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Resumen.

El origen y funcionamiento de la sinapsis estdn regulados por interacciones
entre moléculas de adhesion pre y postsinapticas (SAMs). La glia regula la
sinapsis al secretar factores que interactian con las SAMs. Hevin es una
proteina secretada por los astrocitos y las mutaciones en su gen se asocian
con el desarrollo de autismo y esquizofrenia. Hevin estabiliza la sinapsis al
actuar como puente molecular entre dos importantes SAMs: neurexina 1a
(Nrx1a) y neuroligina 1B. Conocer si Hevin interactda con otras SAMs fue la
interrogante que se propuso responder en el presente trabajo. En primer lugar,
se disefid una estrategia experimental para obtener la proteina Hevin
recombinante fusionada con etiquetas que permitirian identificarla y/o
purificarla: Hevin-IgG que contiene la fraccién constante de la IgG humana,
Hevin-EGFP que contiene la proteina fluorescente verde y Hevin-HA que
contiene la bandera de hemaglutinina. De estas estrategias, solo Hevin-HA
pudo producir un nivel de expresion adecuado, una vez transfectada en células
HEK293. Ademas, se detectd en una forma completa en los lisados celulares,
mientras que en la fraccion secretada se encontré mayoritariamente una forma
cortada. Sin embargo, no se detectd la union entre la fraccion secretada de
Hevin-HA y las neurexinas en ensayos de marcaje de superficie celular por
inmunofluorescencia. Por otro lado, se realizé la deteccién de Hevin-HA en
células HEK293T, las cuales secretan en mas cantidad la proteina completa,
utilizando un ensayo de tipo ELISA. Al coexpresar Hevin-HA con varias SAMs,
se logro detectar un aumento de la sefial de Hevin-HA en la membrana celular
cuando estaba presente Nrx13-SS4 (nrx 1 beta sin el sitio de splicing 4) y en
contraste, una disminucion de esta sefial con la expresion de Nrx1a-SS4 o
latrofilina 1. Estos datos sugieren que la interaccion de Hevin con las SAMs es
mas compleja que lo anticipado, lo que aumenta el interés de identificar

ligandos adicionales, con el fin de describir su funcion celular y molecular.

Vil
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Abstract.

The origin and functioning of the synapse are regulated by interactions
between pre and post-synaptic adhesion molecules (SAMs). The glia regulates
the synapse by secreting factors that interact with the SAMs. Hevin is a protein
secreted by astrocytes and mutations in its gene are associated with the
development of autism and schizophrenia. Hevin stabilizes the synapse by
acting as a molecular bridge between two important SAMs: neurexin 1a
(Nrx1a) and neuroligin 1B. Knowing if Hevin interacts with other SAMs was the
guestion that we tried to answer in the present work. First, an experimental
strategy was designed to obtain recombinant Hevin fused with labels that would
allow us to identify and / or purify it: Hevin-IgG contains the constant fraction of
human IgG, Hevin-EGFP contains the green fluorescent protein and Hevin -HA
that contains the hemagglutinin tag. Of these strategies, only Hevin-HA was
able to produce an adequate level of expression, once transfected into HEK293
cells. In addition, Hevin was detected in a complete form in cell lysates, while
in the secreted fraction, a cut form was found mostly. However, the binding
between the secreted fraction of Hevin-HA and the neurexins was not detected
in cell surface labeling assays by immunofluorescence. On the other hand,
Hevin-HA detection was carried out on HEK293T cells, which secrete more of
the complete protein, using an ELISA-type assay. By co-expressing Hevin-HA
with several SAMs, an increase in the Hevin-HA signal in the cell membrane
was detected when Nrx1B-SS4 (nrx 1 beta without the splicing site 4) was
present and, in contrast, a decrease in this signal, with the expression of Nrx1a-
SS4 or latrophilin 1. These data suggest that the interaction of Hevin with SAMs
is more complex than anticipated, which increases the interest of identifying

additional ligands, in order to describe Hevin’s cellular and molecular function.
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1. Antecedentes

1.1 La sinapsis.

El cerebro esta constituido por una amplia red neuronal cuya base estructural
y funcional es la sinapsis. Esta se puede definir como una adhesion celular
asimétrica, que se localiza en dominios membranales especificos de las
neuronas [1].

La sinapsis puede clasificarse como eléctrica o quimica, de acuerdo a sus
caracteristicas. En la sinapsis eléctrica, los iones fluyen de una neurona a la
otra; mientras que en la sinapsis quimica la neurona presinaptica libera una
molécula conocida como neurotransmisor, cuyo receptor se encuentra en la
neurona postsinaptica. La llegada de los iones o el neurotransmisor a la
neurona postsinaptica generara un efecto excitatorio o inhibitorio en la misma,
que a la larga se traducird en una respuesta a nivel sistémico [2]. La mayoria
de las sinapsis en el Sistema Nervioso Central (SNC) son quimicas [1].

1.2. Moléculas de adhesién en la sinapsis quimica

La conformacion y funcionamiento de la sinapsis estan determinados por un
sinnimero de proteinas, entre ellas las mediadoras de la adhesion celular
(Figura 1).

Las proteinas de adhesion sindptica (SAM, del inglés synaptic adhesion
molecules) abarcan varias familias de proteinas y se caracterizan, muchas de
ellas, por poseer en su regién extracelular dominios de inmunoglobulina,
fibronectina, cadherina, repetidos de leucina, entre otros. Mediante estos
dominios, las SAMs forman interacciones con proteinas de su propia familia 'y
de otras. De esta manera forman puentes entre las neuronas, lo que permite
el alineamiento de las maquinarias pre y postsinaptica. Ademas de ser un
componente estructural, las SAMs interactian con canales idnicos o factores

secretados en la hendidura sinaptica. En sus colas citoplasmaticas, son
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capaces de reclutar proteinas y activar diferentes vias de sefializacion, lo cual
las convierte en elementos regulatorios de la formacién, maduracion,

estabilizacion y eliminacion de la sinapsis [3].

Excitatory

P Pd EphnnB PTPS
Syq(_:AM
SYG-1
SYG-2
EphB NMDAR
NGL3
IL-1RAcp
PSD-95
Farp1

Figura 1. Representacion de una sinapsis excitatoria, donde las moléculas de
adhesion sinaptica permiten la interaccion de las neuronas pre y postsinapticas.
Fuente: “Cellular and molecular mechanisms underlying presynapse formation”, Chia
et al., 2013.

1.2.1. Neurexinas.

La neurexina (Nrxn) es una proteina de adhesion generalmente presinaptica
qgue se localiza principalmente en el SNC. Esta codificada por 3 genes en
humanos: NRXN 1-3, cada uno codifica dos transcritos: a 'y 8 [4].

La isoforma a contiene seis dominios LNS (del inglés laminin/neurexin/sex-
hormone-binding globulin domains) alternados con repetidos similares a EGF
[5]. Le siguen un sitio de O-glicosilacion, un loop de cisteina, la region
transmembranal y una regién carboxilo citoplasmatica de unos 55-56 residuos,
gue contiene un motivo de union a PDZ [5]. La isoforma B se origina de un
promotor interno del gen, por lo que es una forma truncada de la neurexina a

gue solo contiene el dominio LNS6. Existe una tercera isoforma, que se
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transcribe del gen NRXN 1, que solo contiene el loop de cisteina como dominio
extracelular [5].

La diversidad de las Nrxs se incrementa con la existencia de seis sitios de
splicing alternativo en su secuencia de ADN, lo que permite que puedan
interactuar con una amplia variedad de moléculas postsinapticas:

neurexofilinas, cerebelinas, receptores de GABA-A, latrofilinas y neuroliginas

[3]

1.2.2. Neuroliginas.

Las neuroliginas (NLs) son proteinas postsinapticas, codificadas por cinco
genes en humanos [6]. Se caracterizan por tener un dominio extracelular
similar a colinesterasa, un solo paso transmembranal y un carboxilo terminal
con motivo de unién a dominios PDZ. Al igual que las neurexinas, presentan
sitios de splicing alternativo, denominados A y B, los cuales determinan su
especificidad de interaccidon con las neurexinas [6], ya que no todas isoformas
de neuroliginas interactian con todas las isoformas de neurexina.

De manera general las Nrxs a tienen baja afinidad por las NLs, especialmente
por las neuroliginas que contienen un inserto en su sitio B [7]. Curiosamente,
estas son las isoformas de ambas proteinas con mayor abundancia en el

cerebro [8].

1.2.3. Interaccion neurexina-neuroligina.

La existencia de tantas isoformas y su expresion diferencial en el cerebro,
genera una amplia diversidad de interacciones neurexina-neuroligina, por lo
que se propone gque estas sean determinantes para la especificidad y
desarrollo de la sinapsis [4-6,9].

Se propone que inicialmente exista un contacto entre los dominios
extracelulares de los pares correspondientes de neurexinas y neuroliginas.

Posteriormente entran en accion los dominios de union a PDZ, que se
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encuentran en el lado citoplasmatico de ambas proteinas. La neurexina
recluta a dos proteinas de andamiaje: la cinasa CASK (del inglés
calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase) y a MINT (proteina
interactuante con Munc 18). Las sefiales generadas a partir de la union de
estas proteinas devienen en la exocitosis de las vesiculas sinpticas y
cambios en el citoesqueleto de actina. Por su parte, la neuroligina recluta a la
proteina PSD-95, que interactla con otras proteinas postsinapticas. Los
“‘complejos” PSD-95-neuroligina, constituyen ademas, “puntos calientes”

hacia los que se recluta la maquinaria presinaptica [4].

1.2.4. Latrofilinas.

Las latrofilinas (ADGRL1/ Lphn) son receptores de adhesion acoplados a
proteina G (aGPCR, del inglés adhesion G protein coupled receptor). Poseen
las mismas caracteristicas generales de otras familias de GPCRs: siete pasos
transmembranales y un dominio carboxilo citoplasmético que interactia con
la proteina G heterotrimérica. Sin embargo, en los GPCRs de adhesion, el
dominio amino terminal extracelular es mas largo y contiene dominios
involucrados en la adhesion célula-célula [10]. Estos receptores también estan
involucrados en la formacion de sinapsis y son una de las proteinas capaces
de interactuar con neurexina.

Existen tres latrofilinas en esta subfamilia de aGPCRs (Lphn 1-3), que
comparten la misma estructura general. La region amino terminal esta
compuesta por: el dominio similar a lectina, un dominio similar a olfactomedina,
la region rica en serina/treonina, el dominio de unién a hormona y el dominio
GAIN. En la regién carboxilo, se encuentra un motivo de unién a PDZ, que al
igual que en el caso de neurexinas y neuroliginas, permite la interaccion con
proteinas de andamiaje [11,12].

En el dominio GAIN encontramos el dominio de autoprotedlisis GPS, un sitio

distintivo de los GPCRs de adhesiéon. En el sitio GPS ocurre el corte de la
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proteina para generar dos fragmentos: amino y carboxilo, que permanecen
unidos por interacciones no covalentes [10].

Se ha descrito que Lphn 1 interactia con la familia de las neurexinas,
principalmente a través de la interaccion entre su dominio de olfactomedina y
el repetido LNS6 de la neurexina. No se ha reportado interaccién con las
neurexinas por parte de las latrofilinas 2 y 3 [12].

Al igual que otros GPCRs, las latrofilinas son reguladores tempranos del
desarrollo del sistema nervioso [10] por lo que no es sorprendente que estén
relacionadas con enfermedades neuroldgicas. Mutaciones en el gen de
ADGRL3 (Lphn3), se asocian con el Trastorno por déficit de atencién con
hiperactividad, un desorden comun del comportamiento que afecta entre un 8

y 12 % de los nifios a nivel mundial [13].

1.2.5. Teneurinas.

Las teneurinas (Ten) son un conjunto de proteinas transmembranales de tipo
II, lo que implica que tienen un solo segmento transmembranal y que su
extremo carboxilo queda expuesto al medio extracelular. Existen 4 teneurinas
en humanos y aunque presentan algunas diferencias, contienen varios
dominios extracelulares en comun, mediante los cuales se piensa que media
su adhesion [14]. Entre estos dominios estan los repetidos similares a EGF, el
dominio Tox-GHH, el dominio NHL, el dominio similar a carboxipeptidasa
(ausente en Ten 1) y el dominio de fosfotriesterasa. También se encuentran
los repetidos YD y RHS, estando ausente este ultimo en la Ten-1. La Ten-3,
posee ademas un dominio de tipo WD-40 [15].

Las teneurinas forman dimeros entre si, pero también interactian de manera
heterofilica con las latrofilinas a través de su dominio Tox-GHH [15]. Las Ten-
2y 4 se unen a Lphnl, mientras que las Ten-1y 3 interactian con Lphn3. Las
funciones de las teneurinas en el sistema nervioso incluyen: crecimiento de las
neuritas, adhesion celular, regulacion de la morfologia dendritica y la
formacion de sinapsis [12].
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1.2.6. Proteina transmembranal similar a fibronectina que contiene
dominios ricos en leucina.

Las proteinas transmembranales ricas en leucina con dominio similar a
fibronectina (FLRT, del inglés fibronectin-like domain-containing leucine-rich
transmembrane protein) son proteinas de membrana. Estan codificadas por 3
genes en vertebrados, que expresan 3 proteinas: FLRT1, FLRT2 y FLRT3. Se
ha descrito la funcion de FLRT3 en la formacidén de sinapsis, mediante su

interaccion con las latrofilinas 1y 3 [12].

1.2.7. Receptores inhibidores angiogénicos especificos del cerebro.

Los inhibidores angiogénicos especificos del cerebro (BAI, del inglés brain-
specific angiogenesis inhibitors) son aGPCRs. Como su nombre lo indica, son
inhibidores de la angiogénesis, aunque también se han asociado con la
fagocitosis de células apoptéticas. Contienen, en su amino terminal, multiples
dominios de tipo trombospodina, los cuales podrian estar involucrados en la
funcién sinaptogénica que se les confiere a estos receptores. [16].
Especificamente BAI3, colocaliza con el marcador post-sinaptico PSD95 en
las sinapsis excitatorias y se ha demostrado que regula la conectividad
sinaptica en el cerebelo de ratones [17]. También se plantea que los BAI
regulan la morfologia y cantidad de espinas dendriticas, las cuales reciben el
impulso nervioso de los axones presindpticos. La pérdida de espinas
dendriticas es una caracteristica importante de la enfermedad de Parkinson.
Por otra parte, polimorfismos de un solo nucleétido o cambios en el nUmero de

copias del gen BAI3 se ha encontrado en pacientes con esquizofrenia [16].

1.2.8. Receptores Eph y efrinas.

Las proteinas Eph, son receptores con actividad tirosina cinasa que regulan
las espinas dendriticas, asi como el trafico y plasticidad de los receptores para
glutamato: AMPA y NMDA [18].
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Los receptores Eph poseen en su estructura: un dominio Cys, 2 dominos de
fibronectina, una region transmembranal, un dominio con actividad tirosina
(Tyr) cinasa y los motivos SAM y de union a PDZ [4].

Los ligandos para los receptores Eph son las efrinas. Estas son proteinas de
membrana compuestas en su region extracelular por un dominio de union al
receptor y en su cola citoplasmatica por un motivo de union a PDZ. Se pueden
clasificar en Efrina-A y Efrina-B; las primeras estan ancladas a la membrana
por glicofosfatidilinositol (GPI) y no poseen el motivo de union a PDZ; mientras
gue las B son transmembranales y si tienen dicho motivo. Los receptores Eph
se clasifican en A o B, en dependencia del tipo de efrina a la cual se unen [19].
La interaccion Eph-efrina desencadena la activacion de vias de sefializacion
mediadas principalmente por la familia de cinasas Src. Entre las funciones que
se atribuyen al par Eph-efrina se encuentran: regulacion del citoesqueleto,

neurogénesis, migracion neuronal y sinaptogénesis [20].

1.2.9. Receptores CELSR.

Los receptores CELSR son aGPCRs de adhesidon que pertenecen también a
la familia de las cadherinas. Existen tres de estos receptores, cada uno
codificado por un gen diferente. Estas proteinas contienen, en su regién amino,
9 repeticiones de tipo cadherina, varios dominios similares a EGF, dos
repetidos de laminina G, un motivo de receptor de hormona y un dominio GAIN.
La regién carboxilo varia en tamafio y esta poco conservada entre los CELSR.
Aunque esta proteina se clasifica como un GPCR de adhesién, no se ha
encontrado acoplamiento con la proteina G heterotrimérica, y tampoco se ha
demostrado que ocurra autoprotedlisis [21]. La funcién descrita hasta el
momento para estos receptores en el cerebro, es la migracion neuronal,
particularmente de las neuronas faciales branquiomotoras que inervan los

musculos encargados de las expresiones faciales [22].
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1.2.10. Distroglicano.

El distroglicano es una proteina expresada a partir del gen DAGL, el cual
codifica para un polipéptido cuyo corte genera dos glicoproteinas: a-
distroglicano y B-distroglicano. Estos dos péptidos se vuelven a asociar por
interacciones no covalentes, para formar un heterodimero. El distroglicano
puede interactuar con varias proteinas, intra y extracelulares. El a-
distroglicano se une a proteinas como laminina, agrina, perlecan y neurexina,
mientras que el B-distroglicano interactia dentro de la células con distrofina
[23].

El efecto biolégico mediado por distroglicano se ha relacionado con la
plasticidad sindptica, cuando la proteina se expresa en células de la glia, y con
el desarrollo del cértex, cuando se expresa en la neuronas [24].

En cuanto a la participacién de estas proteinas durante procesos patolégicos,
se ha reportado que las afectaciones en la glicosilacién de a-distroglicano es
la causa de varios tipos de distrofias musculares con anomalias en ojos y
cerebro. Entre estas enfermedades se encuentran: la distrofia muscular

congénita de Fukuyama y el sindrome de Walker Warburg [25].

1.2.11. Amigo.

Las proteinas Amigo son proteinas transmembranales que se caracterizan por
tener en su regién extracelular seis repetidos ricos en leucina, y un dominio
tipo inmunoglobulina. Existen tres variantes de la proteina, codificadas en tres
genes diferentes: AMIGO 1, 2y 3 [26].

Esta proteina puede encontrarse en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, y
se propone que participa en el crecimiento de las neuritas y la sobrevivencia

neuronal [27].



Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
Departamento de Biologia Celular

1.2.12. Receptor Nogo y MAG.

El receptor Nogo (NogoR) es una proteina de adhesion que se encuentra
anclada a la membrana plasmatica por GPI. Para la transduccion de las
sefales intracelularmente, este receptor se asocia con las proteinas p75,
TROY y LINGO1, que activan la via RhoA/ROCK, que resulta en
despolimerizacion de actina [28].

El receptor Nogo contiene multiples repetidos ricos en leucina que le permiten
interactuar con varios inhibidores de la regeneracion axonal asociados a la
mielina [29]. Entre estos se encuentran: Nogo-A, la glicoproteina de mielina
oligodendrocitica y la glicoproteina asociada a mielina (MAG, del inglés myelin-
associated glycoprotein) [30].

MAG es una glicoproteina de membrana producida por oligodendrocitos en el
SNC y por células de Shwann en el sistema nervioso periférico. Esta posee 5
dominios extracelulares de tipo inmunoglobulina, una regién transmembranal
y una cola citoplasmatica, cuyo tamafio depende de procesos de splicing
alternativo, dando lugar a dos isoformas [31]. En cuanto a su funcion, MAG
promueve el crecimiento axonal durante el desarrollo, mientras que lo inhibe
en el adulto [32].

En los pacientes esquizofrénicos se han encontrado varias anomalias
funcionales y estructurales en la mielina. Esto conllevd a un analisis méas
detallado de los genes relacionados con la mielina. Se ha descrito que MAG y
NogoR, pueden ser uno de muchos de los factores involucrados en la
patogénesis de la esquizofrenia [30].

1.2.13. Proteina precursora amiloidea.

La proteina precursora amiloidea (APP, del inglés amyloid precursor protein)
o proteina precursora del amiloide B, es conocida principalmente por su rol en
la enfermedad de Alzheimer. El corte en su region amino por las enzimas B y
y secretasa, genera el conocido péptido AB, cuya acumulacion y agregacion

es una de las principales causas de esta enfermedad [33].
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Sin embargo, la funcidn bioldgica de esta proteina esta relacionada con
fenomenos de adhesion celular. La secuencia extracelular de APP interactia
con las proteinas de la matriz extracelular: colageno I, heparina y laminina [34].
Se ha reportado, ademas, que APP es una proteina sinaptogénica. Las
neuronas hipocampales de ratones knockout para APP, muestran alteraciones
en la sinaptogénesis, ramificacion de las neuritas y morfologia axonal [35]. Se
cree gque este efecto lo ejerce al promover la adhesion celular. Soba et al. en
el afio 2005 determinaron que la dimerizacion trans-celular de esta proteina
promueve la adhesion intercelular entre compartimentos sinapticos [36].
Mientras que Stahl et al. comprobaron que el corte de APP disminuye su efecto

sinaptogénico [37].

1.3. Sinapsis tripartita

Durante mucho tiempo, se consider6 a la sinapsis como nada mas que un
componente estructural. Sin embargo, hoy se conoce que es altamente
dindmica y que los Unicos participantes no son las neuronas pre y
postsinaptica, sino que la glia juega un papel fundamental en la regulacion de
la transmision sinaptica. De ahi el concepto de “sinapsis tripartita”.

En el SNC, los astrocitos recubren las sinapsis y desempefian diversas
funciones: mantener la homeostasis de potasio, asi como regular el pH
extracelular y los niveles de neurotransmisores. Ademas, secretan un conjunto
de sefales que regulan la formacion de la sinapsis, su maduracién e incluso
su eliminacion ya que pueden activar la via del complemento y reclutar a la

microglia para que fagocite las sinapsis [38,39]

1.4. Proteinas matricelulares.

Entre los factores secretados por los astrocitos se encuentran un conjunto de
proteinas que se han clasificado como “matricelulares”. Estas proteinas no se
encuentran relacionadas estructuralmente, pero tienen en comdn que son

secretadas por diversos tipos celulares al espacio extracelular, donde actian

10
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como componentes regulatorios no estructurales de la matriz extracelular
(ECM, del inglés extracelullar matrix) y de las interacciones célula-matriz [40].
Las proteinas matricelulares ejercen sus efectos regulatorios a través de su
interaccidn con receptores y macromoléculas en diferentes compartimentos
celulares. En los fluidos corporales, interactian con factores de crecimiento y
con células del sistema inmune. Pueden también interactuar con receptores
que regulan el ciclo celular, la apoptosis, la organizacién del citoesqueleto,
entre otros procesos celulares. Aungue no constituyan estructuras de la ECM,
pueden actuar como puentes moleculares en procesos de adhesion celular.
Curiosamente, su funcién no se limita al exterior celular: se ha observado que
algunas de estas proteinas pueden actuar como chaperonas durante el
preensamblaje de la matriz extracelular o pueden regular los niveles de calcio
intracelular [41].

Estas proteinas se expresan durante la embriogénesis y luego sus niveles
disminuyen en el adulto, sin embargo, su expresion es estimulada en tejidos
dafiados o en diversas patologias [41] [40]. Algunas de las proteinas
matricelulares secretadas por los astrocitos son: tenascina C, las
trombospondinas, la familia CCN, SPARC y Hevin [40,42,43]

1.5. Hevin

Hevin es una glicoproteina matricelular secretada por los astrocitos, que posee
650 aminoacidos y un peso molecular de 130kDa. Cuenta en su estructura con
un péptido sefal de 16 aminoacidos, una regién acidica, un dominio similar a
folistatina y dos motivos EF de union a calcio [44] (Figura 2). La region
carboxilo terminal de Hevin, es similar a la proteina SPARC (del inglés
secreted protein acidic and rich in cysteine), incluyendo el dominio folistatina y
el dominio de unién a calcio. De ahi, que también se conozca como proteina
similar a SPARC 1 [45].

11
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. Péptido sefial
<> Region acidica
@ Dominio similar a folistatina

C——) Motivo EF de unidn a calcio

Figura 2. Representacion de los dominios proteicos de Hevin (Viloria et al., 2016)

Esta proteina fue identificada inicialmente a partir de una genoteca de
expresion de glicoproteinas de las uniones sinapticas de cerebro de rata [46],
sin embargo, puede expresarse en varios tejidos, en los que parece
desempeiiar diferentes funciones.

Una de las primeras funciones que se le atribuyeron fue un posible rol en la
regulacién de la ECM, debido a su capacidad de interactuar con colageno [46].
En estudios con ratones knockout para Hevin se vio que, en efecto, estos
mostraban alteraciones en la estructura de las fibras de colageno y bajos
niveles de decorina, un proteoglicano que modula la fibrilogénesis [45].

En las vénulas del endotelio alto, Hevin inhibe la adhesion endotelial a
fibronectina. Las células endoteliales pierden la capacidad de formar
adhesiones focales y asumen una morfologia redondeada, lo que podria
favorecer la extravasacion [47].

Sin embargo, la funcién de Hevin parece ir un poco mas alla. Kucukdereli et
al. en el afio 2011, comprobaron que Hevin puede inducir la formacion de
sinapsis en cultivos de células ganglionares de la retina [48]. Posteriormente,
Risher et al. 2014, analizaron el cortex de ratones knockout para Hevin. En el
cortex normal, las neuronas forman conexiones intracorticales y también con
neuronas de otras regiones del cerebro como el talamo. En ratones que no

expresan Hevin, se forman menos sinapsis talamocorticales, pero la inyeccion
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de Hevin en el cerebro de estos ratones, permitié la formacion de mas de estas
conexiones [49]. Estas evidencias llevaron a la idea de que Hevin tiene un
papel crucial en la sinaptogénesis.

El efecto sinaptogénico de Hevin esta dado por su capacidad de actuar como
puente molecular entre Nrx1l-a y NL1-B, dos isoformas que, como habia
mencionado anteriormente, no interactian entre si. La region de Hevin
comprendida entre los aminoacidos 350 y 440, parece ser esencial para su
efecto sinaptogénico, sin embargo, diversas regiones a lo largo de toda la
secuencia proteica, interactian con Nrx1-a y NL1-B [8].

Existe la posibilidad de que Nrx1-a y NL1-B no sean las Unicas proteinas de
adhesién sindptica con las que Hevin interactlda. La region carboxilo terminal
de la glicoproteina miocilina interactia con Hevin. Dicha regién contiene un
dominio similar a olfactomedina, al igual que las latrofilinas, por lo que existe

la probabilidad de que Hevin también interactte con latrofilinas [50].

1.5.4. Hevin en procesos patolégicos.

Debido que Hevin se expresa en otros tejidos, no es sorprendente que esté
involucrada en procesos patolégicos como el cancer. Se ha encontrado que
existe una regulacion negativa de Hevin en algunos tipos de cancer: cancer de
pulmén de células no pequefias (NSCLC, del inglés non small cells lung
cancer), préstata, pancreas o colon [47]. En cancer de préstata, Hevin inhibe
la migracién celular y la invasién in vitro, asi como el crecimiento tumoral in
vivo. Sin embargo, en carcinoma hepatocelular y glioma, se describe una
regulacion positiva para Hevin. De modo que su efecto en el cancer, parece
depender del tejido en el que se exprese y su funcién en el mismo [47].

Al igual que en otras proteinas involucradas en regular la sinapsis, se han
reportado la regulacion negativa, variaciones del numero de copias,
polimorfismos y mutaciones del gen SPARCL1, en desérdenes neurolégicos
como el autismo y la esquizofrenia [8]. De hecho, se ha reportado que las

conexiones talamocorticales se encuentran dafiadas en el autismo [51].
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El Sindrome del Cromosoma X Fragil (FXS, del inglés Fragile X Syndrome),
es una enfermedad causada por una deficiencia en la proteina FMRP, que
regula la traduccion de varios mARNSs [52]. Recientemente se comprobo que
entre las proteinas que se encuentran afectadas en esta enfermedad, se
encuentra Hevin, lo que pudiera contribuir al desarrollo sindptico anormal que

se encuentra en pacientes con FXS [52].
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2. Justificacion.

Debido a que muchos desérdenes cerebrales como: autismo, adiccion,
depresion y esquizofrenia, estan causados por alteraciones en el desarrollo y
funcionamiento de la sinapsis, conocer las bases moleculares de la misma, se
hace relevante. La proteina matricelular Hevin ha emergido como un elemento
importante para el desarrollo de la sinapsis, su mantenimiento y plasticidad. El
efecto sinaptogénico de Hevin parece estar mediado por su habilidad para
servir como puente molecular, de modo que conocer con cuales proteinas

interactda podria contribuir a dilucidar la base molecular de estas patologias.

3. Hipotesis.

Hevin interactda con otras moléculas de adhesién sinptica, ademas de la

neurexina 1 alfa y la neuroligina 1B.
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4. Objetivos.

4.1. Objetivo general.

Identificar nuevos ligandos enddgenos para la proteina matricelular Hevin.

4.2. Objetivos especificos.

1. Disefiar una estrategia de biologia molecular para expresar y purificar la

proteina Hevin.
2. Expresar la proteina matricelular Hevin en células HEK293.

3. Determinar si la proteina matricelular Hevin es capaz de interactuar con
otras moléculas de adhesion sinaptica, mediante ensayos de marcaje de

superficie celular.
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5. Materiales.

5.1. Lineas celulares y bacterias.

Se utilizaron las lineas celulares HEK293 (ATCC® CRL-1573™) y HEK293T
(ATCC® CRL-3216™). En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas
principales de ambas. Se utiliz6 la cepa de Escherichia coli DH5a para los

ensayos de clonacion y la produccion de ADN plasmidico.

Tabla 1. Caracteristicas de las lineas celulares.

Linea celular Organismo Tejido Morfologia | Adherencia
HEK293 Homo sapiens Rifibn embrionario Epitelial Si
HEK293T Homo sapiens Rifidn embrionario Epitelial Si

5.2. Medios de cultivo.

Para el cultivo de las células HEK293 y HEK293T se utiliz6 medio DMEM (del
inglés Dubelco’s Modified Eagle’s Medium), suplementado con Suero Fetal
Bovino (SFB) al 10%, glutamina al 1% y antibiotico (penicilina), también al 1%.
Las bacterias E. coli DH5a se crecieron en medio de Luria Bertani (LB) liquido
o solidificado con agar al 5%, en dependencia del método para el que se
emplearon. Cuando fue necesario, se afiadi6 ampicilina al medio a una

concentracion 100 ug/ml.
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5.3. Enzimas.

En la Tabla 2, se muestran las diferentes enzimas utilizadas en este proyecto,

asi como las metodologias para las cuales se emplearon.

Tabla 2. Enzimas.

Enzima Compafiia | # de Catélogo Uso
Nhe | Promega R6501
Sal | Promega R6501
T4 ADN ligasa | Promega M1801 Clonacion
Fosfatasa
] Promega M182A
alcalina
Corte de
EcoR | Promega R6011 )
plasmidos
RNAsa A Sigma-
» _ 10109169001 o
pancreatica Aldrich Purificacion
o Sigma- de ADN
Lisozima ) L6876
Aldrich
o . Cultivo
Tripsina Invitro ENO13
celular
Prime STAR®
HS ADN Takara RO10A PCR
Polimerasa

5.4. Anticuerpos.
Para los ensayos de Western blot, interaccion Hevin-SAM e inmunotincion

para microscopia, se utilizaron los anticuerpos descritos en la Tabla 3.
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Tabla 3. Anticuerpos.

: : o # de
Anticuerpos | Especie Compaiiia Catélogo Uso
Anti-HA Ratén BioLegend 901514 WB, IF
Anti-GFP Conejo NovusBio NB600-308 WB
Anti-hlgG
acoplado a Cabra MP Biomedicals 55550 WB
HRP
Anti-raton
acopladoa | oopn | Thermo Fisher | A-21052 IF
Alexa Fluor
633
Anti-raton
acoplado a Cabra MP Biomedicals 0855550 WB
HRP
Anti-conejo
acoplado a Cabra MP Biomedicals 08670391 WB
HRP

WB: Western Blot; IF: Inmunofluorescencia.

5.5. Materiales y reactivos comerciales.
Los materiales, kits y reactivos comerciales utilizados en este trabajo, se

muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Materiales y reactivos comerciales.

Material o reactivo Compafiia # de Catélogo Uso
MarcxgrlpOTZ)ADN Jena Bioscience M-204S Geles de
Sybr Safe Invitrogen S33102 agarosa
Bromuro de etidio SIGMA E7657
Marcador de peso
molecular (10- Bio-Rad 161-0373
250kDa)
TEMED Merck 110-18-9
Tris Bio-Rad 161-0719 SDS-PAGE
Glicina Bio-Rad 161-0718
Acrilamida Bio-Rad 161-0201
SDS SIGMA L4509
Membrana de
nitrocelulosa 33 cm DynalLabs HATF3010
Xx3m
BSA Biowest P6154-10GR
Trizma® base SIGMA T1503
Tween 20 SIGMA P9416 Western Blot
Acido Clorhidrico J.T. Baker 9535-02
DTT SIGMA 43819
Metanol Merck 106009
Luminol General Electric RPN2209
Leche BD DIFCO 232100
Suero Fetal Bovino Biowest S1810-500
DMEM CORNING 99-009-PBR .
- - Cultivo
Glutamina Gibco 35050-061
— . celular
Penicilina In Vitro 170848
PBS CORNING 55-031-PCR
Ampicilina CORNING 61-238-RH
Peptona de caseina MCD-LAB 9082
Extracto de MCD-LAB 9031 Medio de
levadura cultivo para
Agar Bacteriologico MCD-LAB 9012 .
- bacterias
Cloruro de Sodio J.T. Baker 3624-01
TMB LIFE 03069141-7

TECHNOLOGIES
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Tabla 4. Materiales y reactivos comerciales (Continuacion).

Material o " #de
: Compania . Uso
reactivo Catalogo
QIAEX Il Gel Purificacién de
Extraction Kit QIAGEN® 20021 ADN
Etanol J.T. Baker 9000-03
Isopropanol J.T. Baker 9180-03
PEG 8000 SIGMA-ALDRICH P5413
Fenol SIGMA P4457
Cloruro de litio SIGMA 62476
Cloroformo J.T. Baker 9180-03 Extraccion y
Glucosa SIGMA G5767 purificaciéon de
Acetatq de SIGMA 1147 ADN plasmidico
potasio
Azerﬁtr?i:e SIGMA A1542
Hidroxido de J.T. Baker 3722-01
sodio
DMSO SIGMA-ALDRICH D8418
dNTPs Takara RO10A PCR
Buffer 5X Takara RO10A
HEPES Corning 61-034-RO
Cloroquina SIGMA C6628 Transfeccion
Cloruro de Calcio SIGMA C3306 por fosfato de
NazHPO,4-7H20 J.T. Baker 3818 calcio
KCI J.T. Baker 3040
PMSF SIGMA P7626 . L,
EDTA PROBIOTEK Egoigs | urificacion de
rProtein A proteinas
Sepharose™ GE Healthcare 17_579_ aCOF::;gaS a
Fast Flow
Parafolmaldehido
(PFA) SIGMA Polas Ensayos de
T™B LIFE 03069141- | unién de Hevin
TECHNOLOGIES 7 a SAMs
Acido sulfdrico SIGMA 320501
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5.6. Soluciones y amortiguadores no comerciales.

Las soluciones y amortiguadores no comerciales utilizados en este trabajo, se

muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Soluciones y amortiguadores no comerciales.

Solucién o
amortiguador

Componentes

Uso

50 Mm de glucosa, 25 mM de Tris-ClI

Solucion | (pH 8.0), 10 mM de EDTA
Solucioén Il 0.2 N de NaOH, 1 % de SDS

., 5 M de CH3CO2K, 11.5 % de &cido
Solucién 1l

acético glacial

Solucién de Lisozima

Lisozima 10 mg/ml en Tris HCI pH
8.0

Solucién de Cloruro de
Sodio 1.6M + PEG800

1.6 M de NaCl, PEG8000 0.13 g/ml

Extraccion y
purificacion de ADN
plasmidico

al 13 %.
Acetato de Amonio Acetato de amonio 10M
10 mM de Tris (pH 8.0), 1 mM de

Buffer TE EDTA (pH 8.0)

Buffer TAE 40 mM de Tr|sE-§$_e:ato, 1 mM de Geles de agarosa
Tris-HCI pH 6.8 1.5 M de Tris, ajustar pH con HCI
Tris-HCI pH 8.8 1 M de Tris, ajustar pH con HCI

SDS 10 % 10 g/ml de SDS SDS-PAGE

Acrilamida 30%

29 g de acrilamida + 1 g de bis-
acrilamida en 60 ml de agua

TBST1X

50 mM Tris.HCI, (pH 7.4), 150 mM
NaCl, 0.1% Tween 20.

Solucién de bloqueo

Buffer TBST 1X que contiene 5 % de
leche en polvo

Buffer de transferencia
1X

3 g/L de Tris-Base, 14.4 g/l de
glicina, 200 ml/I de metanol

Buffer de corrida 1X

25 mM de Tris-Cl, 250 mM de glicina
y 0.1% de SDS

Buffer de carga 1X

50 mM de Tris-Cl (ph 6.8), 100 mM
de DTT, 2% de SDS, 0.1% de azul
de Bromofenol y 10% de glicerol

Solucién de Ponceau S

1 % de &cido acético y 0.2 % de rojo
de Ponceau

Western blot

HBS 2X

16 g/L de NaCl, 0.74 g/l de KClI,
0.402 g/L de NazHPO4-7H20, 10 g/l
de HEPES, 2 g/l de glucosa

Solucion de Cloroquina

25 mM de cloroquina en PBS

Cloruro de calcio 2M

2M de cloruro de calcio

Transfeccién con
fosfato de calcio

Tris-HCI pH 8.0

1 M de Tris, ajustar pH con HCI

Stock para Soluciones

Medio LB

Peptona de caseina 10g/l, Extracto
de levadura 5g/I, NaCl 10g/I

Cultivo de Bacterias

Acido sulfarico 1N

1.4 ml de &cido sulfarico y completar
a 50 ml con agua estéril

Ensayos de union de
Hevin a SAMs
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6. Métodos

6.1. Amplificacion por PCR del ADN codificante para Hevin.

La secuencia de ADN que codifica para Hevin fue amplificada por PCR,
empleando como ADN molde el pldsmido pEZ-M98 Hevin-eGFP. Se utilizaron
cuatro cebadores (Tabla 6) que contienen los sitios de corte para las
endonucleasas Nhe ly Sal |. En la Tabla 7 se muestran los componentes para
la PCR, mientras que en la Tabla 8 se muestran las condiciones de la reaccion.

Para cada muestra, se prepararon 3 reacciones.

Tabla 6. Cebadores empleados para amplificar por PCR la secuencia de ADN

codificante para Hevin

Nombre Secuencia Direccién | Longitud (bases) | Tm
01 5 ACGCTAGCATCCCGACAAG 3 Sentido 19 59.5
02 5 GCGTCGACGTTTTCATCTATA 3’ | Antisentido 21 574
03 5 GCGTCGACAAAGAGGAGGTT 3 | Antisentido 20 60.5
04 5 ACGCTAGCACAAGTACAAGG 3 Sentido 20 58.4

* En rojo y azul se muestran los sitios que reconocen y cortan Nhe | y Sal |,

respectivamente.

Se amplifico la secuencia de Hevin utilizando combinaciones de estos oligos
para obtener cuatro variantes del ADN codificante para la proteina. De modo
gue Hevin tendria dos tipos de modificaciones: eliminacion de su péptido sefial

y eliminacion de amino&cidos hidrofébicos de sus extremos amino y carboxilo.
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Tabla 7. Reactivos de la PCR.

Reactivo Volumen (pl)
Agua 14.65
Buffer 5X 5
dNTPs [2.5 mM] 2
ADN molde [10 ng/ul] 1
Cebadores [10 uM] 0.5
DMSO 1.25
Prime STAR® HS ADN Polimerasa (2.5 u/ul) 0.1

Tabla 8. Condiciones de la PCR para amplificar la secuencia de ADN

codificante para Hevin.

Estapa Temperatura (°C) | Duracién | Ciclos
Desnaturalizacion inicial 98 3 min 1X
Desnaturalizacion 98 10 seg
Hibridacion 55 5 seg 38X
Elongacién 68 2 min
Elongacion final 68 7min
Terminacion 4 0 X

En las cuatro variantes se omite la region que codifica para el péptido sefial de
Hevin. Los oligos 01 y 03 amplifican la secuencia codificante para la proteina
Hevin madura, sin su péptido sefial. El oligo 02 elimina dos residuos de leucina
y uno de fenilalanina en el extremo carboxilo terminal, mientras que el oligo 04
elimina dos residuos, uno de isoleucina y otro de prolina, en el amino terminal
de Hevin madura (Figura 3). Las variantes fueron denominadas: 0102, 0103,
0402 y 0403.

24



Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
Departamento de Biologia Celular

Hevin N — MKAVLLLLCALGTAVAIPTSTRFL...KEWGHCFGIKEEDIDENLLF — C

WGT620 N — MKAVLEHEEATGTAVAIPTSTRFL...KEWGHCFGIKEEDIDENEEE]— C

0103 N —|MKAVLEHEATGTAVAIPTSTRFL...KEWGHCFGIKEEDIDENLLF — C

0402 N—|M VAIPTSTRFL...KEWGHCFGIKEEDIDENEE]— C
0403 N—Mm AIPTSTRFL...KEWGHCFGIKEEDIDENLLF — C

Figura 3. Modificaciones en la proteina Hevin, debido al uso de cuatro
combinaciones de los oligos 01, 02, 03 y 04, al amplificar la secuencia de ADN
codificante para la proteina. De arriba hacia abajo se muestran: Hevin nativa
y las variantes: 0102, 0103, 0402 y 0403.

6.2. Clonacion de la secuencia codificante para Hevin en el vector
pCMVIgSPnrx.

6.2.1. Corte de inserto y vector con endonucleasas de restriccion.

Los productos del PCR descritos en el acépite anterior (4 variantes de la
secuencia codificante para Hevin), asi como el plasmido pCMVIgFLRT3SPnrx
(Figura 4), se incubaron con las endonucleasas Nhe | y Sal | durante 4 horas

a 37°C. Las condiciones para la reaccion de corte, se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Condiciones para la reaccién de corte con las endonucleasas Nhe | y Sal
l.

Reactivo Volumen {u)
Amplicén | pCMVIgFLRT3SPnrx

Agua 12 15.46

ADN 75 0.34*
Buffer E 10 2
BSA (10ug/ul) 1 0.2
Enzima** | Nhe | 1 1
(10 u/ul) | Ssall 1 1

* A partir de la concentracion del plasmido, se calcul6 el volumen que contenia 1 ug de ADN.
** Las enzimas se afiadieron de manera secuencial: 0.5 ul de cada una, cada 2 horas de

incubacion.

El plasmido pCMVIgFLRT3SPnrx codifica para la proteina FLRT3 (del inglés:
fibronectin leucine rich transmembrane protein) acoplada a la fraccién
constante de una inmunoglobulina G humana (hlgG). En este caso, el péptido
sefal de FLRT3 queda sustituido por el de la Neurexina 1. El plasmido contiene
ademas el promotor del citomegalovirus (CMV) y el gen de la 3-lactamasa que
confiere resistencia a ampicilina. El corte con Nhe 1y Sal | separa la secuencia
codificante para FLRT del resto del plasmido, lo cual permite que se inserte en
este plasmido la secuencia codificante para Hevin.
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[872..1103 Signal peptide nrx_mise_featur
1104 Nhel

pCMVIgFLRT3 SPnrcxdna - 7802 nt

+

1110...2609 note=_human FLRT3 extracellula)

2610 Sall

Figura 4. Mapa del plasmido pCMVIgFLRT3SPnrx. Este codifica para la proteina
FLRT3 acoplada a la fraccién constante de una hlgG, con el péptido sefial de la
Neurexina 1. Se muestran los sitios de corte por las endonucleasas Nhe |y Sal I.

Programa Serial Cloner 2.6.1.

6.2.2. Purificaciéon de los productos del corte con Nhe |y Sal I.

Luego del corte con las endonucleasas Nhe |y Sal I, las muestras se corrieron
en un gel de agarosa al 0.8% tefiido con Sybr Safe para su visualizacion a
470nm en Transiluminador Mini Blue LED de IO Rodeo. Se extrajeron las
bandas de interés y se purifico al ADN con QIAEX Il Gel Extraction Kit, segun

las instrucciones del fabricante.

6.2.3. Tratamiento del vector con fosfatasa alcalina.
Una vez cortado el vector (pCMVIgSPnrx), se incubo con fosfatasa alcalina
durante dos horas a 37°C para evitar su recircularizaciéon. Las condiciones de

reaccion se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Componentes para la reaccion con fosfatasa alcalina

Reactivo Volumen (ul)
Agua 1.5
Vector 10
Buffer 10X 1.5
Buffer E 10
Fosfatasa alcalina (0.01 u/pl) * 2

* La enzima se afiadié de manera secuencial: 1 yl en cada hora de incubacion.

6.2.4. Ligacion de la secuencia codificante para Hevin y el vector
pCMVIgSPnrx.

Luego del corte con Nhe | y Sal I, asi como el tratamiento del vector con
fosfatasa alcalina de ternero, se procedié a ligar el inserto con el vector
pCMVIgSPnrx. En este caso, se tuvieron 4 insertos diferentes,
correspondientes a las 4 variantes de la secuencia de ADN codificante para
Hevin.

Se utilizaron 25 ng de vector, con las relaciones de vector:inserto de 1:1, 1:3y
1:10. Las muestras fueron incubadas a 16 °C durante 16 horas, en un volumen
total de reaccién de 10 ul. Como control negativo, se preparé una muestra que
no contenia inserto. En la Tabla 11 se muestran los componentes de la

reaccion de ligacion.
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Tabla 11. Condiciones para la ligacion con T4 ADN ligasa.

Reactivo Cantidad
Agua Para completar 10 pl de reaccién
Vector 50ng
Inserto *

Buffer 10X 1l

T4 ADN ligasa
1l

(3 u/pl)

*Las cantidades de inserto fueron calculadas de acuerdo a la ecuacion:

Vector [ng] * Longitud de inserto [kb] 10
.
Longitud de vector [kb] 1

Inserto [ng] =

6.2.5. Transformacion de bacterias E. coli DH5a con el producto de
ligacion.

Luego de las 16 horas de incubacion, se afiadieron los 10 yl de la reaccion de
ligacién a un tubo de 1.5 mL que contenia 200 pl de bacterias competentes de
E. coli DH5a. Las bacterias competentes de prepararon a partir del protocolo
descrito en [53].

Se incubaron las bacterias en hielo durante 30 minutos, seguido de 90
segundos a 42 °C y nuevamente en hielo durante 2 minutos mas. Se les
anadieron 800 pl de Medio LB y se crecieron a 37 °C en agitacién en Orbital
Shaker Incubator Mrc, a una velocidad de 220 rpm durante 45 minutos.
Finalmente, se sembré todo el volumen de bacterias (aproximadamente 1 ml)
en placas de agar-LB con ampicilina (100 pg/ml).

Las placas se incubaron a 37 °C durante 16 horas y se observé el crecimiento

de colonias.

6.3. Extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina: Minipreparacion.
De observarse crecimiento de colonias en las placas de agar-LB, se extrajeron

algunas con la ayuda de puntas estériles de micropipeta. Cada colonia se
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crecié a 37 °C durante 16 horas en 2 mL de medio LB con ampicilina (100
pg/ml). Luego se procedio a la extraccion del ADN plasmidico por el protocolo
gue se describe a continuacion y que se deriva de algunas modificaciones del
protocolo descrito en [53].

Se centrifugaron las bacterias a 8600 g durante 3 minutos a 4 °C, en centrifuga
Biofuge Fresco, y se desechd el sobrenadante. Se agregaron 100 ul de
Solucién | 'y se disolvié la pastilla por agitacion con Vértex Mixer Ultra Cruz™
de Santa Cruz Biotechnology. Se afiadieron 200 ul de Solucion Il y se mezclo
por inversion, unas 5 veces. Se agregaron 200 ul de cloroformo, seguidos de
150 pl de Solucion 11l 'y se mezcld por inversidon (10 veces). Posteriormente se
incubaron las muestras durante 5 minutos en hielo y se centrifugd a 16000 g
durante 5 minutos a 4 °C. Se recuperd el sobrenadante en un tubo de 1.5 mly
se afadieron 800 ul de etanol absoluto. Se mezclé por agitacion con vértex y
se incubd la muestra a temperatura ambiente durante 2 minutos. A
continuacion, se realizé una centrifugacién a 16000 g durante 5 minutos a 4
OC y se decant6 el sobrenadante. El ADN precipitado se lavé con 1 ml de etanol
al 70% y se secoO el exceso de liquido con vacio. Finalmente, se disolvio el
ADN con 50 pl de buffer TE pH 8, que contiene RNAsa A a una concentracion
de 20 pg/ml.

6.4. Evaluacion de los plasmidos extraidos por lisis alcalina
(minipreparacién) por patron de restriccion.

Para evaluar si los plasmidos obtenidos por lisis alcalina se corresponden con
el producto de ligacién esperado, se realizé el corte con endonucleasas. El
ADN de las diferentes clonas se incubé con la endonucleasa EcoR | durante 2
horas a 37 °C (Tabla 12). Los productos del corte se analizaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% y se comparo el patron de bandas

con el predicho por el programa Serial Cloner 2.6.1.
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Tabla 12. Condiciones para la reaccién de corte con la endonucleasa EcoR 1.

Reactivo Volumen (pl)
Agua 8.88
ADN 1.5

Buffer H 1.2
BSA 0.12

EcoR | (12 u/pl) 0.3

Con la muestra en la que se encontré similitud con el patrén de corte esperado,
se transformaron bacterias E. coli DH5a y se purificé el ADN plasmidico
siguiendo el protocolo que se describe en el siguiente acapite.

A diferencia de la transformacion para productos de la ligacion, en este caso

solo se sembraron 200 pl de bacterias en las placas de agar-LB.

6.5. Extraccion y purificacion de ADN plasmidico por lisis alcalina:
Midipreparacion.

Se seleccion6 una colonia de bacterias E. coli DH5a transformadas con el
plasmido de interés y se crecioé en 2 ml de medio LB con ampicilina (100 ug/ml),
durante 8 horas a 37 °C en agitacion (220 rpm). De estos 2 ml iniciales, se
tomaron 200 pl y se crecieron en un matraz que contenia 100 ml de medio LB
con ampicilina (100 pg/ml), en agitacion (220 rpm), durante 16 horas a 37 °C.
Posteriormente se pasé el contenido del matraz a un tubo de 50 ml y se
cosecharon las bacterias por centrifugacion a 6700 g durante 12 minutos a 4
OC. Se desechd el sobrenadante, tratando de eliminar el exceso con vacio. Se
resuspendio la pastilla bacteriana en 2 mL de Solucién | (fria) y se disolvié por
agitacion con vortex. Se adicionaron 300 ul de Solucién de Lisozima (fria) y se
mezclé por inversion (5 veces). Se agregaron 4 ml de Solucion Il (temperatura
ambiente) y se mezcld por inversion (5 veces). Luego se afadieron 4 ml de
cloroformo, seguidos de 2 ml de Solucion Il (fria) y se mezclo por inversion
(10 veces). La muestra se incub6 en hielo durante 10 minutos y se centrifugo
a 3000 g por 10 minutos a 4 °C.
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Se separ6 el sobrenadante en un nuevo tubo y se agregaron 0.6 veces el
volumen de dicho sobrenadante de isopropanol. Se procedié a centrifugar
nuevamente a 3000 g por 15 minutos a 4 °C. Se decanté el sobrenadante y se
lavd la pastilla con 1 ml de etanol al 70%. Se dej6 secar la pastilla y se
eliminaron los restos de etanol al 70% con vacio. La pastilla se disolvié en 300
pl de Buffer TE.

Hasta este punto se extrajo el ADN plasmidico, los pasos subsecuentes
permitieron su purificacion.

El ADN disuelto en Buffer TE se pasé a un tubo de 1.5mL, donde se le
anadieron 300 pl de Solucién de Cloruro de Litio 5M (fria). Se mezclé por
agitacion con vortex y se incubé a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Transcurrido este tiempo, se centrifugé a 12000 g por 10 minutos a 4 °C, se
desecho el sobrenadante y se lavo la pastilla con 1 ml de etanol al 70%. Se
dej6 secar la pastilla y se eliminaron los restos de etanol al 70% con vacio.
Una vez seca, se disolvio la pastilla en 500 pl de Buffer TE que contiene RNAsa
A a una concentracion de 20 pg/ml. Se dejé a temperatura ambiente durante
30 minutos.

Se adicionaron a continuacién, 500 ul de Solucién de Cloruro de Sodio 1.6M +
PEG800 al 13 %. Se mezcld por agitacion en voértex y se incubd durante 30
minutos a -20 °C. Posteriormente se centrifugé la muestra a 16000 g durante
15 minutos a 4 °C y se extrajo el sobrenadante con pipeta. La pastilla de ADN
plasmidico se disolvié en 400 ul de Buffer TE.

Se anadieron 400 ul de fenol, se mezclo por agitacion en vértex y se centrifugd
a 16000 g por 5 minutos a 4 °C. Se recuper6 el sobrenadante en otro tubo de
1.5 ml y se afiadieron 400 pl de una mezcla de fenol-cloroformo 1:1 (v/v). Se
mezclo bien con vértex y se volvio a centrifugar a 16000 g por 5 minutos a 4
OC. Se recuperé una vez mas el sobrenadante en otro tubo de 1.5 mly se le
agregaron 400 pl de cloroformo. Se mezcld por agitacion con vortex y se
centrifugd a 16000 g por 5 minutos a 4 °C. Se recuperé el sobrenadante en un

nuevo tubo de 1.5 ml y se adicionaron 100 ul de acetato de amonio 10 My dos
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volumenes de etanol absoluto. Se agitdé la muestra por inversion (5 veces) y
se incubo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se centrifugé a 16000
g por 5 minutos a 4 °C y se decanté el sobrenadante. La pastilla de ADN
plasmidico se lavo con 200 pl de etanol al 70 %. Se dejo secar la pastilla y se
eliminaron los restos de etanol al 70% con vacio. La pastilla fue finalmente
disuelta en 100 ul de Buffer TE.

6.5.1. Determinacion de la concentracion del ADN plasmidico.

Las muestras de ADN plasmidico se cuantificaron en el equipo nanodrop 2000
de Thermo SCIENTIFIC, midiéndose la absorbencia a 260 nm. La pureza del
ADN obtenido se evalud teniendo en cuenta la relacion de absorbencia
260/280.

6.5.2. Evaluacion de los plasmidos purificados por lisis alcalina
(midipreparacién) por secuenciacion de ADN.

Se prepararon las muestras de ADN a secuenciar en un volumen de 20 ul a
una concentracion de 5 ng/ul. Estas muestras tuvieron una relacion de
absorbencia 260/280 de 1.8-2.0. Los oligos (Tabla 13) se prepararon a una
concentracion de 1 uM en un volumen de 10 pl.

Se utiliz6 el servicio de secuenciacion por Sanger del Laboratorio Nacional de

Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LAMBAMA) en San Luis Potosi.

Tabla 13. Oligos para secuenciar.

Nombre Secuencia Direccion | Longitud (bases)
JC 5 CAAAATCAACGGGACTTTCC 3’ Sentido 20
02 5 GCGTCGACGTTTTCATCTATA 3’ | Antisentido 21
05 5 GTGTCCACTTCCTATGTG 3’ Sentido 18
06 5 CATGGAACACTGCATAACTC 3’ Sentido 20
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6.6 Transfeccion con Cas(POa)2

6.6.1. Cultivo celular para transfeccion con Casz(POa)2

Células HEK293 0 HEK293T crecidas a un 90% de confluencia fueron lavadas
con PBS 1X e incubadas con 1 ml Tripsina al 0.05% durante 3 minutos a 37
OC. Posteriormente fueron suspendidas lentamente en 3.5 mL de medio de
cultivo, de los cuales se tomaron 3 ml y se diluyeron en 9 ml de medio de
cultivo. Se sembraron en placas de 6 pozos a razén de 2 ml/ pozo.

Al dia siguiente se observaron las células con microscopia de campo claro y
se evalud su confluencia. Se consideraron aptas para la transfeccion, aquellas

células que habian alcanzado un 90 % de confluencia.

6.6.2. Transfeccion con Cas(POa4):

Se emplearon células HEK293 crecidas en placas de 6 pozos por no mas de
24 horas y con un 90 % de confluencia. Primeramente, se les retird el medio,
se lavaron con PBS 1X y se les afiadieron 2 ml de medio de cultivo sin
antibiético que contenia cloroquina 1X. Se incubaron las células a 37 °C por
un periodo de 3 a 5 horas. Se tomaron dos tubos de 1.5 ml por cada muestra
de ADN plasmidico a transfectar. El tubo A contenia 10.86 ul de cloruro de
calcio 2 M, 5 pug del ADN a transfectar, y agua estéril para completar a un
volumen total de 86 pl. En el tubo B se adicionaron 86 pl de Buffer HBS 2X.
Se mantuvo el tubo B en agitacién con vortex y se le afiadié gota a gota el
contenido del tubo A. Esta mezcla se afiadié a las células, gota a gota,
abarcando toda el area del pozo. A partir de las 24 horas después de la
transfeccion, de observarse color amarillo en el medio de cultivo, se afiadio
HEPES 1M pH 7.9 a razén de 20 pl /pozo.

6.7. Purificacion de proteinas acopladas a IgG.
Transcurridas 72 horas después de la transfeccion con los plasmidos de

interés, empleandose el método de fosfato de calcio, se colecté el medio de
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células HEK293 en tubos de 2 ml. Se centrifug6é el medio a 16000 g por 5
minutos a 4 °C para remover los restos celulares. Se recuperd el
sobrenadante, se colecto en tubos nuevos y se le adicion6 a cada tubo 100 pl
de HEPES 1M pH 7.9, 4 ul de EDTA 0.5 M, 20 ul de inhibidores de proteasa,
20 pl de PMSF 100 mM y 10 pl de perlas de Sepharosa®-Proteina A. Se
incubaron las muestras en rotacién a 4 °C toda la noche. Al dia siguiente, se
centrifugaron las muestras a 12000 gagit por 5 minutos a 4 °C para precipitar
las perlas y se desecho el sobrenadante. Se realizaron 3 lavados de las perlas
con PBS 1X. Finalmente se anadieron 50 ul de buffer de carga de proteinas
1X y se calentaron las muestras a 95 °C durante 3 minutos, para su

desnaturalizacion.

6.8. Preparacion de cubreobjetos para microscopia.

Se colectd el medio condicionado de células HEK293T 24 horas después de
un pase. Se centrifugd el medio a 3000 rpm durante 3 minutos y se colecto el
sobrenadante. Se lavaron los cubreobjetos para microscopia mediante
inmersion en etanol al 70 % y etanol absoluto. Se dejaron secar y se
esterilizaron con radiacién UV durante 20 minutos. Se colocaron en placas de
24 pozos y se les adicionaron 700 pl del medio condicionado. Las placas se
incubaron a 37 °C durante la noche. Al dia siguiente se retird6 el medio
condicionado, se realizé un lavado con PBS 1X y se dejaron secar durante 5

minutos, quedando listos para el sembrado de células.

6.9. Transfeccidon con polietilenimina (PEI).

6.9.1. Cultivo celular para transfeccion con PEI

Células HEK293T con un 90% de confluencia fueron lavadas con PBS 1X e
incubadas con 1 ml Tripsina durante 3 minutos a 37 °C. Posteriormente fueron
resuspendidas lentamente en 3.5 mL de medio de cultivo. Para placas de 24

pozos se tomaron 0.5 ml de estas células, se completaron a un volumen total
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de 8 ml y se sembraron a razén de 500 pl/ pozo. Para placas de 12 pozos, se
tomaron 2 ml, se completaron a un volumen total de 8 ml y se sembraron a
razon de 1 ml/ pozo. El sembrado de las células en una u otra placa dependio
del ensayo a realizarse con las células transfectadas. Las placas de 24 pozos
contenian cubreobjetos para inmunofluorescencia, mientras que las placas de
12 pozos se emplearon para ensayos de ELISA. Al dia siguiente se observaron
las células con microscopia de campo claro y se evalué su confluencia. Se
consideraron aptas para la transfeccion, aquellas células que habian
alcanzado un 50-60 % de confluencia en placas de 24 pozos o un 90 % de

confluencia para placas de 12 pozos.

6.9.2. Transfeccion con PEI.

Se realizé la transfeccion en células HEK293T con la confluencia adecuada
(descrita en el acapite anterior) y con no mas de 24 horas transcurridas desde
su siembra en placas. Se adicionaron en tubos de 1.5 ml: medio de DMEM,
ADN a transfectar y PEI, en ese orden y en las cantidades que se muestran
en la Tabla 14.

Tabla 14. Condiciones de transfeccion de células HEK293T con Polietilenimina.

Placa Volumen/ pozo (ml) DMEM ADN PEI
24 pozos 0.5 Completar a 125 800 ng 2.4l
12 pozos 1 Completar a 250 pl 1.33 ug 4 ul

Una vez afiadido PEI, se incub6 la mezcla durante 30 minutos, protegida de la
luz, para promover la formacién de un complejo ADN-PEI. Se les retir6 el
medio a las células, se lavaron con PBS 1X y se les afiadieron 125 o 250 ul de
DMEM, para placas de 24 y 12 pozos, respectivamente. Posteriormente, se
agrego el complejo ADN- PEI gota a gota sobre las células y se incubo6 durante
otros 30 minutos a 37 °C. Finalmente se complet6 el volumen de cada pozo

con DMEM suplementado con SFB al 20 % y Glutamina 2X. En el caso de las
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células para inmunofluorescencia (placas de 24 pozos), 19 horas después de
la transfeccidn se les retird el medio, se lavaron con PBS 1X y se les afadio
medio de cultivo fresco. Para las células transfectadas en placas de 12 pozos,

el cambio de medio se realiz6 3 horas posteriores a la transfeccion.

6.10. Obtencién de extractos totales de células.

Luego de 72 horas de transfeccion por el método de fosfato de calcio, células
HEK293 o HEK293T fueron sacadas de la incubadora. Se les retiré el medio y
se realiz6 un lavado con PBS 1X. Se anadieron 250 ul de buffer de carga de
proteinas 1X y se levantaron las células con un raspador. Se transfirieron a un
tubo de 1.5 mly se resuspendieron con agujas 25G x 15 mm, unas diez veces.
Se calentaron las muestras durante 30 minutos a 37 °C, en caso de que la
proteina de interés fuese de membrana. Para muestras de proteinas
citoplasmaticas o secretadas al medio extracelular, se incubaron durante 3

minutos a 95 °C.

6.11. Identificacion de proteinas por Western blot.

Las muestras, tanto de extractos totales como de proteinas acopladas a I1gG
(acépite 6.7), se separaron en una electroforesis con gel de poliacrilamida al 8
% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Debido al rango de peso
molecular en el que se encontraban las proteinas de interés de este estudio,
se utilizé un gel al 8 %. Se depositaron en cada pozo 50 ul por muestra.

La electroforesis se realiz6 a 80 V durante 20 minutos, mientras las proteinas
migraban por el gel concentrador, y a 120 V durante 70 minutos en el gel
separador. Se procedioé entonces a la transferencia de las proteinas en el gel
a una membrana de nitrocelulosa. Para ello se empled una transferencia de
tipo humeda, en buffer de transferencia 1X (Tabla 5), durante 16 horas a 35 V.
Posteriormente se tifié la membrana con Rojo de Ponceau al 0.2 % durante 3

minutos en agitacibn en un Orbital Shaker BOECO, para verificar la

37



Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
Departamento de Biologia Celular

transferencia de proteinas a la membrana. Se eliming el Rojo de Ponceau con
3 lavados de 10 minutos con TBST 1X.

Se realiz6 el bloqueo de la membrana con leche descremada al 5% en TBST
1X, durante dos horas. Luego se retir0 la solucion de bloqueo y se realizaron
3 lavados de 10 minutos con TBST 1X. Se incubd la membrana con el
anticuerpo primario en solucion de bloqueo durante dos horas a temperatura
ambiente. Para los anticuerpos contra HA y GFP se empled una dilucion
1:1000, mientras que para el anti-IgG se empled una dilucién de 1:2000. A
continuacion, se retiré la solucién con anticuerpo primario y se realizaron 3
lavados de 10 minutos con TBST 1X para eliminar los restos del mismo. Se
adiciond el anticuerpo secundario anti-raton diluido 1:2000 en solucion de
bloqueo y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente. El anticuerpo
secundario esta acoplado de la peroxidasa de rabano picante (HRP, del inglés
horseradish peroxidase). Vale destacar que el anticuerpo contra IgG se
encuentra de por si acoplado a HRP, por lo que en estos ensayos solo se
incub6 con este anticuerpo. Transcurridas la hora de incubacién con el
anticuerpo secundario, éste se retir0 y se realizaron 3 lavados con TBST 1Xy
un lavado final con agua estéril. El revelado se hizo afiadiendo a la membrana
un sustrato de la HRP: luminol. El luminol se prepard previamente con una
mezcla 1:1 (v/v) de las soluciones 1 y 2. La sefal se detectd en el equipo
LICOR-Odyssey, en el canal de quimoluminiscencia para las muestras y el de
700 nm para el marcador de peso molecular. Las imagenes se captaron en el
programa Image Studio 5.2.

6.12. Deteccion por microscopia confocal de la interaccién de Hevin con
moléculas de adhesion sinaptica.

Se realizo la transfeccion de células HEK293 con el plasmido M08 Hevin-3HA-
His por el método de fosfato de calcio (acapite 6.6). Este plasmido codifica la
proteina Hevin con las etiguetas de Hemaglutinina (HA) y de histidina (His). Se

colectdé el medio de las células 72 horas después de la transfeccion. Se
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centrifugd el medio a 16000 g por 5 minutos a 4 °C para remover los restos
celulares. Se recuper6 el sobrenadante y se afadieron, por cada 2 ml de
medio: 100 yl de HEPES 1M pH 7.9, 4 ul de EDTA 0.5 My 20 ul de inhibidores
de proteasa. Al sobrenadante que contiene ya estos componentes, le
denominaremos Medio H, para un mejor entendimiento. Paralelamente, se
sembraron células HEK293T en cubreobjetos para microscopia (acapite 6.8) y
se transfectaron con ADN codificante para cuatro isoformas de neurexina 1,
empleando el método de PEI, tal como se describié en el acapite 6.9. Las
cuatro isoformas de neurexina fueron: NRX1a sin el sitio de splicing 4 (SS4),
NRX1a con el SS4, NRX1B sin SS4 y NRX1 B con SS4. Ademas, estas
neurexinas contienen la etiqueta Flag en su amino terminal y estan acopladas
al fluoréforo mCherry en su carboxilo terminal. Una vez transcurridas 48 horas
después de la transfeccién con las isoformas de neurexina 1, las células
HEK293T se sacaron de la incubadora, se les retiré el medio de cultivo y se
les realizé un lavado con PBS 1X. Se les afiadieron 500 uyl de Medio H y se

incubaron a 4 °C durante 16 horas.

6.12.1. Inmunofluorescencia para detectar el epitopo HA.

Se retird el medio de células HEK293T incubadas con medio H durante 16
horas. Se realizé un lavado con 500 ul PBS 1X, siempre en frio, y se fijaron las
células con PFA al 4% durante 15 minutos en hielo. Se realizaron 3 lavados
con 500 ul de PBS 1X y se bloqued con 300 ul de BSA al 3% en PBS 1X,
durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacion, se realizaron 3
lavados con PBS 1X y se aplicd el anticuerpo primario anti-HA, con una
dilucion 1:200 en solucién de bloqueo y a razén de 50 pl/cubreobjeto. La
incubacion de este anticuerpo transcurrio por un periodo de 90 minutos en
camara humeda. Luego se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se adiciono el
anticuerpo secundario anti-ratén acoplado al fluoréforo Alexa Fluor 633. Se
empled una dilucion de 1:200 en solucién de bloqueo. Se aplicé el anticuerpo

a razén de 50 pl/cubreobjeto y se incubd durante 2 horas en camara humeda.

39



Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
Departamento de Biologia Celular

Posteriormente los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS 1X y se
afiadieron 35 ul de DAPI (300nM) durante 5 minutos. Se realizaron 3 lavados
con PBS 1X y un lavado final con agua estéril. Se dejaron secar los
cubreobjetos y se colocaron en portaobjetos con medio de montaje. Se
sellaron los bordes del cubreobjetos con esmalte transparente. Las laminillas
se guardaron en oscuridad a 4 °C hasta su visualizacién por microscopia

confocal.

6.12.2. Microscopia confocal.

Las laminillas se visualizaron con el microscopio confocal Leica TSC SP8,
empleéndose el objetivo de inmersién 100X. Se utilizé un escaneo secuencial,
con una velocidad de 400 Hz y con 0.4 um de grosor entre cada corte. En la
Tabla 15 se muestran las longitudes de onda de excitacion y asi como el
intervalo de emision colectado, para la visualizacion de DAPI, mCherry y Alexa
Fluor 633.

Tabla 15. Longitudes de onda de excitacion y emision para: DAPI, mCherry y Alexa
Fluor 633

Fluoréforo Excitacion (nm) Rango de Emision (nm)
DAPI 405 430-470
mCherry 552 561-612
Alexa Fluor 633 638 648-670

6.13. Deteccion por ELISA de la interaccién de Hevin con moléculas de
adhesion sinaptica.

Se cotransfectaron células HEK293T con 700ng de M08 Hevin-3HA-His y
600ng del plasmido codificante para cualquiera de las siguientes moléculas de
adhesion sinaptica: Nrx1a con o sin SS4, Nrx1 con o sin SS4, Latrofilina 1
(Lphnl) y la proteina precursora amiloide B (APP). Como controles del

experimento se emplearon células HEK293T transfectadas unicamente con
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700ng de MO8 Hevin-3HA-His y células sin transfectar. EI método de
transfeccion empleado fue el de PEI, descrito en la seccion 6.9.v Al cabo de
las 24 horas posteriores a la transfeccion, se les retird el medio a las células,
se realizé un lavado con PBS 1X y se afadieron 150 ul de tripsina al 0.05%
por cada pozo. Se incub6 la placa a 37 °C durante 3 minutos y se afiadieron
500 pl de medio de cultivo. Se resusupendieron muy cuidadosamente y se
tomaron 10 ul de cada pozo para su cuantificacion. Se determind el numero
de células con el contador celular automatizado “Countess” del fabricante
Thermo Fisher Scientific Invitrogen. Una vez cuantificadas, se resembraron
estas células en una placa de 96 pozos, a razon de 70000 células/ pozo. Para
cada condiciéon se sembraron 5 pozos (Figura 5).

Hevin + + + + -
SAM1 + - - - -
SAM2 - + - - -
SAM3 - - + - -

A
B
c
@
E(
F¢
H{

Figura 5. Representacion de la distribucion en placas de 96 pozos de células
HEK293T cotransfectadas y que han de expresar Hevin y moléculas de adhesion
sinaptica (SAM). En rosa se muestran los pozos que contienen células; cada columna

es una condicién diferente y cada fila una réplica de la misma.

Transcurridas 24 horas del sembrado en placa de 96 pozos, las células se
retiraron de la incubadora y se colocaron en hielo. Se retiré el medio muy
cuidadosamente y se lavé cada pozo con 100 pl de PBS 1X (siempre frio). Se
fijaron las células anadiendo 100 ul PFA al 4%, durante 12 minutos en hielo.
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Luego se retird el PFA y se realizaron 2 lavados con PBS 1X. Posteriormente,
se incubod durante 1 hora a temperatura ambiente con 50 pl de solucion de
bloqueo (BSA al 3% en PBS 1X). Se retirdé la solucion de bloqueo y se
afiadieron a cada pozo 50 ul de anticuerpo anti-HA diluido 1:1000 en BSA al
3% en PBS 1X. Se incubd la placa a temperatura ambiente durante 1 hora. Se
retird el anticuerpo primario y se realizaron 2 lavados con solucién de bloqueo.
Se procedio entonces a afadir el anticuerpo secundario anti-ratén acoplado a
HRP. Este también fue preparado en solucién de blogueo, con una dilucion de
1:2000. Una hora después, se retird este anticuerpo y se lavaron los pozos
una vez con 200 pl de solucién de bloqueo y dos veces con PBS 1X.

Se afiadieron entonces, a cada pozo, 100 pl de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina
(TMB), que es un sustrato de la HRP. Se incubdé la reaccion a temperatura
ambiente durante 10 minutos, o hasta que se vio la formacion de color azul.
La reaccion se detuvo afiadiendo 50 ul de acido sulftrico 1N.

Se leyo la absorbencia de los pozos a una longitud de onda de 450 nm. Para

ello se empled un lector de placas de ELISA.
6.13.1. Andlisis estadistico.

El andlisis de varianza (ANOVA) se realiz6 con el programa Graph Pad Prism

®, version 7.00.
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7. Resultados.

7.1. Clonacion del ADN que codifica el ORF para Hevin en el vector
pCMVIgSPnrx.

Con el objetivo de purificar la proteina matricelular Hevin se disefié una
estrategia para obtenerla como una proteina de fusién. En este caso se eligio
acoplar Hevin a la fraccion constante de una IgG humana (Fc higG) que nos
permitiria inmovilizar la proteina sobre perlas de Sepharosa®-Proteina A.
Primeramente, se amplifico, por PCR, el fragmento de ADN codificante para
Hevin, de acuerdo con lo descrito en el acapite 6.1, de modo que se obtuvieron
4 variantes de la secuencia: 0102, 0103, 0402 y 0403. Estas secuencias
codifican para las 4 variantes de la proteina y contienen ciertas modificaciones
en su secuencia aminoacidica (Figura 3). Se realiz6 una PCR in silico con el
programa Serial Cloner 2.6.1, para determinar la longitud teorica de los
fragmentos 0102, 0103, 0402, 0403. Se encontré que las cuatro secuencias
debian encontrarse alrededor de las 1.9 kb (Tabla 16). Posteriormente se
realizé el corte del amplicon con las enzimas Nhe | y Sal | (Acapite 6.2.1) y se

analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 %.

Tabla 16. Longitud de los amplicones in silico 0102, 0103, 0402 y 0403.

Amplicon Longitud (kb)
0102 1.909
0103 1.918
0402 1.903
0403 1.912

En la Figura 4A se muestran los cuatro amplicones, los cuales se encontraron
dentro del tamafio esperado. En paralelo al corte de los amplicones, se realizo
también el corte del plasmido pCMVIgFLRT3SPnrx (Figura 6). Acto seguido,
se realiz6 un tratamiento con fosfatasa alcalina, para prevenir la

recircularizacion del vector durante la reaccion de ligacion de ADN. De acuerdo
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al corte in silico realizado con el programa Serial Cloner 2.6.1, Nhe |1y Sal |
cortan el plasmido pCMVIgFLRT3SPnrx y generan dos fragmentos, uno de
6.096 kb que se utilizaria mas adelante como vector y otro de 1.506 kb que
codifica para la proteina FLRT3. En la Figura 6B se muestra el gel
correspondiente al plasmido pCMVIgFLRT3SPnrx luego del corte con Nhe |y
Sal | y el tratamiento con fosfatasa alcalina. Como se puede observar, se
obtuvieron dos bandas cuya migracion en el gel corresponde con la predicha

por el programa Serial Cloner 2.6.1.

E 0102 0103 0402 0403

10kb
8kb

6kb
5kb

4kb
3kb
2kb

1.5kb

Figura 6. Corte con las endonucleasas Nhe | y Sal I. (A) Variantes de la secuencia
codificante para Hevin 0102, 0103, 0402, 0403). (B) Plasmido pCMVIgFLRT3SPnrx.
Tincion del gel con Sybr Safe.

A partir del gel de agarosa se realiz6 entonces la purificacion de los fragmentos
0102, 0103, 0402 y 0403, asi como de la banda de 6.096 kb, la cual
corresponde al plasmido pCMVIgFLRT3SPnrx digerido con Nhe Iy Sal I. Se
procedié entonces a la ligacion del inserto (cada una de las variantes: 0102,
0103, 0402) 0403) con el vector pCMVIgSPnrx (banda de 6.096 kb). Se
emplearon las condiciones de reaccion descritas previamente en la Tabla 11.
Se transformaron bacterias E. coli DH5a con el producto de la ligacion, se

purifico el ADN de las colonias transformadas por lisis alcalina (Acapite 6.3) y
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se corto con la endonucleasa EcoR | para comprobar si se habia producido la
construccion plasmidica deseada. Se emple6 el pCMVIgFLRT3SPnrx como
control positivo del corte con EcoR |. De acuerdo con el programa Serial Cloner
2.6.1, EcoR I tiene dos sitios de corte en pCMVIgFLRT3SPnrx, por lo que debe
generar dos fragmentos de ADN de 6.798 kb y 0.804 kb. Sin embargo, en
nuestros ensayos, observamos que, en su lugar, se generaban dos fragmentos
entre alrededor de las 3.5 kb y el fragmento de 0.804 kb, lo que indicé la

existencia de un tercer sitio de corte en el plasmido (Figura 7).

A

EcoRI

+ -
1::;’ " Péptido Senal de Neurexina |
6kb
5kb
4kb pCMVIgFLRT3SPnrx
3kb 7.602 kb
2kb
1.5kb
1kb | EcoRI (3) |
0.8kb

Figura 7. Corte de pCMVIgFLRT3SPnrx con EcoR I. (A) Patron de bandas observado
en un gel de agarosa para el plasmido pCMVIgFLRT3SPnrx luego del corte con EcoR

I. (B) Representacion de los sitios de corte de EcoR | en el plasmido
pCMVIgFLRT3SPnrx de acuerdo con el programa Serial Cloner 2.6.1. En amarillo se

afiadi6 un tercer sitio de corte para EcoR I.

Debido a esto, se decidio tener en cuenta el tercer sitio de corte, para el
analisis de las muestras de ADN plasmidico obtenidas por lisis alcalina. Si se
realiza un analisis in silico, se puede observar que la construccién deseada
(Figura 8 A) conserva los sitios de corte 1 y 3 de EcoR | descritos para el
pCMVIgFLRT3SPnrx y contiene otro sitio de corte dentro de la secuencia
codificante para Hevin. Esto da lugar a un patron de dos bandas entre 3y 4 kb
y una banda en 1.198 kb. Solamente dos clonas mostraron el patrén de corte

esperado (Figura 8B) y esas se correspondieron con la ligacion de la variante
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0402 en el vector pCMVIgSPnrx (Figura 8A). Estas clonas se denominaron
1:10 A y 1:10 B, ya que ambas se obtuvieron al utilizar una relacion
vector:inserto de 1:10 durante la ligacién. Con el fin de lograr la clonacion de
las variantes 0102, 0103 y 0403 en el vector pCMVIgSPnrx, se realizaron
algunas modificaciones en cuanto a las condiciones de la reaccion de ligacion.
Se emplearon cantidades de vector de 50 y 100 ng, y se incubd la reaccion a
22 °C durante tres horas, la cual es una temperatura mas favorable para ligar
extremos cohesivos, como es el caso de los generados por las enzimas Nhe |
y Sal I. Sin embargo, en ninguno de los casos se obtuvo la construccién
deseada. Los plasmidos 1:10 Ay 1:10 B se secuenciaron y en ambos casos
se detect0 la secuencia codificante para Hevin (Anexo 1), aunque en la clona
1:10 A solo se pudo secuenciar a partir de la region 3’ del gen. No obstante,
se emplearon ambas clonas para los ensayos de expresion en células
HEK293.

E 1:10A 1:10B

| Péptido Seiial de Neurexina |
y

Hevin 0402

/

10kb
8kb

6kb
Skb

PCMV-HEVIN (0402)-lgSPnrx & 4kb

7.989 kb 3kb
2kb
1kb

2 0.8kb

| pcMvigsPnrx |

Figura 8. Digestion de las clonas 1:10 A y 1:10 B con EcoR I. (A) Construccién
plasmidica pCMV-HEVIN (0402)-IgSPnrx (Modificado de Serial Cloner 2.6.1). (B)
Corte de 1:10 Ay 1:10 B con la endonucleasa EcoR I.
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7.2. Expresion de Hevin en células HEK293.

Se transfectaron células HEK293, por el método de fosfato de calcio (Acépite
6.6), con los plasmidos 1:10 Ay 1:10 B. A partir del medio de estas células,
luego de las 72 horas de transfeccidn, se purificaron las proteinas acopladas
a IgG (Acépite 6.7). Ademas, se prepararon extractos totales de las mismas
células (Acépite 6.10). Con las muestras resultantes de ambos casos, se
realizé un Western blot para detectar la fraccién constante de la IgG humana
(Acapite 6.11). En la Figura 9, se muestran los resultados. Se emple6é como
control positivo en este ensayo, células transfectadas con un plasmido
codificante para el dominio de lectina de las latrofilinas acoplado a la fraccion
constante de una IgG humana (lg-Lec). Como controles negativos, se
emplearon células transfectadas con un plasmido que codifica para eGFP y

células sin transfectar (ST).

m MEDIO EXTRACTOS TOTALES

: 1:10B  Ig-Lec EGFP
1:10A 1:10B lg-Lec EGFP ST 1:10A g ST

250 kDa 250 kDa

150 kDa
150 kDa

100 kDa
100 kDa

75 kDa

75 kDa

50 kDa il

37 kDa

37 kDa

Figura 9. Inmunodeteccion de Fc-higG para comprobar la expresién de los plasmidos
1:10 Ay 1:10 B en células HEK293. Control positivo: plasmido que codifica para Ig-
Lec; controles negativos: plasmido que codifica para eGFP y células sin transfectar
(ST). (A) Medio sometido a purificacion de proteinas acopladas a IgG. (B) Extractos

totales de células transfectadas.

Hevin es una proteina de 75 kDa, pero su forma glicosilada alcanza hasta un
peso molecular aparente de 130 kDa, debido a su perfil de migracion sobre
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geles de poliacrilamida [54] . De modo que Hevin acoplada a la fraccion
constante de una IgG humana, deberia encontrarse en un peso de 100 kDa y
alrededor de 155 kDa, para la forma glicosilada en geles de poliacrilamida.
Como se observa en la figura 9, si se pudo detectar una sefial para IgG en el
control positivo, sin embargo, ni en el medio, ni en los extractos totales, se
logré detectar la sefal esperada para Hevin. Esto indica que los pladsmidos
1:10 Ay 1:10 B, ambos codificantes para la variante 0402, no se expresan en
las células HEK293, bajo las condiciones experimentales empleadas. Al no
expresarse las clonas 1:10 Ay 1:10 B, se evalué entonces la expresion del
plasmido pEZ-M98 Hevin-eGFP, que se utiliz6 como ADN molde para
amplificar la secuencia 0402. Se transfectaron células HEK293 por el método
de fosfato de calcio y 72 horas después se colecté el medio. Se prepararon
extractos totales de estas células y se detecto el epitopo GFP, mediante
Western blot (Figura 10).

eGFP Hevin-eGFP Sin transfectar
ET ET M ET M ET M
250 kDa
150 kDa
100 kDa
75 kDa -
50 kDa
o

Figura 10. Inmunodeteccion para GFP en células HEK293 transfectadas con el
plasmido pEZ-M98 Hevin-eGFP. Control positivo: células transfectadas con plasmido
gue codifica para eGFP; control negativo: células sin transfectar (ST). ET: extractos

totales; M: medio.

En este caso, la proteina Hevin acoplada a eGFP debe encontrarse alrededor

de los 105 kDa y los 160 kDa, para las formas correspondientes a su peso
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tedrico y aparente, respectivamente. Como se observa en la Figura 10, se
detecto la expresion de eGFP en las células empleadas como control positivo;
sin embargo, no se detectaron las bandas de 105 y 160 kDa, esperadas para
Hevin. Esto indica que el plasmido pEZ-M98 Hevin-eGFP no se expresa en las
células HEK293, bajo las condiciones experimentales empleadas. Se realiz6
la secuenciacion del plasmido pEZ-M98 Hevin-eGFP empleado en la
transfeccion y no se encontraron cambios significativos con respecto a la
secuencia original. Finalmente, se transfectaron células HEK293 con el
plasmido pM08 Hevin-3HA-His, que codifica para la proteina Hevin que
contiene la etiqueta HA y una cola de 6 histidinas en su carboxilo terminal. Se
empled igualmente la transfeccion por el método de fosfato de calcio, y a las
72 horas se colect6 el medio y se prepararon extractos totales de células, para
la deteccion del epitopo HA por Western blot. En la Figura 11 se muestra el
revelado del Western blot.

Como control positivo se emplearon células transfectadas con un plasmido que
codifica para la proteina Latrofilina que contiene la etiqueta HA en su primera
asa extracelular (CL1AA-HA).
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Figura 11. Inmunodeteccién para HA en células HEK293 transfectadas con el
plasmido pM08 Hevin-3HA-His. Los carriles del 2 al 5 se corresponden con dos
alicuotas diferentes del ADN pMO08 Hevin-3HA-His. Control positivo: células

transfectadas con plasmido que codifica para CLLAA-HA; control negativo: células sin
transfectar (ST). ET: extractos totales; M: medio.

Las etiquetas HA e His, poseen un peso molecular aproximado de 5 kDa, por
lo que el peso molecular de Hevin-HA-His, tedérico y aparente, se desplazaria
a los 80 y 135 kDa respectivamente.

En las muestras correspondientes a las células transfectadas con Hevin-3HA-
His, se detecto la sefial de HA tanto en el medio como en los extractos totales
de estas células. Se observo una banda comprendida alrededor de los 130
kDa, tal como se esperaba para esta proteina. Curiosamente, también se
detectaron una segunda y tercera banda, siendo esta mas intensa en los
extractos totales, alrededor de los 40 y 45 kDa que podria ser producto de un

corte en la region carboxilo, de la proteina Hevin.
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7.3.Busqueda en base de datos de posibles interacciones descritas para
Hevin.

En este proyecto explora la posibilidad de interaccion de Hevin con varias
moléculas de adhesion sinaptica, diferentes de Nrx1 a y Nrx1 B. Dentro de las
moléculas que se pretenden evaluar, se encuentran las siguientes familias:
latrofilinas, receptores CelsR, receptores Bai, neurexinas, neuroliginas,
teneurinas, FLRT, distroglicanos, efrinas, amigo, receptor Nogo, MAG y APP.
Estas fueron descritas brevemente en el acapite 1.2. No obstante, primero fue
necesario comprobar si habia sido descrita con anterioridad la interaccién
directa o la posible interaccion de Hevin con alguna de estas proteinas.

Se realizé una busqueda en las bases de datos IntAct [55] y Biogrid [56]. En la
Tabla 17 se muestran las posibles interacciones descritas para Hevin de
acuerdo con la informacion recogida en estas bases de datos. De todas las
SAMs, que se pretenden evaluar en este proyecto, solo para la proteina

precursora amiloidea se ha descrito una posible interaccion con Hevin.
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Tabla 17. Interacciones proteicas predichas para Hevin segun bases de datos IntAct

y Biogrid.
Proteina Método de deteccion Publicaciéon (Pubmed ID)
FAM20C Arreglo de péptidos fosforilados 20926826
TNF mRNA display 20195357
PRNP Cross-linking 15146195
APP Cross-linking 17934213
CBFB mRNA display 20195357
EGFR Reconstruccion con ubiquitina 20029029
SKIL Doble hibrido 15231748
PDGFRL Doble hibrido 24412244
DISC1 Doble hibrido 17043677
Ywhae Cosedimentacion 16615898

*FAM20C: Familia con familiaridad de secuencia 20, miembro C; TNF: Factor de necrosis tumoral; PRNP:
proteina pridnica, APP: proteina precursora amiloidea; CBFB: del inglés: core-binding factor beta subunit;
EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico; SKIL: proteina similar a SKI; PDGFRL: proteina
similar al receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas; DISC1: del inglés: disrupted in
schizophrenia. Ywhae: proteina 14-3-3 epsilon.

7.4. Deteccién por microscopia confocal de la interaccién de Hevin con
moléculas de adhesién sinaptica.

Se transfectaron células HEK293T con los plasmidos codificantes para cuatro
isoformas de neurexina 1, empleandose el método de PEI. Las cuatro
isoformas de neurexina fueron: NRX1a sin el sitio de splicing 4 (SS4), NRX1a
con el SS4, NRX1B sin SS4 y NRX1 B con SS4. Estas, ademas, estan
acopladas al fluoré6foro mCherry lo cual permite su deteccion. Se ha descrito
la interaccion de Hevin con la neurexina de tipo a, no asi con la 3 [8], por lo
gue estas isoformas de neurexina, constituyeron excelentes candidatos para
emplearlos como controles experimentales para evaluar la interaccion de
Hevin con otras moléculas de adhesion sinaptica. De modo que las neurexinas

a serian el control positivo y las B, el control negativo.
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Transcurridas 48 horas después de la transfeccion, se les retird el medio a las
células transfectadas y se incubaron durante toda la noche con Medio H, el
cual contiene Hevin-HA-His (Acéapite 6.12). De existir una interaccion entre
Hevin y las isoformas de la neurexina, se esperaria que una parte de la
cantidad total de Hevin-HA-His contenida en el medio se adhiera a las
neurexinas en la superficie celular. Para visualizar la ocurrencia de esta
interaccion, se realizd un ensayo de inmunofluorescencia (Acapite 6.12.1) para
detectar el epitopo HA en la superficie de células HEK293T que expresan
Neurexina 1. En la Figura 12 A se muestran las imagenes obtenidas por
microscopia confocal para este ensayo. En azul se muestra la tincion para
DAPI, en rojo, para neurexina acoplada a mCherry y en verde, la tincion para
HA. Como se puede apreciar, las cuatro isoformas de neurexina se expresan
en estas células y ademas se observé una sefal intensa, lo que podria ser
indicativo de un alto nivel de expresidén. No se observo sefial en las células sin
transfectar. Tal como habia sido descrito, no se observo sefial para HA en las
células HEK293T transfectadas con las dos isoformas de neurexina B. Sin
embargo, tampoco se observo sefial en las muestras correspondientes a las

neurexina a.
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Figura 12. Ensayo de inmunofluorescencia para detectar la interaccion de Hevin con
isoformas de neurexina 1. (A) Se muestran células HEK293T que expresan
neurexina-mCherry, incubadas durante 16 horas con Medio H, que contiene Hevin-
HA-His. Control negativo: células sin transfectar (ST). Objetivo 100X, Escala 10 pm.
(B) Inmunodeteccion para HA en el medio H (medio condicionado de células HEK293
72 horas después de la transfeccion con el plasmido pM08 Hevin-3HA-His. Cada carril
corresponde a un ensayo diferente.

Debido a estos resultados, se comprob6 por Western blot, la presencia de
Hevin-HA-His en el Medio H empleado para estos ensayos. En la Figura 12B
se puede observar que el Medio H contiene Hevin-HA-His, por lo que la
ausencia de sefal para HA en estos ensayos, no se debe a la ausencia de
esta proteina en el medio H. Se implementd entonces un control positivo para
el ensayo de inmunofluorescencia en si. Este consistio en células HEK293T
transfectadas con el plasmido que codifica para CL1AA-HA, y que fue
empleado en el western blot mostrado en el acapite anterior. Sin embargo,
aunque se pudo visualizar la seiflal de CL1AA-HA directamente en el
microscopio confocal, no se logré capturar la imagen. En estos ensayos

tampoco se observé sefial para Hevin.

7.5. Deteccion por ELISA de la interaccion de Hevin con moléculas de
adhesion sinaptica.

Con el propésito de evaluar la interaccion de Hevin con moléculas de adhesion
sinaptica, se emple6 un nuevo enfoque basado en ELISA, que sera discutido
mas adelante. No obstante, se siguié la misma idea de que de existir una
interaccion entre Hevin y las SAMs, se esperaria que una parte de la cantidad
total de Hevin-HA-His contenida en el medio se adhiera a las moléculas de
adhesion en la superficie celular, donde se llevara a cabo su deteccién.

Uno de los cambios mas importantes en esta nueva estrategia fue la
cotransfeccion de Hevin-HA-His con las SAMs. Se decidio emplear células

HEK293T, ya que en los ensayos de microscopia se observo que parecen ser
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un sistema adecuado para la expresion de las isoformas de neurexina. No
obstante, debido a que se haria una cotransfeccién con pM08 Hevin-3HA-His
habia que evaluar entonces la expresion de este plasmido en esta linea
celular. Por lo que células HEK293T con pM08 Hevin-3HA-His y se detecto la
presencia de Hevin-HA-His por Western blot (Figura 13 A), tanto en el medio
como en los extractos totales de estas células.

Curiosamente, al realizarse una comparacion entre la relacion de intensidades
para las bandas de 40 y 130 kDa en células HEK293 y HEK293T (Figura 13
B), se observo que, aunque la proteina Hevin es cortada en ambas lineas
celulares, la banda 40 kDa en el medio de células HEK293 parece ser 19 veces
mas intensa que banda de 130 kDa, en contraste con las células HEK293T
donde la banda de 40 kDa es parece ser, aproximadamente, 5 veces mas

intensa.
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Figura 13. Expresion de pM08 Hevin-3HA-His en células HEK293T. (A)
Inmunodeteccién para HA en células HEK293T transfectadas con el plasmido pM08
Hevin-3HA-His. (B) Relacién de intensidad de las bandas de 40 y 130 kDa
correspondientes a Hevin-HA-His, en células HEK293 y HEK293T. Para las células

HEK293 se muestra la media de 3 repeticiones, mientras que para las células
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HEK293T se muestran los datos correspondientes con un ensayo Unico. ET: extractos
totales; M: medio.

Una vez comprobada la expresion de pMO08 Hevin-HA-His en células
HEK293T, se procedio a evaluar la interaccion de esta proteina con las SAMs.
Se cotransfectaron células HEK293T con los plasmidos codificantes para
SAMs. Transcurridas 24 horas después de la transfeccion, se resembraron las
células en placas de 96 pozos y un dia después se realiz6 la deteccion del
epitopo HA por ELISA (acapite 6.13). En la Figura 14 se muestran los
resultados para este ensayo. Ademas de las cuatro isoformas de neurexina
evaluadas anteriormente, también se incluyeron la proteina precursora
amiloidea y la latrofilina 1. En primer lugar, es necesario destacar, que en las
células HEK29T transfectadas solo con pM08 Hevin-3HA-His, se incrementa
la sefial detectada para HA con respecto a las células sin transfectar, donde la
sefial se debe principalmente a la union inespecifica de los anticuerpos. Esto
sugiere que Hevin es capaz de interactuar con alguna molécula expresada en
células HEK293T, ya sea en su superficie o secretada a la matriz extracelular.
En contraste con lo descrito en la literatura [8], se encontrd que en las células
donde se coexpresd Hevin con NRX1B sin SS4, se detecté mas sefal que en

las células transfectadas solo con Hevin.

Ademas, se encontraron también diferencias en el caso de las células donde
se coexpresd Hevin con NRX1a sin SS4, sin embargo, esta relacion fue
opuesta a la esperada ya que se detect6 menos sefial de Hevin en estas
células, lo que puede sugerir una menor union. Para el caso de la latrofilina 1,
se encontrd un resultado similar al obtenido con NRX1a sin SS4. Mientras que
para la proteina precursora amiloidea no se aprecian diferencias evidentes
respecto a las células donde sélo se expres6 Hevin, en contraste con los
resultados de la base de datos IntAct, que reporta a APP como uno de los

blancos de interaccion para Hevin.
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Figura 14. ELISA para detectar la interaccion de Hevin con moléculas de adhesion
sinaptica (SAMs). Se cotransfectaron células HEK293T con los plasmidos
codificantes para moléculas de adhesion sinaptica y con pM08 Hevin-3HA-His. Se
muestran 5 réplicas para cada condicion. Se analizé la existencia de diferencias
estadisticamente significativas con respecto a condicién donde solo se transfecté con
pM08 Hevin-3HA-His. Para ello se empleé un ANOVA seguido de Test de Dunnet.
*p<0.05, n=1. SS4: sitio de splicing 4, ST: sin transfectar.
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8. Discusion.

8.1. Obtencidn de plasmido codificante para la proteina Hevin acoplada a
la fraccion constante de una IlgG humana.

Como se describid con anterioridad, se decidid realizar la clonacion de la
secuencia codificante para Hevin en el vector pCMVIgSPnrx. Esto nos
permitiria expresar Hevin acoplada a la etiqueta Fc-lgG para su posterior
purificacion. Se disefiaron cuatro cebadores para la PCR, de modo que se
pudieran obtener cuatro variantes de la secuencia codificante para Hevin, y
consecuentemente, cuatro variantes de la proteina. En este caso, Hevin
tendria dos posibles modificaciones: eliminacién de su péptido sefial y/o de
algunos aminoéacidos hidrofébicos en sus extremos amino y carboxilo. El
cambio del péptido sefial es una herramienta que se emplea en la produccion
de proteinas recombinantes para incrementar su secrecién al medio [57] y que
ya se ha empleado para producir Hevin [8].

En nuestro laboratorio se ha empleado el vector pCMVIgSPnrx, para la
produccion de ligandos de latrofilina (FLRT y teneurina) en su forma soluble,
con buen rendimiento en ambos casos. De ahi que se decidiera emplear el
mismo vector para expresar Hevin.

El segundo cambio en las variantes 0102, 0103, 0402 y 0403, consistié en
eliminar algunos aminoacidos hidrofébicos de la secuencia de Hevin, en sus
extremos amino y carboxilo. La eliminacion de residuos hidrofébicos permite
aumentar la solubilidad y estabilidad de las proteinas, sobre todo cuando se
pretenden producir en grandes cantidades. Cambios pequefios, como la
eliminacién de solo dos residuos hidrofébicos puede representar un cambio
significativo en la estabilidad de una proteina [58].

En este proyecto se obtuvo la clona codificante para la variante 0402, pero no

para las demas variantes.
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La falla de las clonaciones para las variantes 0102, 0103 y 0402, pudo deberse
a diversos motivos. No obstante, nos concentraremos en discutir las posibles

causas, en dependencia de lo observado durante las clonaciones.

Al transformarse bacterias DH5a con el producto de la ligacién se observaron
pocas colonias transformadas y de pequefio tamafio. Esto pudiera ser
indicativo de que las bacterias no son viables, sin embargo, se utilizé el
plasmido pCMVIgFLRT3SPnrx como control positivo de transformacion y se

obtuvieron muchas colonias transformadas de buen tamafo.

Otro factor a tener en cuenta es una ligacion ineficiente que puede estar
causada comunmente por degradacion de ATP en el buffer de la ligasa o una
proporcion inadecuada de vector:inserto. Con el fin de descartar esto, se
probaron diferentes cantidades de inserto vector, tal como fue descrito en el
acapite 6.2.4. Ademas, se incluyé un control positivo para la ligacion, que
consistié en el plasmido pCMVIgFLRT3SPnrx cortado una sola vez por la
endonucleasa Sal |. Para el control positivo de la ligacion, se obtuvieron

también muchas colonias transformadas de tamafio adecuado.

Es posible también que el fragmento de ADN de interés sea toxico para las
bacterias. En estos casos seria recomendable incubar las placas de agar LB
a una menor temperatura, entre 20y 30 °C, o probar con otra cepa bacteriana.
También es posible que no se haya producido un corte adecuado de la enzima.
En el caso del plasmido pCMVIgFLRT3SPnrx se observaron los fragmentos
esperados ante la digestion con Nhe |y Sal | (Figura 6B), por lo que se sugiere
que, de existir un corte inadecuado o incompleto, sea en el inserto. Debido a
que la digestion del inserto con Nhe | y Sal | solo genera una diferencia de
unas pocas pares de bases, no se puede observar un cambio en la migracién
electroforética en un gel de agarosa. Por lo que, en nuestro caso, de no haber

ocurrido el corte del inserto, no pudimos detectarlo en nuestros ensayos.

60



Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
Departamento de Biologia Celular

8.2. Expresion de Hevin en células HEK293 y HEK293T

Como sistema de expresion para Hevin-hlgG se emplearon las células
HEK293. Esta linea celular tiene las maquinarias de modificaciones
postraduccionales que garantizan el plegamiento adecuado de las proteinas y
su actividad biolégica 6ptima. Ademas, tienen alta eficiencia de transfeccion,
asi como traduccion y procesamiento fiel de las proteinas, lo que resulta en un
alto rendimiento de las mismas [59]. Esta linea celular también se ha
empleado en otros estudios para la expresion de Hevin [8] [48] [53].

Como se mostré en la seccion de resultados, los plasmidos 1:10 Ay 1:10 B no
se expresaron en esta linea celular (Figura 9).

En el plasmido 1:10 A solo se secuencid en la regién 3’ del gen codificante
para Hevin, por lo que se desconoce, en este caso, si en la region 5’ exista
alguna mutacibn que elimine el reconocimiento por la maquinaria
transcripcional celular o que provoque un corrimiento en el marco de lectura.
No obstante, en la construccién 1:10 B, la regién codificante para Hevin, se
identifico en su totalidad y tampoco se logré la expresion de este plasmido en
células HEK293. La ausencia de deteccion de Hevin en células HEK293 pudo
estar causada por las modificaciones en la secuencia proteica, ya que la a
clona 1:10 B, se corresponde con la variante 0402 de Hevin. Existe la
posibilidad de que, contrario a lo deseado, estas modificaciones provoquen un
plegamiento inadecuado de la proteina y su consecuente degradacion.
También se consideré que el problema se encontrase en la secuencia original
de Hevin, que se us6 como ADN molde para la amplificacién por PCR. Por ello
se evalué la expresion del plasmido pEZ-M98 Hevin-eGFP y se obtuvieron los
mismos resultados que con las clonas 1:10 A y 1:10 B. Esto sugirié que la
causa de la ausencia de expresion de Hevin, se originaba del plasmido pEZ-
M98 Hevin-eGFP. De modo que se secuencio la region codificante para Hevin
en este plasmido, mas no se encontrd algin cambio significativo que justificara

su falta de expresion. Las diferencias que se encontraron se atribuyeron sobre
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todo a una resolucion limitada de la técnica, sin embargo seria recomendable
repetir la secuenciacion.

El plasmido pM08 Hevin-3HA-His resultdé el adecuado para la expresion de
Hevin en células HEK293. De modo que se contempla reintentar la clonacién
de la secuencia codificante para Hevin en el vector pCMVIgSPnrx, pero
partiendo de pM08 Hevin-3HA-His para amplificar la secuencia que codifica
para Hevin.

Curiosamente, como se pudo observar en la Figura 11, se detectd una banda
entre los 130 y 140 kDa que se corresponde con la proteina Hevin completa,
sin embargo, también se encontraron dos bandas de 40 y 45 kDa,
principalmente en los extractos celulares. Se ha reportado que las
metaloproteasas ADAMTS4 y MMP3, pueden cortar a Hevin. El corte por
MMP3 ocurre en los aminoacidos 368 y 602, dando lugar a dos bandas de 37
y 6 kDa, y aunque este ultimo fragmento conservaria la etiqueta HA, por su
peso molecular, no seria visualizado en un gel al 8% [60] . De modo que solo
se veria la banda de 130 KDa. Este patron de corte no se corresponde con lo
observado en nuestros resultados por lo que se descartd que la MMP3 sea la
causa de este. El corte con ADAMTS4 ocurre en el aminoacido 350 y genera
un fragmento carboxilo terminal de 40 kDa [61], o que se asemeja mas con lo
gue se encontré en nuestros resultados. EI ARNm de ADAMTS4 se ha
detectado en células HEK293 [62] lo que sugiere que esta proteasa podria ser
responsable del corte que se observé en nuestros resultados.

Se sugiere que la banda de 45 kDa corresponda con el mismo producto de
corte de ADAMTS4, pero con diferencias en cuanto a modificaciones
postraduccionales, respecto a la banda de 40 kDa. Tampoco se descarta la
posibilidad de que éste sea un producto de corte de otra proteasa o que la
misma ADAMTS4 realice corte en mas de un sitio a la vez.

Aunque la fraccion mayoritaria de Hevin secretada al medio por células
HEK293, se compone aparentemente de la proteina cortada, o sea, de su

region carboxilo terminal, se decidid seguir usando este mismo sistema para
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producir Hevin, debido a que la forma completa también se produce y secreta

al medio.

8.3. Identificacion de ligandos enddgenos para Hevin.

Segun las bases de datos IntAct y Biogrid se han reportado varias proteinas
como posibles interactores de Hevin.

FAM20C es una Serina/Treonina cinasa que fosforila a muchas proteinas en
el medio extracelular [63]. Hevin posee sitios de fosforilacion en su secuencia,
por lo que, al ser una proteina secretada al medio extracelular, es probable
que constituya uno de los blancos de fosforilacion de FAM20C.

La proteina pridnica, la proteina precursora amiloidea y DISC1, han sido
asociadas con la formacion de sinapsis y en el desarrollo de desoérdenes
neuroldgicos [34][64], al igual que Hevin. Las proteinas PRNP y APP son
proteinas de membrana expresadas en las neuronas por lo que es probable
que sean ligandos para Hevin; no obstante, se necesitarian estudios mas
precisos para comprobar esta interaccion. Por su parte, DISC 1 no es una
proteina de membrana, sino que esta involucrada en el trafico neuronal. Esta
proteina parece ser un adaptador entre cargo (vesicula sinaptica, mitocondria,
complejo proteico) y su complejo motor en las neuronas [65]. Aunque Hevin es
una proteina expresada principalmente en astrocitos, también se ha detectado
en neuronas [66], por lo que existe la posibilidad de que DISC1 regule el trafico
intracelular de Hevin en las neuronas.

La proteina similar a PDGFR tiene una gran similitud con el PDGFR, y
aungue no se conoce mucho respecto a su funcion biolégica, se ha asociado
a la supresion de tumores [67]. Se ha detectado el ARNm de PDGFRL en el
sistema nervioso central [62]; sin embargo, la interaccion entre Hevin y
PDGFRL fue descrita para cancer colorrectal [68]. Una de las funciones
relacionadas con las proteinas matricelulares es la regulacién de vias de
factores de crecimiento [41], asi como la participacion en procesos

inflamatorios [69]. Por lo que la idea de una interaccion entre Hevin y EGFR o
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TNF, no es decabellada; sin embargo, se necesitarian enfoques mas directos
para comprobarlo.

La proteina CBFB es una subunidad de un factor de transcripcion [70],
mientras que SKIL y Ywhae son dos proteinas de sefializacion, la primera
relacionada con la via de las smad [71] y la segunda pertenece a la familia 14-
3-3 y su delecion se ha asociado con desérdenes psiquiatricos [72]. Aunque la
funcién para las proteinas matricelulares se ha estudiado principalmente en la
matriz extracelular y en la superficie celular, se ha descrito que también
pueden estar involucrada en la regulacion de procesos intracelulares [41]. El
conocimiento sobre el trafico y funcion intracelular de Hevin es practicamente
nulo, por lo que seria interesante considerar un posible efecto en la
sefalizacion intracelular.

Una vez conocido que de las proteinas de adhesion sinapticas que se
pretenden evaluar con este proyecto, solo para APP se ha descrito una
interacciébn con Hevin, se realizaron entonces los ensayos de marcaje de
superficie celular. De existir una interaccion entre Hevin y SAMs, se esperaba
detectar Hevin adherido a células que expresan proteinas de adhesion
sinaptica.

La primera estrategia que se emple6 para evaluar esto, fueron los ensayos de
inmunofluorescencia, donde se fall6 en detectar interaccion entre Hevin y
NRX1q, la cual ha sido reportada previamente [8]. Cuando se empled un
control positivo para el ensayo de inmunofluorescencia. aunque se pudo
visualizar la sefial de CL1AA-HA directamente en el microscopio confocal, lo
qgue indica que si es posible detectar el epitopo HA en nuestro ensayo. Sin
embargo, no se logré6 capturar la imagen en este caso en particular,
probablemente debido al fendmeno de fotoblanqueo.

Debido a que no se lograron obtener resultados concluyentes con el empleo
de inmunofluorescencia, se redisefio la estrategia para evaluar la interaccién
entre Hevin y SAMs. De manera general, para los ensayos de

inmunofluorescencia, se incubaban células HEK293T que expresaban las
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neurexinas ay 3, con Medio H, que contiene Hevin-HA-His. Los aspectos que
se decidieron optimizar al redisefar la metodologia fueron la concentracién de
Hevin y su difusion en el medio.

La proteina Hevin contenida en el medio debe encontrarse en una
concentracion suficiente para que pueda difundir hasta las células e
interactuar, en caso de que lo haga, con uno de sus ligandos. Ademas, la
cantidad que se une, debe ser suficiente para su deteccion por
inmunofluorescencia. Por otra parte, la temperatura que se usa durante este
proceso es de 4 °C, que, si bien disminuye el proceso de recambio de las
proteinas de membrana a las que se puede unir Hevin, puede que no sea una
temperatura favorable para su difusiéon en el medio. Debido a esto se
realizaron entonces cotransfecciones de Hevin y las SAMs en células
HEK293T.

Se decidié emplear inicialmente, células HEK293T, ya que en los ensayos de
microscopia se observdé que parecen ser un sistema adecuado para la
expresion de las isoformas de neurexina. Cuando se evaluo la expresion de
Hevin en esta linea celular, por Western blot, se encontré otra razén favorable
para emplear estas células en los ensayos de cotransfeccion. Se observo que
la relacion de intensidad de las bandas de 40 y 130KDa, es menor en células
HEK293T en comparacién con las HEK293. Esto sugiere, que existe un menor
procesamiento proteolitico en las células HEK293T, lo que tal vez nos
permitiria tener una mayor contribucién de la forma completa de Hevin durante
los ensayos de marcaje de superficie celular.

Al expresar ambas proteinas en las mismas células, se incrementa la
concentracion de Hevin disponible para interactuar con las SAMs, ya que en
el mismo microambiente donde se expresan éstas, es secretado Hevin, que
tiene que difundir mucho menos en el medio y en una temperatura mas
favorable (37 °C), en comparacién con la estrategia previa. Por otra parte, se
empled el método de ELISA con un anticuerpo anti-HA como primario, y con

el anticuerpo secundario conjugado a una enzima (HRP), en lugar de
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inmunofluorescencia. Realizar el revelado con una reaccion enzimatica ofrece
la ventaja de la amplificacion de la sefial, y, por tanto, aunque la interaccion de
Hevin con alguna molécula de adhesion, sea poca, sera detectable.

Los resultados obtenidos con esta nueva estrategia fueron bastante
interesantes. En primer lugar, se observé un aumento de la sefial para Hevin-
HA, cuando las células HEK293T fueron transfectadas con pM08 Hevin-3HA-
His, en comparacion con las células que no fueron transfectadas. Esto sugiere
gue Hevin puede interactuar con una o varias proteinas, ya sea en la
membrana de las células HEK293T o en la matriz extracelular.

Se ha descrito la interaccion de Hevin con colageno de tipo | [46]. EI ARNm de
esta proteina de matriz extracelular se ha detectado en células HEK293, asi
como también se expresan las cadenas a 1 y a 6 de colageno Il. En células
HEK293T se expresa la cadena a 1 de colageno, pero no se encontré
informacion sobre la expresion de colageno 1 [62,73]. No obstante, aunque
solo se ha descrito la interaccion de Hevin con colageno I, no se debe
descartar la potencial interaccidon con otros tipos de colageno, o con otras
proteinas tipicas de la matriz extracelular.

También se podria contemplar que la interaccién de Hevin sea con integrinas.
En células endoteliales, Hevin inhibe la formacion de adhesiones focales [47]
las cuales son sitios donde la adhesién célula-ECM estd mediada por
integrinas [74]. Aunque no se ha reportado como Hevin inhibe la formacién de
adhesiones locales, se ha visto que SPARC, proteina con la que Hevin guarda
un 51% de identidad [75], interactua con integrina B3 y disminuye su
estabilidad en la superficie celular [76].

A diferencia de lo descrito para Hevin [8], se encontr6 que en las células donde
se coexpresd Hevin con NRX1[B sin SS4, se detectd mas sefal que en las
células transfectadas solo con Hevin, Mientras que en las células donde se
coexpreso Hevin con NRX1a sin SS4, se observé menos senal.

Es interesante, que el cambio en la sefial en las células que coexpresan Hevin

y heurexinas, solo se observo en aquellas que no contienen el sitio de splicing
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4: NRX1a -SS4 y NRX1B -SS4. La sobreexpresion de neurexinas que contiene
el SS4, no provoca cambios en la sefal. La ocurrencia o no de splicing en el
sitio 4 de las neurexinas es importante para determinar con cuéles ligandos
interactian. Latrofilina y LRRTM son ligandos de las neurexinas que no
poseen el SS4, mientras que la cerebelina si requiere de la presencia del SS4
para interactuar con las neurexinas [5]. Esto sugiere que la posible interaccion
de Hevin con las neurexinas, pudiera depender de la ausencia del SS4.

Para la condicion donde se coexpres6é Hevin y Lphnl, se observé una
disminucién de la sefal, similar a las células cotransfectadas con Hevin y
NRX1a sin SS4. Estos resultados se pueden analizar desde varias
perspectivas. Un primer enfoque es que, en nuestro sistema, Hevin interactia
con NRX1B -SS4 y que eso explique el incremento de la sefial respecto a
células que solo expresan Hevin. Siguiendo este enfoque, entonces la
disminucion de la sefial cuando se coexpresan NRX1a -SS4 y Lphnl con
Hevin, implicaria que esta no interactla con estas dos proteinas. En este caso,
se podria sugerir que tanto NRX1a -SS4 como Lphnl pueden competir con
Hevin por la molécula a la cual se une en las células o debido a la sefalizacion
basal de estos receptores, ocurra una disminucion de la expresion de la
proteina a la cual se une Hevin en células HEK293T.

Un segundo enfoque seria que Hevin puede interactuar con los tres
receptores, pero que tiene un efecto diferente sobre la estabilidad en la
membrana de estos receptores. Si al interactuar Hevin con uno de estas
proteinas, promueve su internalizacién, y Hevin es internalizado como parte
de un complejo con alguna de estas proteinas, habra menos cantidad de Hevin
en la superficie celular y por tanto disminuira su sefial en el ELISA. Tal y como
se observa con NRX1a -SS4 y Lphnl. Aunque no se ha reportado
internalizacion para Nrx1, si se ha visto que la interaccion de Lphnl con su
ligando Nrx1 B, provoca la internalizacion del receptor [77]. Para las células

cotransfectadas con NRX1 -SS4 y Hevin, ocurriria lo contrario: Hevin provoca
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una mayor estabilidad en la membrana, lo que se traduce en una mayor sefal
sobre la superficie celular.

En el caso de la proteina APP no se encontré una diferencia en cuanto al
control solo transfectado con Hevin, lo que sugiere una ausencia de
interaccion. Sin embargo, hay que tener en cuenta que APP es procesada
proteoliticamente, de modo que es posible que Hevin interactle a esta
proteina y estimule su corte, y liberacion del complejo Hevin-APP al medio.
Como el ensayo de ELISA empleado solo detecta la sefial de Hevin en las
células o en su matriz extracelular, no seria posible por esta via comprobar la
interaccion de Hevin con APP.

Un Ultimo aspecto importante a resaltar surge del hecho de que Hevin se una
a alguna molécula en las células HEK293T. Esto nos hace plantearnos
algunas preguntas. La diferencia en la intensidad de las bandas de 130 y 40
kDa, ¢ se debe realmente a que Hevin es cortada en el medio extracelular? ¢,0
a que la forma completa permanece adherida a las células, impidiendo su
deteccidn en el medio? ¢Se encontrara el mismo patrén a las 24 y 48 horas
después de la transfeccion? ¢Qué fraccion de Hevin se une: ¢la forma
completa, o la cortada, o ambas? Con lo que tenemos hasta el momento, no
podemos arribar a conclusiones apresuradas respecto a este tema, por lo que
nuevos experimentos seran necesarios para obtener resultados mas

concluyentes.
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9. Conclusiones.

1. Hevin interactia con alguna molécula expresada en la membrana o
matriz extracelular de células HEK293T y es probable que se trate de algun
tipo de coldgeno o una molécula de adhesion mas clasica, de acuerdo a las
interacciones y funciones que se han descrito para Hevin con anterioridad.

2. Hevin parece interactuar con NRX1[ sin el sitio de splicing 4, lo cual
no habia sido descrito hasta el momento.

3. La deteccion de Hevin en células HEK293T que expresan NRX1a sin
el sitio de splicing 4 o latrofilina 1, es menor, lo cual puede sugerir una ausencia
de interaccion entre Hevin y estas moléculas de adhesion sinaptica. Sin
embargo, no se descarta que pueda existir interaccion entre estas proteinas,
seguida de mecanismos regulatorios que impliquen internalizacion o
procesamiento proteolitico, lo cual causaria una disminucion de la deteccién

de Hevin en estas células.

10. Perspectivas.

e Realizar la clonacién de las variantes 0102, 0103, 0402 y 0403 en el vector
pCMVIgSPnrx, empleando el plasmido pM08 Hevin-3HA-His como ADN
molde para amplificar por PCR la secuencia codificante para Hevin.

e Evaluar la interaccion de Hevin con otras moléculas de adhesién sinaptica.

e Evaluar temporalmente el corte proteolitico de Hevin a las 24 y 48 horas
posteriores a la transfeccion.

e Realizar espectrometria de masas, a partir de muestras de cerebro de
ratones silvestres C57BL/6. para detectar la presencia de otros ligandos

endogenos para Hevin.
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12. Anexos

Anexo 1. Alineamiento de la secuenciacion de la regién 5’ de la clona 1:10 B

(Seq 2) con la secuencia esperada para la ligacion de la variante 0402 con el

vector pCMVIgSPnrx (Seq 1), en la regidn codificante para Hevin. Programa

Serial Cloner 2.6.1. En las imagenes se muestran intervalos, correspondientes

al electroferograma, en regiones donde se encontraron diferencias respecto a

la secuencia original (Programa SnapGene 2.3.2)
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Seq 2 781 GAGGACGAAGAAGAGGAAGAAGAGGAAGAGCCGGAAGACATTGGTGCCCCCCAGTGATAA

Seq 1 598 CCAAGAGGAGGGAAAA-GAACCTCTGGA-GGAGCAGCCTACCAGCAA-GTGGG--AAGGA

A N
Seq 2 841 CCAAGAGGAGGGAAAAAGAACCTCTGGAGGGAGCAGCCTACCAGCAAAGTGGGGAAAGGA

Seq 1 653 AACAGAGAGCAATCTGATGACACC-TTA-GAAGAGTCCAGTCAGCCCACTCAGA--—-—-—

N
Seq_2 901 AACAGAGAGCAATCTGATGACACCCTTAGGAAGAGTCCAGTCAGCCCACTCAGAGTAAGG

Seqg 1 705 @ —-------- T--AAGCAAGACAGAGAAGCATCAATCTGAGCAAGGAAACCAAGGGCAGGAG

I I I I I I I I
Seq_2 961 CAAGACCAGAAGAAAGCAATCAATCCTGAAGCTAGGGAAACCGATGGTCAGCAGAGCTGA

Seq 1 755 AGTGACTCTGAGGCAGAAGGAGAGGACAAGGCTGCAGGCAGCAAGGAACACATTCCACAT

Il L LT N
Seq_2 1021 CTCTGAAGCCAGAATGTAGTAGGAAACAAAGGCTTGGCCAG-===========—=—————

840

652

704

960

754

1020

Seqlccgttgacgcaaatgggcggtaggcgtgtacggtgggaggtctatataagcagagctcgtttagtgaaccgtcagaattcaga
Seq2CCGTTGN]GCAN]TGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAATTCAGA

Seqlc AGTGATAACCAAGAGGAGGGAAAA GAACCTCTGGAGG AGCAGCCTACCAGCAA GTGGG AAGGAAACAGAGAGCAA
Seq 2 ClEAGTGATAACCAAGAGGAGGGAAAAAIGAACCTCTGGAGGGAGCAGCCTACCAGCAAAIGTGGGGAAAGGAAACAGAGAGCAA

Anexo 2. Alineamiento de la secuenciacion de la regién 3’ de la clona 1:10 B

(Seq 2) con la secuencia esperada para la ligacion de la variante 0402 con el

vector pCMVIgSPnrx (Seq 1), en la region codificante para Hevin.

Programa

Serial Cloner 2.6.1. En las imagenes se muestran intervalos, correspondientes

al electroferograma, en regiones donde se encontraron diferencias respecto a

la secuencia original (Programa SnapGene 2.3.2)
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| [ O [ [ |
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Seq 1 1620 ATCCCATTGAACTTCTCTTGAGGGACTTTAAGAAAAACTACCACATGTATGTGTATCCTG 1679

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrrrr et e e et e e e e et e
Seq 2 242 ATCCCATTGAACTTCTCTTGAGGGACTTTAAGAAAAACTACCACATGTATGTGTATCCTG 183

Seq 1 1680 TGCACTGGCAGTTTAATGAACTGGACCAGCATCCTGCAGACAGGATCTTGACACACTCTG 1739

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrrrr et e e et e e e e et e
Seq 2 182 TGCACTGGCAGTTTAATGAACTGGACCAGCATCCTGCAGACAGGATCTTGACACACTCTG 123

Seq 1 1740 AACTTGCTCCTCTGCGAGCTTCCCTGGTGCCCATGGAACACTGCATAACTCGCTTCTTTG 1799

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Seq 2 122 AACTTGCTCCTCTGCGAGCTTCCCTGGTGCCCATGGAACACTGCATAACTCGCTTCTTTG 63

Seq 1 1800 AGGAGTGTGACCCCAACAAGGATAAGCACATCACCTTGAAGGAATGGGGCCACTGCTTTG 1859

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Seq 2 62 AGGAGTGTGACCCCAACAAGGATAAGCACATCACCTTGAAGGAATGGGGCCACTGCTTTG 3

Seq 1 CCAAGGGC AGGAGAGTGA CTCTGAGGCAGAAGGAGAGGACAAGGCTGCA GGC AGCAAGGAACACATTCCACATACAGAG(
Seq 2 CCAAGGGCIEAGGAGAGTGARICTCTGAGICAGATCIGAGAGEACAEGGCTGCAAGGCIEAGCA=CGATICACATTCEACATACAGAG(

Seq 1 CAGAACCTACC GATGCTGCCGTGGTGCCTAGGAGTCACGGAGGAGCTGGTGATAACGGGGGCGGGG
5ed2 CAGAACCTACCICIGATGCTGCCGTGGTGCCTAGGAGTCACGGAGGAGCTGGTGATAACGGGGGCGGGG

Anexo 3. Alineamiento de la secuenciacion con oligo JC (Seq 2) con el vector
pEZ-M98 Hevin-eGFP (Seq 1) en la region codificante para Hevin. Programa
Serial Cloner 2.6.1. En las imagenes se muestran intervalos, correspondientes
al electroferograma, en regiones donde se encontraron diferencias respecto a

la secuencia original (Programa SnapGene 2.3.2)

Seq 1 6121 GGACTTTCCAAAATGTCGT-AACAACTCCGCCCCATT-GACGCAAATGGGCGGTAGGCGT 6178

Lo Frrrrrrrr rer e e e et
Seq 2 1 —-—mmmmm—————————— TAGAAACTCCGGCCCCATTGGACGCAAATGGGCGGTAGGCGT 42

Seq 1 6179 GTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCT-GGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTA 6237

FErrrrrrrrerrr e e rrrerer e e e e Err e e e
Seq_2 43 GTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCT-TAGGCAAAATAGAGAACCCACTGCTTA 101

Seq_ 1 6238 CTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGTTAAGCTT 6297

FEErrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Seq 2 102  CTGGCITATCGTCATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGTTAAGCTT 161
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Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq_1
Seq 2
Seq 1

Seq 2

Seq_1

Seq 2

Seq_1

Seq 2
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6298

162

6358

222

6418

282

6478

342

6538

402

6598

462

6658

522

6718

582

6778

6838

702

6890

762

6941

820

GATCAAACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGAAGGAATTCGGTACCATGAAGGCTGTG

FEErrrrrrr e et e e e e e e e e e e e e e e e e
GATCAAACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGAAGGAATTCGGTACCATGAAGGCTGTG

CTTCTCCTCCTGTGCGCCTTGGGAACCGCTGTGGCAATCCCGACAAGTACAAGGTTTCTC

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTTCTCCTCCTGTGCGCCTTGGGAACCGCTGTGGCAATCCCGACAAGTACAAGGTTTCTC

TCTGACCACTCCAACCCAACTACTGCAACACTGGTGACACCGGAAGACGCTACAGTCCCC

Frrrrrrrrerrrrrrrr e rrr e ettt r e e e e e
TCTGACCACTCCAACCCAACTACTGCAACACTGGTGACACCGGAAGACGCTACAGTCCCC

ATTGCCGGGGTTGAAGCTACAGCAGACATAGAAAACCATCCCAATGACAAGGCTGAAAAA

Frrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e e e e e e e e e e e e
ATTGCCGGGGTTGAAGCTACAGCAGACATAGAAAACCATCCCAATGACAAGGCTGAAARA

CCTTCAGCACTTAATTCAGAAGAGGAAACTCATGAACAGTCAACAGAGCAGGACAAAACC

Frrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCTTCAGCACTTAATTCAGAAGAGGAAACTCATGAACAGTCAACAGAGCAGGACAAAACC

TACAGCTTCGAGGTGGACCTGAAGGATGAGGAGGATGGAGATGGGGATTTAAGTGTAGAT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TACAGCTTCGAGGTGGACCTGAAGGATGAGGAGGATGGAGATGGGGAT TTAAGTGTAGAT

CCAACGGAAGGAACACTAACACTGGATCTACAAGAAGGTACAAGTGAGCCTCAACAGAAA

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCAACGGAAGGAACACTAACACTGGATCTACAAGAAGGTACAAGTGAGCCTCAACAGAAA

AGTCTCCCGGAGAACGGCGATTTCCCCGCGACCGTGTCCACTTCCTATGTGGATCCTAAC

Frrrrrrrerrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AGTCTCCCGGAGAACGGCGATTTCCCCGCGACCGTGTCCACTTCCTATGTGGATCCTAAC

CAACGCGCAAACATCACAAAGGGAAAGGAGAGTCAGGAGCAACCTGTAAGTGACTCACAC

FErrrrrrerrrr e e e e e e e e e e e e e e e
CAACGCGCAAACATCACAAAGGGAAAGGAGAGTCGGGAGCAACCTGTAAGTGACTCACAC

CAGCAACCGAATGAAA-GCAGCAAGCAAACCCAA-GACTTAAAGGCTGAAGAAA-—————

FEEErrrrrr e rrrr e e e e e rer e e e e
CAGCAACCGAATGAAAAGCAGCAAGCAAACCCAAAGACTTAAAGGCTGAAGAAAAGCCAA

————————— GCCAGACACAAGATCCAGACATTCCCAATGAAGAAGAGGAAGAAGAAGAGG

I I M Il FEEEE T bl
ACACCAAGAT-C-CCAGACATTCCCCAATTGAAGGAAGAGGGAAGAAGAAGAGGGACGAA

ACGAAGAAGAGGAAGAAGAGGAAGAGCCGGAAGACATTGGTG-—-—--— CCCCCAGTGATAA

R N R ERERRERREEN
GAACAGGAAAGAAGAGGGAAGGAGCCCGGAAAGACATTTGGGTTGCCCCCCCAGTGATAA

6357

221

6417

281

6477

341

6537

401

6597

461

6657

521

6717

581

6777

641

6837

701

6889

761

6940

819

6995

879

Seq 1\GTGACTCACACCAGCAACCGAATGAAA GCAGCAAGCAAACCCAA GACTTAAAGGCTGAAGAAA G
Seq 2\GTGACTCACACCAGCAACCGAATGAAAAGCAGCAAGCAAACCCAAAGACTTAAAGGCTGAAGAAAAG
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N

Seq1lcTcCG CCCCATTG ACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGA
Seq2CTCCGECCCCATTGEACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTITAGGCAAAATAGAGA

Anexo 4. Alineamiento de la secuenciacion con oligo 05 (Seq 2) con el vector

pEZ-M98 Hevin-eGFP (Seq 1) en la region codificante para Hevin. Programa

Serial Cloner 2.6.1. En las imagenes se muestran intervalos, correspondientes

al electroferograma, en regiones donde se encontraron diferencias respecto a

la secuencia original (Programa SnapGene 2.3.2)

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq_1

Seq 2

Seq_1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq_ 2

Seq 1

Seq_ 2

Seq 1

Seq 2

6781

6839

6896

124

6956

184

7016

244

7076

304

7136

364

7196

424

7256

484

CGCGCAAACATCACAAAGGGAAA--GGAGAGTCAGGAGCAACCTGTAAGTGACTCACACC

I N e e
GCGTCTACGATCACAAAGGGGGAAGGGAGAGTCAGGAGCAACCTGTAAGTGACTCACACC

AGCAACCGAATGAAAGCA-GCAAGCAAA-CCCAAGACTTAAAGGCTGAAGAAAGCCAG-A

R e AN NN
AGCAACCGAATGAAAGTAGGGAAGCAAGGCCCAAGACTTAAAGGCTGAAGAAAGCCATTA

CACAAGATCCAGACATTCCCAATGAAGAAGAGGAAGAAGAAGAGGACGAAGAAGAGGAAG

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CACAAGATCCAGACATTCCCAATGAAGAAGAGGAAGAAGAAGAGGACGAAGAAGAGGAAG

AAGAGGAAGAGCCGGAAGACATTGGTGCCCCCAGTGATAACCAAGAGGAGGGAAAAGAAC

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AAGAGGAAGAGCCGGAAGACATTGGTGCCCCCAGTGATAACCAAGAGGAGGGARAAGAAC

CTCTGGAGGAGCAGCCTACCAGCAAGTGGGAAGGAAACAGAGAGCAATCTGATGACACCT

FErrrrrrrrrrr e et e e e e e e e e e e e e e e
CTCTGGAGGAGCAGCCTACCAGCAAGTGGGAAGGAAACAGAGAGCAATCTGATGACACCT

TAGAAGAGTCCAGTCAGCCCACTCAGATAAGCAAGACAGAGAAGCATCAATCTGAGCAAG

FCEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
TAGAAGAGTCCAGTCAGCCCACTCAGATAAGCAAGACAGAGAAGCATCAATCTGAGCAAG

GAAACCAAGGGCAGGAGAGTGACTCTGAGGCAGAAGGAGAGGACAAGGCTGCAGGCAGCA

FEEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e
GAAACCAAGGGCAGGAGAGTGACTCTGAGGCAGAAGGAGAGGACAAGGCTGCAGGCAGCA

AGGAACACATTCCACATACAGAGCAGCAGGACCAAGAAGGGAAAGCTGGCCTTGAAGCTA

CErrrrrrrrrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e
AGGAACACATTCCACATACAGAGCAGCAGGACCAAGAAGGGAAAGCTGGCCTTGAAGCTA

6838

63

6895

123

6955

183

7015

243

7075

303

7135

363

7195

423

7255

483

7315

543

75



Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq_1

Seq 2

Seq_1

Seq 2

Seq_1

Seq 2
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7316

544

7376

604

7436

664

7496

724

7555

784

7611

844

7664

904

7697

962

7751

1022

7811

1082

TGGTGCCTAGGAGTCACGGAGGAGCTGGTGATAACGGGGGCGGGGATGACTCTAAGCATG

FEErrrrrrr e e et e e e e e e e e e e e e e e e
TGGTGCCTAGGAGTCACGGAGGAGCTGGTGATAACGGGGGCGGGGATGACTCTAAGCATG

GTGCAGGCGATGACTACTTCATCCCCAGCCAGGAATTCCTAGAGGCCGAAAGGATGCATT

Frrrrrrererrrrrrrr e ettt e ettt r e e e e
GTGCAGGCGATGACTACTTCATCCCCAGCCAGGAATTCCTAGAGGCCGAAAGGATGCATT

CCCTCTCCTATTACCTCAAATATGGCGGCGGCGAGGAGACAACGACTGGCGAGAGTGAGA

FEEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e
CCCTCTCCTATTACCTCAAATATGGCGGCGGCGAGGAGACAACGACTGGCGAGAGTGAGA

ACCGGAGGGAGGCTGCAGACAACCAA-GAGGCCAAGAAAGCTGAGAGCTCACCAAATGCT

FEEEEEr e e et tr e et e e e e e e e e e
ACCGGAGGGAGGCTGCAGACAACCAAAGAGGCCAAGAAAGCTGAGAGCTCACCAAATGCT

GAACCTTCAGATGAGGGCAACT-CAA-GGGAGCACAGTGCTGGTTCTT-G-CACGAACTT

R RN R R R R R R R AR R R R R R AN
GAACCTTCAGATGAGGGCAACTTCAAGGGGAGCACAGTGCTGGTTCTTTGCACGAATCTT

-CCAATGTAAAAGGGG---ACACA-TTT-G-CAAAACCGATCCACAAGGGAAACCTCACT

FEEEEEEEEE | 1] Il RN
CCCAATGTAAAAGGGGGACACATTTGCCAAAACCGGATCCCACAAGGGGAAACCCTCACT

GTG-TTTGCCAAGATCCAGAGACTTG-———————————————————————— TCCCCCT-G

FEE P rrrr e e e \ \ \
GTGTTTTGCCAAGATCCAGAGACTTGGTCCCCCCTGGCAAAAATCCCTAGATT-~CAAGG

CAA-AAAT-CCT--AGAT-C-AGGCTTGTGGCACTGACAACCAAACCTACGCCAGCTCCT

\ L e e \ \ \ \
CTTGGTGGCACTGAAAACCCAAAGCCTACGCCAGCCTCCCTGTCCACCTGGTTGGCCTAC

GTCACCTGTTTGCTACCAAGTGCAGGCTGGAGGGGACCAAAAAGGGACACCAACTGCAGC

\ 1] [ \ R I
CCAAGTGCAAGGCTTGGTAGGGTGTAACCTATAAAAGGAACACCCCAACCTTGTCAACCT

TGGATTACTTCGGAGCTTGCAAATCTATTC---CTGCTTGTACGGACTTTGAAGTGGCTC

i b [ \ \ \ L
TGAATTACTTCCGGGAAGCCTAGGACAAAATCCCCAAATTC-CGCTCTGC-~~-~—~~~~

7375

7435

663

7495

723

7554

783

7610

843

7663

7696

961

7750

1021

7810

1081

Seq 1ATCACAAAGGG AAAGGAGAGTCAGGAGCAACCTGTAAGTGACTCACACCAGCAACCGAATGAAAG
Seq 2ATCACAAAGGGGEAAGIGGAGAGTCAGGAGCAACCTGTAAGTGACTCACACCAGCAACCGAATGAAAG

DM AV ’f[\ LA

20 30 40 50 60

20
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Seq 1 AATGAAAGCAGC AAGCAAA CCCAAGACTTAAAGGCTGAAGAAAGCCA GACACAAGATCCAGAC

SEq 1+ GCCAAGATCCAGAGACTTG TCCCCC TG CAAAAATCC TAGAT CA GGCTTG TGGCACTGACAACC AAA CCTACGCCAGC TCC TGTC ACCTGTTTG

Seq 2ffeccarcatccacacactra@rccccddra@cararatc@racatiicAlcscrro@lrescactreBaacc@asaBlcctacsccasd@red@rerd@ace ol roge racdBassTal

CTACC AAGTG|

Anexo 5. Alineamiento de la secuenciacion con oligo 06 (Seq 2) con el vector

pEZ-M98 Hevin-eGFP (Seq 1) en la region codificante para Hevin. Programa

Serial Cloner 2.6.1. En las imagenes se muestran intervalos, correspondientes

al electroferograma, en regiones donde se encontraron diferencias respecto a

la secuencia original (Programa SnapGene 2.3.2)

Seq 1

Seq 2

Seq_1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

1

61

121

181

123

241

183

301

243

361

303

421

GCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAA

FErrrrrrrrrrr e et e e e e e e e e e e e e e e
GCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAA

GTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTT

FErrrrrrrrrrr e et e e e e e e e e e e e e e e
GTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTT

CATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTA

Frrrrrrrerrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTA

CGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTC

FEEEEErrrer e e e e e e e e e e e e e e e
CGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTC

300

242

360

302

420

362

480
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Seq 1 363 CAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA 422

FEEEEEEEEEr e e e e e e e e e e rrrrrrrree
Seq 2 481 CAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA 540

Seq 1 423 GGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAA 482

FErrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
Seq 2 541 GGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAA 600

Seq_ 1 483 CAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAA 542

FEEEEEErrrr et e e e e e e e e e e e e
Seq 2 601 CAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAA 660

Seq_1 543 -GATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACA 601

FEEEEEEEEEE e e e e e e e e et e e e e e e e e el
Seq 2 661 AGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACA 720

Seq 1 602 CCCCCATCGGCGACGGCCCC-GTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCC 660

A RN
Seq 2 721 CCCCCATCGGCGACGGCCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCC 780

Seq 1 661 AAGCTGAGCAAAGACCCC-AACGAGAAGCGCGATCACATGG-TCCTGCTGGAGTTCGTGA 718

Frrrrrrrrrrrrrrrrr rrrrr e e e e e e e e e e e
Seq 2 781  AAGCTGAGCAAAGACCCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGGTCCTGCTGGAGTTCGTGA 840

Seq 1 CCAACAAGGATAAGCACATCACCTTGAAGGAATGGGGCCACTGCTTTGGAATTAAAGAGGAGGATATAGATGAAAACCTCCTCTTTTACCTCGAGTGCGGCCGC

Seq 2 CCAACAAGGATAAGCACATCACCTTGAAGGAATGGGGCCACTGCTTTGGAATTAAAGAGGA#G:TATAGATGAAAACCTCCTCTTTTACCTCGAGTGCGGCCGC

Seq 1CTACCTGAGCACCCAGTCCAAGCTGAGCAAAGACCCC AACGAGAAGCGCGATCACATGG TCCTGCTGGAGTTCGTGACC
Seq 2CTACCTGAGCACCCAGTCCAAGCTGAGCAAAGACCCCICAACGAGAAGCGCGATCACATGGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCIC

Anexo 6. Alineamiento de la secuenciacion de la regién 3’ de la clona 1:10 A
(Seq 2) con la secuencia esperada para la ligacion de la variante 0402 con el
vector pCMVIgSPnrx (Seq 1), en la regién codificante para Hevin. Programa
Serial Cloner 2.6.1. En las imagenes se muestran intervalos, correspondientes
al electroferograma, en regiones donde se encontraron diferencias respecto a

la secuencia original (Programa SnapGene 2.3.2)

Seq 1 721 GCATCAATCTGA-GCAAGGAAACCAAGGGCAGGAGAGTGACTCTGAGGCAGAAGGAGAGG 779

Ll Il L R R
Seq 2 1132 —=-—=—---- CATGGAAACCAAAGGGTCAGGAGAGTGAACTCTGAAGCCAGACGAGAGAC 1083
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Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq_1

Seq 2

Seq_1

Seq 2

Seq_1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1
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780

1082

839

1023

897

964

956

904

1016

844

1076

784

1136

724

1196

664

1256

604

1316

544

1376

484

1436

424

1496

364

1556

ACAAGGCTGCAGGCAGCAAGGAACACATTCCACATACAGAGCAGCAGGACCAA-GAAGGG

\ FEorrrr bt et e e ettt e
CAAGACTGCAAGCCAGCCAAGAACACATT-CACATACAGAGCAGCAGGAACAAGGAAGGG

AAAGCTGGCCTTGAAGCTATTGGCAACCAGAA-GGACACTGATGAGAA-GGCCGTTTCCA

Frrrrrrerer rrrrrrrrrrrrr e et rerrr e e e
AAAGCTGGCCT-GAAGCTATTGGCAACCAGAAAGGACACTGATGAGAAAGGCCGTTTCCA

CAGAACCTACCGATGCTGCCGTGGTGCCTAGGAGTCACGGAGGAGCTGGTGATAA-CGGG

A
CAGAACCTACCGATGCTGCCGTGGTGCCTAGGAGTCACGGAGGAGCTGGTGATAAACGGG

CTAGAGGCCGAAAGGATGCATTCCCTCTCCTATTACCTCAAATATGGCGGCGGCGAGGAG

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTAGAGGCCGAAAGGATGCATTCCCTCTCCTATTACCTCAAATATGGCGGCGGCGAGGAG

ACAACGACTGGCGAGAGTGAGAACCGGAGGGAGGCTGCAGACAACCAAGAGGCCAAGAAA

CEEEErrrrr et e et e e e e e e e e e et e
ACAACGACTGGCGAGAGTGAGAACCGGAGGGAGGCTGCAGACAACCAAGAGGCCAAGAAA

GCTGAGAGCTCACCAAATGCTGAACCTTCAGATGAGGGCAACTCAAGGGAGCACAGTGCT

FEEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
GCTGAGAGCTCACCAAATGCTGAACCTTCAGATGAGGGCAACTCAAGGGAGCACAGTGCT

GGTTCTTGCACGAACTTCCAATGTAAAAGGGGACACATTTGCAAAACCGATCCACAAGGG

FEEEErr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GGTTCTTGCACGAACTTCCAATGTAAAAGGGGACACATTTGCAAAACCGATCCACAAGGG

AAACCTCACTGTGTTTGCCAAGATCCAGAGACTTGTCCCCCTGCAAAAATCCTAGATCAG

FEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ARACCTCACTGTGTTTGCCAAGATCCAGAGACTTGTCCCCCTGCAARAAATCCTAGATCAG

GCTTGTGGCACTGACAACCAAACCTACGCCAGCTCCTGTCACCTGTTTGCTACCAAGTGC

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GCTTGTGGCACTGACAACCAAACCTACGCCAGCTCCTGTCACCTGTTTGCTACCAAGTGC

AGGCTGGAGGGGACCAAAAAGGGACACCAACTGCAGCTGGATTACTTCGGAGCTTGCAAA

FErrrrrrrrrrr e et e e e e e e e e e e e e e e
AGGCTGGAGGGGACCAAAAAGGGACACCAACTGCAGCTGGATTACTTCGGAGCTTGCAAA

CTCAAAAACATCCTCATGCAGCTTTATGAACCAAATCCCAAACATGGCGGCTATCTCAAT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTCAAAAACATCCTCATGCAGCTTTATGAACCAAATCCCAAACATGGCGGCTATCTCAAT

GAARAGCAAAGAAGCAAAGTCAAAAAAATTTACCTGGATGAGAAGAGACTCTTGGCTGGA
FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

838

1024

896

965

955

1015

845

1075

785

1135

725

1195

665

1255

1315

545

1375

485

1435

425

1495

365

1555

305

1615
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Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2
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304

1616

244

1676

184

1736

124

1796

GAAAAGCAAAGAAGCAAAGTCAAAAAAATTTACCTGGATGAGAAGAGACTCTTGGCTGGA

GACCATCCCATTGAACTTCTCTTGAGGGACTTTAAGAAAAACTACCACATGTATGTGTAT

FErrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
GACCATCCCATTGAACTTCTCTTGAGGGACTTTAAGAAAAACTACCACATGTATGTGTAT

CCTGTGCACTGGCAGTTTAATGAACTGGACCAGCATCCTGCAGACAGGATCTTGACACAC

FEErrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCTGTGCACTGGCAGTTTAATGAACTGGACCAGCATCCTGCAGACAGGATCTTGACACAC

TCTGAACTTGCTCCTCTGCGAGCTTCCCTGGTGCCCATGGAACACTGCATAACTCGCTTC

Frrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e e e e e e e e e e e e
TCTGAACTTGCTCCTCTGCGAGCTTCCCTGGTGCCCATGGAACACTGCATAACTCGCTTC

TTTGAGGAGTGTGACCCCAACAAGGATAAGCACATCACCTTGAAGGAATGGGGCCACTGC

Frrrrrrrrrrerrrrr e rrr e e e e e e e rr e e e e e
TTTGAGGAGTGTGACCCCAACAAGGATAAGCACATCACCT-GAAGGAATGGGGCCACTGC

245

1675

185

1735

125

1795

65

1855

Seq 1 AACTCGCTTCTTTGAGGAGTGTGACCCCAACAAGGATAAGCACATCACCTTGAAGGAATGGGGCCACTGCTT
SeqzAAACTCGCTTCTTTGAGGAGTGTGACCCCAACAAGGATAAGCACATCACCTBGAAGGAATGGGGCCACTGCTT

et oo

Seq 1CAAGGAAACCAA GGG CAGGAGAGTGA CTCTGA GGCAGAAGGAGAGGACAAGGCTGCA GGCAGCAAGGAACACATTCCA
Seq 2 CATIGGAAACCAAAGGGTICAGGAGAGTGAAICTCTGAAGEICAGA=CIGAGAGATICAAGIAIC TG CAAIGIEICAG CIEAAIGAACACAT TCIEA
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