE DDNDV D DT DD D D NDD
201 ATCGTAATTGTCAATATCGTCATTGTCGTCAACATTGGCAATGTCGTCATC
D YNDI DDNWDUDVNA A1 D DD
252 ATCGTAGTTGTTGACATCATCGTAACTGTCAACTTCTTCATCGTAGTTGTA
D Y N NV D

301 ATAGTAATTCTCATAGTAGGTGTAGGTCEIGEICEICEICAIceIen:
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BJ5

270 127
DVNNYDDDDIANVDDNDDIDNYDDDNDDDDDDVDNDDEDD V DDN DDDD
+VN DDDD + DD+DD D+ DDD+DDDDDD D+DD+DD DD+ DDDD

EVNTEDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD
372 419

Calsecuestrina de Rana esculenta

Identidades = 31aminoacidos/48 aminoacidos (64%),
Positivos = 39 aminoacidos/48 aminoacidos (81%)

Finalmente, el fragmento BJ7 presenté 96% de homologia con un factor
poscoito de 5 dias de M.musculus (Marra et al), y un tamario de 264 pb (fig. 6). En
este caso la amplificacion fue también 3R-3R.

FIGURA 6.-

Secuencia nucleotidica de BJ7. La secuencia del primer esta marcada en ambos
extremos, en color.

1 HECACEAICACEACEAREBABGAGGAGGAAGAGGAAGAATACCATGAGG
49  AAGAAGAGGAGGAAGATGATGATAGGCCCCCCAAGAAACCACGCCATG
97 GGGGCTTCATTTTAGATGAGGCTGATGTAGATGATGAATATGAAGATGAA
147 GACCAGTGGGAAGATGGAGCTGAAGATATCCTGGAGAAAGAAGAGATTG
196 AAGCCTCCAATATTGATAACGTTGTTGCTGGATGAAGACCGCTTCGGGG

245 CTCGTCGTCGTCATCCTCCT

Northern blots

Los fragmentos que aparecen en la figura 3, se purificaron y marcaron con

[a*?P] CTP para obtener las diferentes sondas necesarias para este ensayo. El
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mismo es necesario para confirmar el patron diferencial obtenido en el differential

display, dado que dicho patrén puede ser un artefacto de la técnica.

La figura 7 muestra los resultados obtenidos con el Northern blot de BJ3. Dicho

fragmento hibridizé con tres especies de ARN de diferente peso molecular. La

banda de menor peso molecular, coincide con el tamafno esperado para el ARNm

de la subunidad catalitica o de la PP2A, mientras que el tamafio de las otras dos

bandas no coincide con el de ninguna subunidad conocida para PP2A. La
cuantificacion realizada normalizando en funcién al ARN ribosomal 18 S, tefido

con azul de metileno (fig 7A ), muestra que existe un pico a los 7 dias, en los

niveles del mensajero de PP2A (fig 7C).

A
18S —»
B
P4 P7 P11P17
51Kb —»
29Kb —p»
16Kb —»
C
45 Frspmemm
8 3.5 S
E - e
3254
['d
8 24
% 15'
g 11
0.5-_._:_.
0 g T T T

P4 P7 P11 P17

FIGURA 7.-

A-. ARN ribosomal 18 S,
correspondiente al ARN
sembrado para realizar el
Northem blot para BJ3.

B-. Northern blot para BJ3.
En la figura se indican los
pesos moleculares de las
tres especies que
hibridizaron con la sonda y
la edad de los ratones, en
dias postnatales, a partir de
cuyos cerebelos se purificd
el ARN total.

C-. Cuantificacion de los
niveles del ARNm de 16
Kb obtenidos en el northern
blot, normalizado con los
ARNSs ribosomales 18 S.
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La figura 8 muestra los resultados obtenidos en el Northern blot de BJ5. Este
fragmento hibridizé con dos especies de RNA, de 3.0 y 1.0 Kb de tamafio (fig 8B),

y claramente se observa un marcado descenso en los niveles de ambas especies.

Ambos son maximos a los 4 dias postnatales (P4), comienzan a disminuir a los 7

dias y alcanzan valores muy bajos a los 17 dias postnatales. En la figura 8C se

presenta la cuantificacion de los niveles de ambos

funcién al ARN ribosomal 18S.

A
B
3Kb —»
1kb —»
C

VALORES RELATIVOS

P4 P7 P11 PIT

P4

P7 P11
EDAD POSTNATAL

P17

ARNm normalizados en

FIGURA 8.-

A.- ARN ribosomal 18 S,
correspondiente al ARN
utilizado para realizar el
Northem blot para BJ5.

B-. Northern blot para BJ5.
En la figura se indican los
pesos moleculares de las
dos especies que
hibridizaron con la sonda y
la edad de los ratones, en
dias postnatales, a partir de
cuyos cerebelos se purifico
el ARN total.

C-. Cuantificacion de los
niveles de ARNm obtenidos
en el northern  blot,
normalizado en funcioén a los
ARNs ribosomales 18 S. Se
muestran los promedios de
ambos mensajeros
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En el caso del fragmento denominado BJ7, el Northern blot no reprodujo el patrén

observado en el Differential display (los datos no se muestran), por lo cual se

decidi6é no continuar, por el momento, el estudio del mismo.

Dados los resultados tan interesantes obtenidos con BJ5, este fragmento se

utilizé también como sonda en un Northern blot para ARN de diferentes tejidos
(fig. 9)

Higado

Intestino
Estémago
Corazén
Corteza cerebral
Cerebelo P4
Cerebelo P7

Bazo
Rifién

3 Kb

1 Kb

VALORES RELATIVOS

FIGURA 9.-

A.- ARN ribosomal 18 S,
correspondiente al  ARN,
extraido de los o6rganos o]
tejidos indicados en la figura,
9B, utilizado para realizar el
Northem blot de BJ5.

B-. Northern blot para BJ5. En
la figura se indican los pesos
moleculares de las dos
especies que hibridizaron con
la sonda y la fuente del ARN.
En todos los casos, excepto
en cerebelo P7, se extrajo el
ARN de ratones de 4 dias
postnatales.

C-. Cuantificacion de los
niveles de ARNm obtenidos en
el northern blot, normalizado
en funcion a los ARNs
ribosomales 18 S. Se
muestran los promedios de
ambos mensajeros
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Como se observa en la figura 9, ambos mensajeros estan presentes de manera
abundante tanto en cerebelo como en bazo, mientras que apenas se detecta en
higado, corazén, estdmago, rifion, intestino y corteza cerebral. Por otro lado
nuevamente se confirma que la expresion en cerebelo es mayor a los 4 dias, ya
gue en el ensayo se utilizo ARN total de cerebelo de 4 y 7 dias, y se vuelve a
observar el descenso en los niveles de ambos ARNms.

Este ensayo no se realizé para BJ3, debido a que se decidid centrar el estudio
en BJS dada la marcada modulacién de ambos mensajeros que hibridizan con
este fragmento, presentes durante el desarrollo del cerebelo.
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DISCUSION

Los estudios realizados permitieron aislar dos fragmentos que corresponden a
ARNms modulados durante el periodo de sinaptogénesis.

Uno de los fragmentos, llamado BJ3, corresponde a una region del ARNm de la
subunidad catalitica o de la protein fosfatasa 2A. Este hibridizé en el Northern blot
con tres especies de ARNms de diferente peso molecular, que siguen el mismo
patron. Una de ellas, de 1,6 Kb coincide con el tamafio esperado para el ARNm de
la subunidad catalitica de PP2A. Las otras dos especies , de 2,9 y 5,1 Kb, podrian
pertenecer a alguna/s fosfatasa/s que aun no esté/n descriptals, y que comparte
con PP2A la regién que corresponde a la secuencia del fragmento BJ3.

Se sabe que PP2A, entre otras funciones, defosforila a la proteina Tau. Cuando
esto sucede Tau se asocia a los microtubulos y los estabiliza, estabilizando por lo
tanto los axones en crecimiento (Sontag E. et al, 1996; Merrick S.E. et al, 1997).
Como se observo en el differential display, y se confirmé por Northern blots, el
ARNm de BJ3 presenta un pico en sus niveles en P7. Por ofro lado, es
aproximadamente en esta edad cuando las células grano emiten un proceso
descendente que dirige la migracion del cuerpo celular a través de la capa
molecular. En base a estos datos, a priori, se podria pensar que la PP2A jugaria
algun rol en la migracion de las células grano, a través de su interaccion con Tau y
la consecuente estabilizacion de los microtubulos.

Sin embargo, la PP2A es un complejo formado por tres subunidades, una con
funcion catalitica, otra estructural y una subunidad con funcién regulatoria. Esta
ultima regula la actividad y la especificidad de la holoenzima (Nagase T. et al,
1997; Turowski P. et al , 1997). Por lo tanto resulta imprescindible conocer como
es la expresion de la subunidad regulatoria, durante el desarrollo del cerebelo,
para poder asignar un rol especifico durante este periodo a la PP2A. De la misma
manera, seria necesario determinar si el patron observado para los niveles de
ARNm de la subunidad catalitica, son acompanados por el patrén en los niveles
de proteina.
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Ademas, esta enzima esta involucrada en numerosos procesos celulares, tales
como replicaciéon del ADN, ciclo celular, transcripcién y traduccion, los cuales son
muy generales y esenciales para el funcionamiento celular. Por lo tanto, las
variaciones en los niveles de ARNm de esta proteina, observadas durante el
periodo en estudio, podrian responder a la necesidad del matenimiento de la
integridad celular.

El segundo fragmento, BJ5 de 348 pb, presentdé una sefial maxima en el
differential display a los 4 dias postnatales, lo cual fue confirmado por Northern
blots.

Una regidn de 143 pb de las 348 de longitud total del fragmento, presenté 64%
de homologia con el mensajero de una calsecuestrina de musculo esquelético de
Rana esculenta. Por ofro lado, la secuencia proteica deducida del ADNc
correspondiente a esta regién presentd 81% de similitud con la calsecuestrina.
Esta proteina presenta en su extremo carboxiterminal una region de 44 residuos
de &cido aspartico, que le otorga a la misma una alta capacidad de unién a Ca*".
Es precisamente con esta regién con la cual la secuencia proteica deducida del
ADNc de BJ5 presenta homologia. Sin embargo dado que solo 143 de las 348 pb
de BJS pertenecen a la region mencionada, este fragmento dudosamente
pertenezca al ARNm de una calsecuestrina del tipo presente en el musculo
esquelético de R.esculenta. De todos modos, dado que la secuencia proteica
deducida del ADNc de BJ5 codifica para una regién rica en residuos acidicos,
dicho fragmento podria pertenecer al ARNm de una proteina que se una a Ca?*,
pero diferente de calsecuestrina o proteinas similares a ella.

Por otro lado, cuando se utilizé a BJ5S como sonda en  un Northern blot
realizado con ARN de diferentes tejidos, se observo que en P4, los niveles de
ambos mensajeros estan elevados tanto en bazo como en cerebelo, y
practicamente no se detectan en los demas tejidos analizados. En base a estos
datos y sumado a que en ambos tejidos hay células en plena en proliferacion a
esa edad, podriamos especular que BJ5 representa un fragmento de ARNm de un

nuevo gen que codifica para una proteina involucrada en la proliferacién celular.
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En el caso del cerebelo, los niveles de ambas especies de ARNms
corresponden temporalmente a la proliferacion de las células grano. Ademas, en
resultados preliminares de RT-PCR in situ, fue posible identificar a BJ5 en células
grano solamente (los datos no se muestran). Sin embargo, estos resultados no
son concluyentes y es necesario repetirlos para poder afirmar la ubicacion celular
de este ARNm. Dado que los resultados obtenidos son sumamente interesantes,
es nuestro interés continuar con el estudio de BJ5 con el fin de poder determinar
su funcioén.
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