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1. RESUMEN

Calicreina glandular (CG) es una serina-proteasa que al igual que otras proteinas de este
tipo tiene una amplia distribucion en diferentes tejidos, jugando un rol vital en variados procesos
bioldgicos. CG esta presente en todos los mamiferos, donde forma parte de una gran familia
génica. Actualmente s6lo se conocen las secuencias génicas de diversas CG de mamiferos, no
existiendo ningun antecedente al respecto en organismos no mamiferos, como anfibios o peces. A
partir del alineamiento de secuencias génicas de CG conocidas, se generé una sonda CG
especifica de 310pb, se rastrearon alrededor de 500.000 recombinantes de una genoteca de carpa
y se obtuvieron 19 clones. El alto nimero de clones obtenidos sugiere que CG en carpa también
forma parte de una gran familia génica. Estos clones presentaron diferentes intensidades de
hibridacion. Tres de ellos: AcGK423 (moderada), AcGK&814 (fuerte) y AcGK1012 (moderada)
fueron analizados por Southern blot. Se caracteriz6 y subclondé un fragmento gendomico de
2200pb de AcGK423 (Xbal), en el vector plasmidial pBluescript SK+. El subclon pcGK423,599
se secuencio en su totalidad y analizé comparativamente con los bancos de datos. Este analisis
reveld que pcGK423,,¢ tiene un inserto de 2259pb, que posee un 88% de identidad con el cDNA
de a-tubulina de Oncorhynchus keta (salmén chum). Sin embargo, los clones restantes si podrian
contener secuencias génicas de calicreina-like presentes en la carpa que permitiran estudiar el
sistema calicreina en teledsteos. Analisis por Northern-blot usando como sonda pcGK4237, con
RNA total de diversos 6rganos de carpa, revel6 una intensa expresion en rindn e higado y mas
débil intensidad en agallas, musculo e hipofisis. La secuencia del gen putativo de a-tubulina
permite estudiar que este gen se comporta como un gen constitutivo durante la aclimatizacion de

carpa.



SUMMARY

Glandular kallikrein (GK) is a serine-protease that as other proteins of this type has a wide
tissue distribution, playing a vital role in varied biological processes. GK is present in the
mammals where it forms part of a numerous gene family. CG specific gene sequences are only
known from mammals, lacking evidence from no-mammalian organisms, such as amphibios or
fishes. From the alignment of existing sequences, a probe of 310pb was generated. Screening of
approximately 500.000 recombinants from a carp genomic library resulted in 19 positive clones.
The high number of clones obtained suggests that GK in carp may also form part of a gene
family. These clones presented different intensity of hibridation. Three clones, AcGK423
(medium), AcGKS814 (strong), AcGK1012 (medium) were analyzed by Southern blot. AcGK423
was characterized and a fragment of 2200pb (Xbal) was subcloned in the plasmid vector
pBluescript SK+. The subclone was fully sequenced and analyzed comparatively with the data
bases. This sequence analysis revealed that the subclone pcGK423,50) contains an insert of
2259pb and presents 88% identity at the nucleotide level with ¢cDNA of a-tubulin from
Oncorhynchus keta (chum salmon). However, the other A-clones could contain CG specific
sequences which would allow further insight in the kallikrein system in carp. Northern-blot
analyses using the 2200pb insert of the subclone pcGK423,,09 with total RNA from diverse carp
organs, revealed an intense expression in kidney and liver and weaker intensity in gills, muscle
and pituitary. The sequence of the putative a-tubulin gene permits to study if this gene behaves

as constitutive gene during the acclimatization of the carp.



2. INTRODUCCION

Las calicreinas son un grupo de serinas proteasas tipo tripsina, que se encuentran en
diversos tejidos y fluidos biologicos (Yousef et al., 2001). Las serinas proteasas pertenecen a un
grupo de enzimas que digieren otras proteinas, reconociendo una secuencia de corte de Met-Lys y
Arg-Ser en la proteina blanco (Powers et al., 1993; Clements et al., 1998) y juegando un rol
importante en diversos procesos fisioldgicos (Yousef et al., 2001).

El término calicreina fue introducido en 1930 por Werle et al, quienes encontraron
originalmente altos niveles de esta proteasa en el pancreas (Yousef et al., 2001). El término
calicreina es utilizado entonces para describir a una enzima que actua sobre una molécula
precursora (cinindgeno) para liberar péptidos bioactivos (cininas). Otro término que es
frecuentemente utilizado para describir a estas enzimas es “cininogenasas” (Yousef et al., 2001).

Las calicreinas actualmente se dividen en dos categorias: calicreina plasmatica y
calicreina glandular (CG) o de tejido. Estas dos categorias de calicreina difieren
significativamente en su peso molecular, especificidad de sustrato, caracteristicas inmunologicas,
estructura génica, y tipo de cinina liberada (Yousef et al., 2001).

Calicreina plasmatica humana o factor Fletcher (simbolo oficial KLKBI1) esta codificada
por un solo gen, el cual se encuentra localizado sobre el cromosoma 4q35 (Yousef et al., 2001).
Este gen estd constituido por 15 exones y codifica una enzima que libera péptidos bioactivos,
como bradicinina, desde moléculas precursoras de alto peso molecular (cinindgeno) producido
por el higado (Yousef et al., 2001). La calicreina del plasma es exclusivamente expresada en
células del higado (Yousef et al., 2001). La funcién de la calicreina plasmatica (KLKB1) incluye

su participacion en la coagulacion sanguinea y fibrinolisis y por medio de la liberacion de



bradicinina, en la regulacion del tono vascular y reacciones inflamatorias (Yousef et al., 2001). El
gen que codifica para calicreina plasmatica no tiene semejanza con el gen que codifica para
calicreina glandular y claramente, no pertenece a la familia multigénica de las calicreinas
glandulares (Yousef et al., 2001).

Calicreina glandular (CG) pertenece a una gran familia multigénica exhibiendo una
considerable semejanza génica y proteica (Harvey et al., 2000; Yousef et al., 2001). Pertenece a
un subgrupo de serinas proteasas altamente conservadas a través de algunas especies. Esta
involucrada en el procesamiento post-traduccional de los polipéptidos en su formas bioactiva e
inactiva, funcion muy importante y fundamental en muchos eventos bioldgicos (Clements et al.,
1997; Yousef et al., 2001). Calicreina glandular pancreatica/renal (codificada por KLK1), desde
la cual deriva su nombre genérico, en mamiferos, hidroliza cinindgeno para liberar (lys)-
bradicinina (Clements et al., 1989; Clements et al., 1997), un péptido multifuncional involucrado
en la regulacion del flujo sanguineo local, hipotensor y capaz de incrementar la permeabilidad
vascular (Bhoola et al., 1992). Ademas esta cinina actua en el balance de sodio, inflamacién y
proliferacion celular en muchos tejidos (Bhoola et al., 1992). Otro miembro de la familia de las
calicreinas incluye enzimas que actuan en el procesamiento de factores de crecimiento, tales
como la proteina que se une al factor de crecimiento epidérmico de raton (Shimojo et al.,1987;
Powers et al., 1990; Powers et al., 1993; Richards et al., 1997a; Harvey et al., 2000), factor de
crecimiento y del nervio, y enzimas que generan péptidos vasoactivos tales como, la enzima
convertidora de pro-renina de raton, y-renina y tonina de rata (Clements et al., 1989). En humano,
las dos enzimas muy bien caracterizadas, antigeno prostatico especifico (PSA) (Shimojo et
al.,1987; Powers et al., 1990; Powers et al., 1993; Richards et al., 1997a;) codificado por KLK3

(Riegman et al., 1989) y el hK2, codificado por KLK2 (Schedlich et al., 1987) actuan sobre



sustratos completamente diferentes (Harvey et al., 2000). Puesto que KLK2 y KLK3 son
expresadas en altos niveles principalmente en el epitelio secretorio de conductos prostaticos, han
sido implicadas en funciones prostaticas normales, y ademas en la progresion de céancer
(Rittenhouse et al., 1998). Calicreina glandular, por medio de sus roles multifuncionales, esta
involucrada en la (pato)fisiologia del rifdn, cerebro y en los conductos respiratorios,
gastrointestinal y reproductivos (Bhoola et al., 1992). En humanos, hasta ahora se han
identificado dos serinas proteasas KLK, como son Proteasa M (Anisowicz et al., 1996; Little et
al., 1997) y epitelio normal célula-especifico 1 (NES-1) (Liu et al., 1996), ambas son altamente
expresadas en cerebro y mamas, por lo que se ha sugerido que estarian involucradas en la
enfermedad de Alzheimer’s y cancer de mamas, respectivamente (Little et al., 1997; Goyal et al.,
1998).

En mamiferos, calicreina es una proteasa muy abundante en glandula salival y pancreas
€XO0Crino, pero esos Organos poseen muy poco cinindégeno, y en su secrecion rica en calicreina,
ésta no tiene acceso a la molécula de cininégeno plasmatico, con lo cual se propuso que esta
proteasa podria tener ademads otros sustratos (Richards et al., 1997b).

En humanos, los genes KLK1, KLK2 y KLK3 se encuentran agrupados dentro de una
region que abarca 60 kb sobre el cromosoma 19q13.3-13.4 (Riegman et al., 1989). La familia
génica de KLK de rata y ratén (13-24 genes), esta agrupada en un so6lo locus (Evans et al., 1987,
Southard-Smith et al., 1994). En ratén se sabe que existen 24 genes de los cuales al menos 14 se
codifican como proteinas activas, y se ubican en el cromosoma 7 organizados de similar manera
al del humano. Analisis de Southern blot de una biblioteca gendomica humana, utilizando un
cDNA de KLK de mono con 92-95 % de homologia al cDNA de KLK humano (Lin et al., 1993),

indicaron que pueden existir hasta 19 genes de KLK humano o mas (Murray et al., 1990). Sin



embargo, Diamandis et al., (2000) reportaron la existencia de 15 genes de calicreina en el
cromosoma 19, ubicados en forma lineal, cuyo orden de telémero a centromero de los genes es:
KLKI1, KLK15, KLK3 KLK2 siguiendo en forma correlativa hasta el KLK 14, sefialandose que la
localizaciéon de estos 15 genes de calicreina es un fragmento de aproximadamente 300 kb del
cromosoma 19q13.3-q13.4 en humanos (Diamandis et al., 2000). Entre estos genes existe una
similitud en la region conservada de histidina, acido aspartico y serina, caracteristica de las
serinas proteasas, llevando a la idea que pertenecen a la misma familia multigénica. Ademas, al
comparar las secuencias génicas de KLK de rata, indican una evolucién conservada de la familia
resultando en una secuencia homogénea de todos los miembros de la familia (Wines et al., 1991).
En suma, existe una clara conservaciéon de la organizacion gendémica con 5 exones codificantes
para todos los genes de KLK, conteniendo alguno de estos genes en forma adicional uno o mas
exones no traducidos (Schedlich et al., 1987; Evans et al., 1987; Riegman et al., 1989;
Anisowicz et.al, 1996; Liu et al., 1996; Yousef et al., 1999).

Todas las proteinas codificadas por estos genes son inicialmente sintetizadas como pre-
pro-enzimas que son entonces procesadas proteoliticamente para producir una pro-enzima por
perdida del péptido sefal, seguido por la activacion y maduracion, también por proteodlisis,
generando formas enzimaticamente activas de la proteina (Yousef & Diamandis, 2001).

Se ha detectado que el sistema Calicreina—Cininas, que actua en el rifion y vasos
sanguineos, puede tener incidencia en la aparicion de patologias como: nefropatia diabética (dafno
renal) y macroangiopatia (arteriosclerosis). El sistema Calicreina—Cininas en condiciones
normales puede regular la presion arterial, bajando sus niveles, pero al presentarse la diabetes
cambia su efecto, y en particular el de una de las hormonas que produce, pues el aumento en su

concentracion afectaria directamente a las células del musculo liso vascular y a las células



mesangiales del glomérulo renal (Velarde et al., 2001). Se ha comprobado que ambos tipos de
células tienen propiedades que son similares, entonces ante ciertos estimulos se comportan en
forma parecida. Al aumentar la accion del sistema Calicreina—Cinina, se da una proliferacion
acelerada de las células del musculo liso vascular, o de las células mesangiales, y ademas
aumenta la sintesis de proteinas de matriz extracelular. La combinacién de ambas caracteristicas
termina causando el engrosamiento de la pared arterial, lo que finalmente provoca la
arteriosclerosis, engrosando la membrana basal en los capilares y ocupando el espacio del
glomérulo en el caso de la glomerulosclerosis, impidiendo asi, que la sangre se filtre
adecuadamente, y provocando finalmente el dafio renal (Velarde et al., 2001).

Ciertos aspectos asociados a este sistema se revierten hasta cierto punto utilizando
inhibidores del sistema Calicreina—Cininas, y antagonistas del receptor de bradicinina
involucrado. Los trabajos de investigacion apuntan a determinar qué pasa en el organismo cuando
la bradicinina estd aumentada y de qué manera tiene efecto en la multiplicaciéon del nimero de
células del rifion y de los vasos sanguineos, ademds de estudiar su efecto en la secrecion de
proteinas de matriz (Velarde et al., 2001).

Las calicreinas glandulares mas estudiadas son las renales, las cuales han sido asociadas
con la regulacion de los fluidos a través de los rifiones, el balance de agua y electrolitos, y la
patogénesis de los desodrdenes renales, la hipertension arterial como la principal enfermedad y
otras patologias (Fuller et al., 1986). La precalicreina renal por accion de un activador, da origen
a calicreina activa que actia sobre el cinindgeno convirtiéndolo en calidina (lys-bradicinina) que
luego, por accion de una aminopeptidasa, es transformada en bradicinina. Las cininas son
rapidamente inactivadas por las enzimas llamadas cininasas I y II. La cininasa II también se

conoce con el nombre de Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) en mamiferos, y ha sido



observada también en tejido de peces, destacando en rindn y agallas (Galardy et al., 1984; Lipke
et al., 1987).

El principal sitio de expresion génica de calicreina en rata es la glandula submaxilar
(Swift et al., 1982; Ashley et al., 1985), si bien el mRNA de calicreina-like, también ha sido
demostrado en muchos otros tejidos, incluyendo pancreas, riidén, bazo, prostata, pituitaria y
cerebro (Swift et al., 1982; Chao et al., 1983; Ashley et al., 1985; Fuller et al., 1985; Chen et al.,
1988; Chao & Chao et al., 1987; Pritchett et al., 1987; Clements et al., 1988; Brady et al., 1989).

En rata, CG se localiza en las cisternas del Golgi y granulos secretorios de las células
prolactinicas, lo que permite sugerir un rol importante en el procesamiento de prohormonas
(Powers et al. , 1993).

Tanto en mamiferos como en otros vertebrados de menor complejidad evolutiva, se ha
encontrado esta proteasa en organos tan diversos como son: pituitaria, pineal, corteza cerebral,
hipotdlamo y cerebelo (Richards et al., 1997b). Se ha demostrado que existe la presencia de
precursores de pro-calicreina en musculo esquelético de rata (Shimojo et al., 1987).

Calicreina glandular ha sido identificada y purificada bioquimicamente en vertebrados de
menor complejidad evolutiva, tales como ranas y cocodrilos, adjudicandosele un rol funcional
muy importante a través de la evolucion (Richards et al., 1997a, 1997b).

Richards et al. (1997a), purificaron calicreina del pez Centropristis striata, la cual usaron
para generar anticuerpos policlonales. Con estos anticuerpos generaron los primeros hallazgos
respecto de esta proteina en especies no mamiferas (Richards et al., 1997b). En anfibios y peces
se conoce su mecanismo de accion frente a determinados sustratos (Lipke y Olson et al., 1990;
Powers et al., 1993) observandose como productos enzimaticos la presencia de cininas y otros

productos del sistema calicreina- cinina, firmemente sugerido en una especie de trucha



Oncorhynchus mykiss (Lipke & Olson, 1990), no existiendo informacion de secuencias de
génicas de calicreina en dichas especies, y que solamente se han caracterizado genes de calicreina
glandular en rata, raton (Evans et al., 1987; Southard-Smith et al., 1994) y humano (Harvey et al.,
2000), siendo este trabajo de investigacion muy importante en este sentido.

La calicreina, ademas es estimulada por estrogenos (1-100 pg/4-7 dias) y reprimida por
dopamina, existiendo diferencias por sexo; generalmente es mas abundante en hembras que en
machos, pero depende de la localizacion 6rgano especifica (Clements et al., 1986; Hatala et al.,
1989).

Por muchos afios, prolactina (PRL) fue considerada como una hormona polipeptidica no
modificada. Sin embargo, ahora se sabe por procesamientos post-traduccionales que PRL puede
ser fosforilada (Oetting et al., 1986; Brooks et al., 1990), glicosilada (Lewis et al., 1984) y
heterogéneamente digerida en forma proteolitica (Oetting et al., 1985; Sinha et al., 1985; Clapp et
al., 1994).

En la glandula pituitaria, calicreina glandular se encuentra exclusivamente en las células
lactotropas productoras de prolactina (Chao et al., 1987; Vio et al., 1990). Calicreina glandular
es coordinadamente expresada y regulada con prolactina en células lactotropas de pituitaria de
rata (Vio et al., 1990) y humano (Clements et al., 1986; Jones et al., 1990). La localizacion
subcelular de calicreina en estas células, sugiere que su funcidn principal es el procesamiento de
prolactina, para formar péptidos de menor peso molecular probablemente con actividad bioldgica.

La funcion de PRL en la osmoregulacién ha sido muy bien establecida (Nicoll, 1981;
Avella et al., 1991; Bern, 1993; Hirano, 1996; Poncelet et al., 1997).

En los peces, la respuesta compensatoria adaptativa a los cambios del medio ambiente

implica la modificacion de la expresion de algunos genes a nivel transcipcional y traduccional en
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diversos tejidos (Figueroa et al., 1994, 1997; Kausel et al., 1998, 1999; Krauskopf et al., 1988;
Vera et al., 1993, 2000). .

El pez euritermal Cyprinius carpio, presenta cambios dramaticos en la expresion de PRL
en las células lactotropas de la glandula pituitaria como respuesta a las variaciones
medioambientales como son la temperatura y el fotoperiodo (Figueroa et al., 1994). Este tltimo
particularmente, parece constituir en un relevante modulador en la cascada endocrina que activa
la transcripcion de PRL (Figueroa et al., 1997), hormona de crecimiento (Figueroa et al., 1999),
y otros genes, supuestamente calicreina glandular.

Basados en los antecedentes bibliograficos entregados, proponemos como hipoétesis la
posible presencia de genes de calicreina en el pez Cyprinus carpio, sobre todo en la glindula
pituitaria, debido a la relacion proteica que existe entre prolactina y calicreina dentro de los
granulos secretorios de las células lactotropas de esta glandula, visualizados en experimentos de
inmunodeteccion (Figueroa et al., 2002).

Como objetivo principal de esta tesis se pretende obtener las primeras secuencias
génicas de calicreina glandular en el pez Cyprinus carpio.

Por lo tanto, los objetivos especificos de la presente tesis son:

1. Generar una sonda especifica de calicreina glandular para el rastreo de una
biblioteca genémica de carpa.

2. Obtener el (los) clones de calicreina glandular de carpa.

3. Caracterizar, subclonar y secuenciar el (los) clones de calicreina glandular

obtenidos.



11

4. Obtener secuencias totales o parciales de uno o varios de los clones generados y
establecer un analisis comparativo con las secuencias de calicreina existentes en los
bancos de datos.

5. Realizar experimentos de Northern blot para establecer la expresion de calicreina en

diversos organos de carpa.

Ademas, desde el punto de vista evolutivo, hace aun mas interesante la busqueda de
genes de calicreina, ya que analizando las secuencias de dichos genes podriamos conocer la
conservacion de regiones muy caracteristicas dentro de la familia multigénica de las calicreinas.
Esto ultimo, considerando ademas que Cyprinus carpio es una especie tetraploide (Wolf et al.,
1969; Ferris & Whitt, et al.,, 1977), y la expresion de este gen en un organismo de estas
caracteristicas, hace mas atrayente vislumbrar el nimero de genes presentes y las probables

variaciones de expresion tejido especifico.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIALES
3.1.1 Reactivos:

Los reactivos EDTA, bromuro de etidio, citrato de sodio, RNAsa, DNAsa, azul de
bromofenol fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. En NEN se adquirié [o**P] — dCTP
(3000 Ci/mmol, 1 mCi/ml). Films radiograficos, solucion reveladora y fijadora Kodak.

De Merk (Alemania), fueron adquiridos glicerol, cloruro de sodio, acido tricloroacético,
alcohol isoamilico, cloroformo, tolueno, maltosa, gelatina, formamida, carbon activado.

Del proveedor Gibco-BRL se adquirieron las enzimas de restriccion EcoRI, Notl, Sall,
Sacl, Xbal, los estandares de peso molecular para DNA, AHindIIl y DNA ladder de 100 pb, Taq
polimerasa con su correspondiente tampon 10X (Tris-HC1 200 mM pH 8.4; KCl 500 mM),
MgCl, 50 mM, ademas de proteinasa K, peptona y extracto de levadura.

Las células XL-1 Blue MRAP?2 y la biblioteca gendémica construida en el vector A FIX I,
a partir de DNA de higado de carpa se adquirieron en Stratagene.

El agar-agar se adquiri6 de Winkler. E1 POPOP se adquiri6 en Amersham, los filtros de
nitrocelulosa (0,45 pum) se adquirieron de Gibco-BRL. El papel 3MM en Whatman. El “kit
Geneclean” en BIO101. De Promega se adquirid6 dNTPs, T4 DNA ligasa y su correspondiente

tampon T4 DNA ligasa 5X (Tris-HC1 0,2 M pH 7.6; MgCl, 0,1 M; DTT 0,1 M).

3.1.2 Animales de experimentacion
Los ejemplares del pez Cyprinus carpio fueron capturados en rios colindantes a la ciudad

manteniéndose vivos en una jaula de 3x2x4 m, localizada en el rio “Cau-Cau”, Valdivia.
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3.1.3 Oligonucledtidos
Los 6ligos cGK4 y ¢GKS, correspondientes a la region de consenso de todos los genes de
calicreina de diferentes especies, se usaron para generar una sonda de rastreo de una biblioteca

gendmica de carpa:

cGK-4: 5’ -TGG GTG ATC ACA GCT GCT CA- 3

cGK-5: 5’ -GGT TCG ATG CTG CCC CAG CC- 3’

Los oligonucledtidos fueron deducidos de regiones consenso luego del alineamiento
multiple entre secuencias de calicreinas de mamiferos.
La sonda se gener6 a partir de la amplificacion por PCR, de cDNA de rifiéon de rata,

otorgando como producto un fragmento cuyo tamafio estimado fue de 310 pb.
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3.2 METODOS
3.2.1 Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR)

Para el rastreo de la biblioteca gendmica de carpa se utilizd una sonda correspondiente a
un producto de PCR de 310pb, generada con los partidores cGK4-cGKS5. Para obtener estos
partidores, fue necesario realizar un alineamiento de secuencias génicas de calicreina glandular
de diferentes especies. De este alincamiento se construyeron cinco juegos de partidores
correspondiente a las secuencias consenso mas conservadas de los genes de calicreina glandular,
pertenecientes a los exones 2 y 3 de calicreinas de mamiferos.

Para realizar la reaccién de PCR se utilizaron las siguientes concentraciones finales para
cada uno de los reactantes: oligonucledtidos resuspendidos en tampon TE (Tris HCI 10mM
pH 7.4, EDTA 1mM pH 8,0) cada uno a una concentracion de 0.5 uM, el DNA utilizado como
templado fue cDNA de rifion de rata y cDNA de hipoéfisis de carpa, cada uno a una concentracion
de 20 ng. Los desoxirribonucleétidos dATP, dTTP, dGTP, dCTP a una concentracion de
1.25 uM, MgCl, 1.5 uM, tampén Tag- DNA polimerasa 10X (tampo6n Tris-HCI 200 mM pH 8.4,
KCI 500 mM), Taq- DNA polimerasa 1.5 U y para concluir, vaselina, con el fin de evitar la
evaporacion de la mezcla de reaccion por efecto del aumento de la temperatura en la reaccion de
PCR. Luego los tubos de reaccion, incluyendo el control negativo, el cual no contiene templado
de DNA, se colocaron en el termociclador (Minicycle™) con el siguiente programa de reaccion:
94°C por 1 minuto, para la correspondiente denaturacion del DNA templado, 55°C por
35 segundos, con el fin de que los partidores logren unirse a sus secuencias complementarias
ubicadas en el DNA templado y 72°C para la etapa de extension, con la repeticion de cada uno de

estos pasos 30 veces (ciclos).



3.2.2 Marcaje radiactivo de la sonda
3.2.2.1 Marcaje por PCR

En esta reaccion de PCR se incorporé un nucledtido marcado radiactivamente
correspondiente a [a- >*P]- dCTP, protocolo basado en lo descrito por Matathias y Komro
(1990). La sonda fue construida a partir de una mezcla de cDNA de rifion de rata y cDNA de
hipofisis de carpa clonados en el vector pPGEM-T-Easy (Invitrogen). El programa utilizado para
la fabricacion de la sonda marcada radiactivamente por PCR fue el siguiente: 94°C por
1 minuto para la fase de denaturacion, 55°C por 35 segundos para fase de apareamiento de los
“primers” (annealing) y, 72°C por 1 minuto para la extension, cuyos pasos se repitieron por 30
ciclos. Luego, se midi6 la actividad especifica al producto de PCR para posteriormente ser
utilizado en el rastreo de la biblioteca gendémica de carpa disponible en el laboratorio.

Luego de ser subclonado el fragmento de 2200pb correspondiente al producto de la
digestion del clon AcGK423, se fabric6 una sonda especifica de este fragmento para observar y
analizar transcritos del gen de CG en distintos tejidos del pez Cyprinus carpio. Para esto se
realizd6 una reaccion de amplificacion del DNA del subclon secuenciado pcGK423500
obteniéndose el fragmento esperado de aproximadamente 2200 pb, utilizdndose como
partidores los oligonucleo6tidos T3 y T7 del vector pBluescript SK+ a una concentracion final
de reaccion de 0.5ug y 0.6pg, respectivamente. Se utilizdo el siguiente programa de
amplificacion: 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto 30 segundos para el apareamiento
(annealing) de los partidores, y a 72°C por 1 minuto para la extension, ademds con una fase de

término de 4°C que el equipo mantiene constante durante un tiempo requerido.

15
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3.2.2.2 Medicion de la radiactividad incorporada

La cuantificacion de la incorporacion del nucledtido marcado en la sonda, se realizo por el
método de cuentas precipitables. Con este fin se aplicé el método de precipitacion con TCA
(Sambrook et al., 1989). A una alicuota (1ul) de la reaccién de marcaje se agregaron 5 ml de
TCA 10% frio utilizando como coprecipitador DNA de timo de ternera fragmentado y denaturado
a una concentracion final de 1pg. La reaccion de precipitacion se incub6 en hielo por 15 minutos
y posteriormente se filtré en una membrana de nitrocelulosa (0,45 pm) con vacio. La membrana
se lavd con la misma solucion de TCA frio y etanol al 96%, para posteriormente secarlas. La
cuantificacion se realizo en un contador de centelleo liquido Packar Tri-Carb 1600TR, utilizando
una mezcla de PPO-POPOP (PPO 4g/1t y POPOP 0,1 g/t en tolueno) la cual es cuantificada en el

contador de centelleo liquido como cuentas por millon (1.3 x 10 'cpm).

3.2.3 Cultivo de fago lambda en medio sélido

Este método fue realizado segun Sambrock et al. (1989), y descrito inicialmente por
Manfioletti (1988). Para el cultivo de fago en medio sélido, se inoculé una colonia de células
XL1 Blue MRAP;, en un medio que contiene LB liquido, ademas de MgCl, 10 mM y maltosa al
10% dejandose en agitacion constante por alrededor de tres horas a 37°C. Luego se procedio a
verificar la turbidez de crecimiento dptimo de 0.5, la cual se midié en espectrofotometro, a una
longitud de onda de 600 nm. Las células fueron sedimentadas a 3000 x g por 10 minutos, siendo
luego resuspendidas a un volumen en el cual se conservara su concentracion de crecimiento
(DOgponm=0.5) en una solucion MgSO4 10 mM.

Las células anteriormente resuspendidas se conservaron como stock a 4°C para posteriores

experimentos. Se mezclaron 25 ul de una dilucion de un stock de fagos con un titulo de



17

10 pfu/ml con 600 ul de células XL1 Blue MRAP2 en tubos falcon de 15 ml, incubandose a
temperatura ambiente por 5 minutos y a 37°C por 15 minutos En general se usa una dilucion de
fagos 1/1000 para obtener aproximadamente 50.000 pfu en placa de 13.9 cm de didmetro. Luego,
se agreg6 6,5 ml de LB Top agar, previamente fundido y temperado a 50°C, esparciéndose, sobre
la placa de LB agar so6lido igualmente temperada a 37°C. Las placas se incubaron a 37°C por

aproximadamente 12 horas (toda la noche).

3.2.4 Rastreo biblioteca gen6mica: Primera ronda

La biblioteca gendmica de carpa se encuentra construida en el vector A Fix II, el cual se
define como un vector de reemplazo, presentando dos regiones conocidas como brazos del
vector, uno largo de 20 Kb y otro corto de 9 Kb, con dos sitios de multiple clonamiento (SMC),
al cual se une el inserto de DNA foraneo en el sitio Xbal del vector viral.

La biblioteca gendmica de carpa se rastred con una sonda creada por PCR cuyo tamafio es
de 310pb (rata y carpa), ya descrita en el punto 3.2.2.1.

Para comenzar el rastreo, se procedié a preparar placas Petri de vidrio de 13.9 cm de
didmetro, conteniendo medio LB agar (LB con 8% agar-agar). Sobre la cual se aplico LBTA
(LB con 0.8% agar-agar) en una mezcla que contenia 100 pl de una dilucion 1/10.000 de la
biblioteca (=50.000 pfu/placa), 600 pul de células hospedadoras XL1 Blue MRAP2, mezclandose
e incubandose por 15 minutos a 37°C y luego se agregd 7,5 ml de medio LBTA a 50°C, se
derram¢ toda esta mezcla sobre las placas de LB agar precalentadas a 37°C y se dejo solidificar a
temperatura ambiente, y se incubd invertido a 37°C por 12 horas.

Se hicieron dos replicas de las placas con filtros de nitrocelulosa de equivalente tamaifio

que las placas. Estos filtros se depositaron sobre el medio top agar por 60 segundos la primera
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replica y 90 segundos la segunda replica. Luego, los filtros se colocaron en una solucion
denaturante (NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 M) por un minuto, luego en una soluciéon neutralizante
(NaCl 1,5 M; Tris-HC1 0,5 M pH 8.0) por un minuto, y por ultimo se sumergieron en una
solucion 2X SET (NaCl 300 mM; EDTA 3 mM; Tris-HC1 300mM pH 7.5) por algunos minutos.
Los filtros se secaron a 80°C en una estufa al vacio por dos horas para fijar el DNA a la
membrana de nitrocelulosa. Para eliminar los restos celulares que pudieron haber quedado
adherido a los filtros, éstos se lavaron con una solucién de prelavado (Tris-HCI 50 mM pH 8.0,
NaCl 1 M, EDTA 1 mM, SDS 0,1% p/v) a 37°C con agitacion suave por una hora.

Los filtros fueron pre-hibridados en un vaso precipitado en aproximadamente 200 ml
(hasta cubrir completamente los filtros) de una solucion 6X SSC (NaCl 900mM, citrato de sodio
90mM pH 7.0), fosfato de sodio 50mM pH 6.8, Denhardt’s 5X (ficoll 0,01% p/v,
polivinilpirrolidona 0,01% p/v, BSA 0,01% p/v), 100 pg DNA de timo de ternera, por 1 hora a
65°C y luego se hibridaron en la misma solucion de prehibridacion a la cual se agreg6 la sonda
de rastreo de 310pb marcada radiactivamente ( 7 x 10’ cpm ). Se hibridé a una temperatura de
42°C en un horno de hibridacion con agitacion rotatoria durante aproximadamente 12 horas.
Terminada la hibridacién, se lavaron los filtros con las siguientes soluciones en concentraciones
decrecientes de SSC: 2X SSC, 0.1% SDS por 30 minutos a 37°C; 1X SSC, 0,1% SDS por 30
minutos a 37°C; 0,5X SSC, 0,1% SDS por 30 minutos a 37°C; 0,2X SSC, 0,1% SDS por 30
minutos a 37°C. Finalizada la etapa de lavado, los filtros de nitrocelulosa se expusieron con una
pelicula de rayos X (X-OMAT, XAR 5 de 30 x 40 cm (Scientific Imaging Film Kodak) dentro de

cassettes autoradiograficos a —80°C por dos dias.
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3.2.4.1 Rondas sucesivas del rastreo de la biblioteca genémica

Se obtuvieron las pfu positivas desde la placa petri de 13.9 cm, dejandolas en tampon SM
(NaCl 0,1M; MgSQO4 0.2%; Tris-HCI 0,054 M pH 7.5, y gelatina 0,01%). Con estos posibles
clones, se procedié a realizar la segunda ronda del rastreo. Para ello, cada pfu positiva se dejo
eluir a 4°C con agitacion suave y constante y luego se diluy6 1000 veces en buffer SM. Luego, de
una dilucién final de 1/10000 se tomo 1ul y se agregd a 200 ul de células XL.1 Blue MRAP2 en
MgSO4 10 mM. La mezcla se incubd a 37°C por 15 minutos, agregandose luego 5 ml de LB Top
agar a 50°C, esparciendo el contenido de esta Ultima mezcla sobre placa Petri de 9 cm de
didmetro con LB agar. Las placas se incubaron a 37°C por aproximadamente 12 horas para
permitir la lisis completa. Al igual que en el primer rastreo, se realizaron replicas en membrana
de nitrocelulosa de cada una de las placas, se hibridaron con la misma sonda y se seleccionaron
pfu positivos aislados.

Asi, se realizaron sucesivos rastreos de los clones positivos obtenidos en el primer rastreo,
hasta que todas las placas a partir de una pfu dieron varios clones positivos y de esos se

purificaron 19 clones positivos a partir del rastreo de 500.000 recombinantes.

3.2.5 Preparacion de DNA viral por el método CTAB

El método de extraccion de DNA desde particulas viricas se basa ‘por lo descrito por
Manfioletti (1988). La extraccion del DNA de la particula virica se realizd a partir del lisado que
se obtuvo de cada una de las placas Petri que fueron infectadas con células y lisadas
completamente por el fago lambda, agregando a cada placa 5 ml de medio SM, y dejdndose con
agitacion constante a 4°C por 10-12 horas. Al otro dia se recuper6 el medio SM de las placas, el

que contiene los fagos y restos celulares. Se centrifugd el lisado obteniendo un pellet (restos
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celulares) y un sobrenadante que contiene los fagos. A 10 ml de este sobrenadante (lisado), se le
agregd DNAsa (20 ug final), agitdndose suavemente y se incub6 a temperatura ambiente por 20
minutos, para eliminar el DNA bacteriano que quedé en el lisado. Luego, se agregd al lisado
resina DE-52 (80% en LB azida 0.01%), en una proporcion 1:1, agitandose el tubo por inversion
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugé a 4000 x g por 10 minutos a
temperatura ambiente. Luego la mezcla es trasvasijada a una columna que contiene una “frita
porosa”, recolectando el mayor volumen posible de eluido que contiene solamente particulas
viricas, quedando retenida sobre la frita porosa la resina unida al DNA cromosomal bacteriano
presente en el lisado.

Se procedid a romper la particula viral, agregando EDTA pH 8.0 a una concentracion
final de 20mM y proteinasa K a una concentracion final de 50 pg/ml. Luego de mezclar
suavemente, se incubd a 45°C por 15 minutos. Transcurrido este tiempo, se agregd una solucion
de 5% CTAB-NaCl 0.5M, para llegar a una concentracion final de CTAB 0,1% y NaCl 6,3 mM.
Luego de mezclar suavemente se incubd a 68°C por 15 minutos, agitando suavemente cada 3
minutos. Posteriormente, se dejo en hielo por 15 min. Esta solucion de DNA del fago lambda, se
centrifugd a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. El sedimento de DNA viral, se resuspendié en
500 pl de NaCl 1,2 M y se agregd 2 volimenes de etanol 100%. Luego de precipitar toda la
noche a —20 °C, se centrifugé a 14.000 x g por 10 min a 4° C. El sedimento de DNA, se lavo con
1 ml de etanol 75% y se volvio a centrifugar por algunos segundos eliminandose todo el
sobrenadante. Se seco el DNA al aire por unos minutos con el fin de eliminar los restos de
alcohol. Finalmente el DNA, se resuspendié en 4 pl de NaCl 1,2 My 196 ul de tampon TE

(10mM Tris, ImM EDTA) y se incub6 a 55°C para disolver completamente el DNA.
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3.2.6 Cuantificacion del DNA

Para conocer la concentraciéon aproximada de DNA, se efectudé la medicion de la
absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro Shimadzu UV-1203. Para determinar esta
concentracion se asume que 1 unidad de Absorbancia corresponde a 50 pg/ml para DNA de

doble hebra (Sambrook ef al. 1989).

3.2.7 Digestiones del DNA con enzimas de restriccion

Tanto para el DNA plasmidial como DNA viral se realizd6 el mismo tratamiento con
enzimas de restriccion. Para digerir el DNA de fagos se requieren 16 pug mientras que para digerir
DNA plasmidial se requiere solamente 3 pg. Luego a cada DNA se agreg6 el tampon de la
enzima correspondiente a una concentracion final de 1X, la enzima a una concentracion final de

1U y agua para completar el volumen de reaccion. Las digestiones se incubaron por 10 a 12 horas

a 37°C (Sambrook et al., 1989).

3.2.8 Fraccionamiento de DNA en geles de agarosa

Para separar los fragmentos de DNA luego de ser digeridos con las enzimas de restriccion
se utilizo geles al 1% de agarosa en tampon TAE 1X. Las corridas electroforéticas del DNA se
realizaron en tampon TAE 1X y a un voltaje 5V/cm. Finalizada la electroforesis, se procedio a
tefiir el gel con EtBr (1 pg/ml en tampén TAE 1X), para visualizar los fragmento de DNA con
luz UV en el gel. Para estimar los tamafios de los fragmentos de DNA separados en el gel de
agarosa, se utilizaron estandares de tamafio molecular que se corrieron en la misma electroforesis

paralelamente con el DNA digerido (Sambrook et al. 1989).
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3.2.9 Subclonamiento de fragmentos de DNA en un vector plasmidial

Para subclonar fragmentos de DNA se utiliz6 el vector plasmidial pBluescript. Este vector
fue digerido con la enzima correspondiente a los extremos del fragmento a subclonar el cual tiene
una concentracion final de 0.5 pg. Posteriormente, el vector linearizado fue desfosforilado. Para
ello se realizo la siguiente reaccion: a 0.25 pg del vector se le agregé 1X tampon de la fosfatasa
alcalina (AP), 1U fosfatasa alcalina (CIAP) y agua desionizada — autoclavada para completar
volumen de reaccion. Esta mezcla se incubd a 37 °C por 30 minutos. Luego se agregd una
alicuota mas de enzima CIAP (1 pl) y se incub6 por otros 30 minutos a 37 °C. Antes de extraer el
DNA de esta mezcla se denatur¢ la fosfatasa alcalina a 70 °C por 5 minutos. Para extraer el DNA
se agregd 1/2 volumen de fenol saturado en Tris y 1/2 volumen de HCI3/IAA. Se agitd y
centrifugd a 12.000 x g por 3 minutos. Se recuper?é el sobrenadante (fase acuosa) que corresponde
al 90% del volumen original. Para precipitar el DNA se agregé a este sobrenadante 1/10 volumen
de Acetato de Sodio 3M pH 5.2 3 volumenes de etanol 100%. Se dejo precipitando el DNA a —20
por toda la noche. Al otro dia se centrifugd a 12.000 x g por 10 minutos a 4 °C. El sedimento de
DNA, se lavdo con 1 ml de etanol 75% y se volvido a centrifugar por algunos segundos
eliminandose todo el sobrenadante. Se sec6 el DNA al aire por unos minutos con el fin de
eliminar los restos de alcohol. Finalmente el DNA, se resuspendi6 en 10 pl de agua desionizada-
autoclavada obteniéndose un DNA plasmidial linearizado con una concentracion de 0.125 pg./ul.
Los tamafos de los fragmentos a subclonar fluctuaron entre 2000pb y 4000pb, los cuales
provenian de digestiones simples del DNA del fago lambda correspondiente a tres de los 19
clones lambda obtenidos del rastreo de la biblioteca gendmica para el (los) posible (s) gen (s) de
calicreina analizados en esta tesis. La reaccion de ligacion fue realizada utilizando tampén Ty

DNA ligasa 5X, 2 U de T4 DNA ligasa, 100 ng de DNA viral correspondiente a la totalidad de los



23

productos de la digestion de los correspondientes clones lambda, digerido con su respectiva
enzima de restriccion, 100 ng del vector pBluescript® y ATP 1 mM, completando asi un volumen

de reaccion de 10 pl. La reaccion de ligacion fue realizada a 4°C por toda la noche (Sambrook et

al., 1989).

3.2.10 Preparacion de células competentes

Se prepararon células competentes XL-1 Blue (Stratagene) de acuerdo al protocolo del
electroporador E. Coli Pulser (Bio-Rad): Se inoculé una colonia XL1 Blue que fue seleccionada
de una placa que contenia tetraciclina, en 3 ml de medio LB y se incubd a 37 °C con agitacion
constante por aproximadamente 12 horas. Luego, de este cultivo celular se sacd una alicuota
necesaria para tener una dilucion de 1/100 en 11t de medio LB liquido. Se dejé con agitacion
constante a 37°C hasta que alcanzo6 una concentracion de 0.5 a 600nm. Posteriormente, las células
se enfriaron en hielo y el cultivo se transfirio a botellas estériles de 250 ml. Las células se
centrifugaron por 15 min a 4.000 x g a 4°C. Se removid lo mas posible el sobrenadante. Luego las
células se resuspendieron suavemente en el mismo volumen (250 ml) con glicerol 10% frio.
Nuevamente se centrifugaron a 4.000 x g por 15 minutos a 4°C, se elimin6 el sobrenadante y se
resuspendieron suavemente las células en 1/2 del volumen inicial (125 ml) de glicerol 10% frio.
Nuevamente se centrifugaron a 4.000 x g por 15 minutos a 4°C y se resuspendieron suavemente
en 1/4 del volumen inicial (62,5 ml) de glicerol 10% frio. Finalmente, las células se peletearon y
se resuspendieron en 1/100 del volumen inicial (2,5 ml) en una solucién de glicerol 10% frio y se
distribuyeron en alicuotas de 60—-80 pl y se guardaron a —80°C como células competentes para

electroporacion.
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3.2.11 Transformacion de células competentes

La transformacion de los productos de la ligacion del vector pBluescript fue realizada en
células XL1-Blue preparadas previamente segun protocolo electroporador E. Coli Pulser (Bio-
Rad). Ademas se prepararon con anterioridad placas LB agar con ampicilina (50 pg/ml), a las
cuales también se les esparcid sobre el agar 4 pl de IPTG (200 mg/ml) y 40 pl de X-gal
(50mg/ml). El X-gal es un sustrato cromogénico de la - galactosidasa, otorgando colonias
azules en la placas, sefial que nos indica que el vector plasmidial no posee inserto, expresandose
el gen de la P- galactosidasa en las bacterias. Por otra parte las bacterias que si poseen el vector
plasmidial se presentan como colonias blancas, no expresandose en ellas el gen de la
- galactosidasa ya que ha sido interrumpido por el inserto de DNA clonado.

Todo el protocolo de transformacion de las células competentes se realiza en hielo. Los
10 pl de la reaccion de ligacion fueron adicionados a 60 ul de las células, mezclando suavemente.
Luego esta mezcla fue introducida en una cubeta de 0,2 mm, aplicando a las células un shock
eléctrico de 1,8 V en electroporador E. Coli Pulser (Bio-Rad). Rapidamente se agregd a las
células 500 pl de medio SOC (Bacto-triptona 2%; extracto de levadura 0,5%; NaCl 10mM; KCI
2,5mM; MgCl, 10mM; MgSO4 10mM y glucosa 20mM). Las células transformadas en medio
SOC fueron agitadas a 225 x g por 1 hora a 37°C, centrifugadas por 10 segundos y resuspendidas
en 100 pl del sobrenadante, cuyo volumen fue aplicado sobre la placa LB agar sélido conteniendo
ampicilina 50pg/ml, IPTG 1 mM y Xgal 0,02%. Las placas se incubaron invertidas a 37°C por

aproximadamente 12 horas.
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3.2.12 Preparacion de DNA plasmidial por lisis alcalina

Este método se realizd segun descrito por Hardy and Kimber (1987); Sambrook et al.,
(1989). La extraccion y purificacion de DNA plasmidial se realizo a partir de las colonias blancas
correspondientes a células transformadas con el vector que lleva el fragmento de DNA de interés.
Estas colonias fueron inoculadas en 3 ml de medio LB liquido con ampicilina (50 pg/ml). Las
células inoculadas se colocaron en agitacion constante a 37°C por toda la noche. Al dia siguiente,
se procedio a centrifugar las células en tubos Eppendorf de 1,5 ml por 20 segundos en una
microcentrifuga, se elimind todo el sobrenadante y el sedimento se resuspendié completamente
en 100 ul de tampon TE pH 8.0 con 20 pg/ml de RNasa, dejandolas en reposo a temperatura
ambiente por 5 minutos. Luego se agregd 200 ul de una soluciéon de NaOH 0,2 M y SDS 0,1%,
preparada algunos minutos antes, la cual es una solucion denaturante que rompe las células en
forma inmediata. Para favorecer la lisis completa de las células bacterianas, se dejo en hielo por 5
minutos. Luego se agregé 150 pl de acetato de potasio 2,55 M pH 5.5, mezclandose
enérgicamente por 2 segundos para eliminar el DNA gendmico bacteriano, dejandose con esta
solucion por 5 minutos en hielo. Al centrifugar por 1 min a temperatura ambiente, se obtuvo un
sedimento con el DNA gendémico de la bacteria y el sobrenadante donde se encuentra el DNA
plasmidial, el que se trasvasijo a otro tubo Eppendorf de 1,5 ml. El DNA plasmidial se precipito
agregando 900 ul de isopropanol frio. Para ello se mezclé muy bién por inversion, y se dejo
incubando por 15 minutos a -20°C. Posteriormente, se centrifugd a maxima velocidad por 1
minuto a temperatura ambiente. El DNA se lavo con etanol 75% y se dejo secar al aire por
algunos minutos para eliminar restos de alcohol. El DNA sedimentado, se resuspendio en 40 ul

de tampon TE pH 8.0 con 20 pg/ml de RNAsa y se volvié a precipitar agregando 20 pl de acetato

de amonio 6 M y 120 pl de isopropanol frio, se mezclo bien y se dejo precipitando por 5 minutos
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a —20°C. Luego fue centrifugado por 1 minuto a temperatura ambiente. El sedimento se lavd con
etanol 75%, se dejo secar al aire por algunos minutos y posteriormente, fue resuspendido en 10 ul

de tampon TE pH 8.0 con RNAsa a una concentracion final de 20 pg/ml.

3.2.13 Southern blot en membrana de nylon

La transferencia de los fragmentos de DNA separados en electroforesis en geles de
agarosa se realizé a una membrana de nylon, procedimiento descrito por Southern et al., (1975) y
modificado por Sambrook et al (1989). Antes del montaje de la transferencia, el gel de agarosa se
incubd con una solucion denaturante (NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M), con agitacion suave por 30
minutos, luego se dejo el gel en una solucion neutralizante (Tris-HC1 0,5 M pH 8.0 y NaCl 1,5
M) con agitacion suave también por 30 minutos. Finalmente el DNA fue transferido por
capilaridad a una membrana de nylon con ayuda del tampén 20X SSC (NaCl 3 M, citrato de
sodio 0,3 M, ajustar a pH 7.0). Se dejo transfiriendo por toda la noche y finalizada Ia
transferencia, la membrana se lavo con una solucion de 1X SSC por 3 minutos. Luego de esto, se
fij6 el DNA a la membrana, secandola en una estufa con vacio a una temperatura de 80°C por 1

hora.

3.2.14 Hibridacion de DNA con una sonda radiactiva

Segun descrito por Sambrook et al (1989), la membrana de nylon que ya tiene fijado el
DNA, se someti6 a una etapa de prehibridacion por 1 hora a 65°C con una solucién que consta de
SSC 6X, formamida 50%, Denhardt’s 5X, SDS 0,5% y DNA denaturado de espermio de salmén
100 pg/ml. Luego de esta etapa de prehibridacion, se le agregd la sonda marcada radiactivamente

(descrita en punto 3.2.1), la cual se diluy6 en la misma solucién ocupada en la prehibridacion. Se
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hibrido con esta sonda durante toda la noche a 42°C con agitacion suave en horno de hibridacion.
Luego de finalizada la etapa de hibridacién, la solucién que contiene la sonda se recuperd y la
membrana se sometié a una serie de lavados a diferentes concentraciones de sal, las cuales se
detallan a continuacion: SSC 2X, SDS 0,1% por 30 minutos a 37°C; SSC 1X, SDS 0,1% por 30
minutos a 37°C; SSC 0,5X, SDS 0,1% por 30 minutos a 37°C; finalizada la etapa de lavado de la

membrana, ésta se expuso con una pelicula autorradiografica a —80°C.

3.2.15 Preparacion de RNA total de varios tejido de carpa

Se sacrifico una carpa de aproximadamente 2 Kg y se le extrajo los tejidos que se iban a
utilizar para la extraccion de RNA total. Se Segin Sambrook et al (1989), se homogenizé 100mg
de tejido fresco de carpa recién decapitada en 1 ml de Trizol®. Luego el tejido homogenizado se
incubd por 5 minutos a temperatura ambiente, se le adicion6 0,2 ml de cloroformo. Se agito
vigorosamente por 15 segundos y se incubd por 2 a 3 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugd a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. Producto de la centrifugacion, se obtuvo tres fases,
que de abajo hacia arriba son: fase orgénica, interfase y fase acuosa donde se encuentra el RNA.
La fase acuosa se extrajo cuidadosamente a un tubo Eppendorf nuevo, dejando un 10% atras para
no contaminar el RNA con proteinas de la interfase. A este sobrenadante se le adicion6 0,5 ml de
isopropanol frio para precipitar el RNA y se incub6 las muestras a temperatura ambiente por 10
minutos. Luego se dejo precipitar el RNA por toda la noche a —20°C. Al dia siguiente se
centrifugd a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. Se removié completamente el sobrenadante y se
lavo el sedimento de RNA con 1 ml de etanol 75%. Se centrifugd por 5 minutos, se elimin6 toda
la solucion y el sedimento se dejo secar al aire por algunos minutos. Finalmente, el RNA se

resuspendid con agua esterilizada libre de RNAsa.



28

Todos los tejidos utilizados en la extraccion de RNA fueron tratados de igual forma,
excepto higado, el cual requirié de un paso adicional. El sedimento de RNA se resuspendié en
0,5 ml de agua libre de RNAsa y se le agreg6 0.5 ml de LiCl 8 M, dejandose toda la noche a
—20°C. Luego se centrifug6 a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C, se lavé con etanol 75%, se seco al
aire y el RNA se resuspendio en 20 ul de agua esterilizada libre de RNAsa.

La cuantificacion del RNA se realizd de la misma manera que la cuantificacion de DNA
midiendo absorbancia a 260 nm de longitud de onda, considerandose que 1 unidad de
absorbancia corresponde a 40 pg/ml de RNA. Luego, para verificar si existe contaminacion del
RNA con proteinas se le midi6 la absorbancia a 280nm de longitud de onda. Inmediatamente, se
calculd el cuociente entre Azeonm/A280 nm, €l cual otorgd como resultado un valor igual o mayor

al,s.

3.2.16 Fraccionamiento de RNA en geles denaturantes de agarosa con formaldehido

Este gel de agarosa, a diferencia del gel de DNA, se realiz6 en condiciones denaturantes.
Para ello, el gel se prepar6 a un porcentaje de agarosa del 1,5%, tampdn de corrida 1X (MOPS),
formaldehido 2,2 M, y agua libre de RNAsa para disolver la agarosa. El gel se precorri6 en
tampon de corrida 1X a 50 mA de intensidad de voltaje por 30 minutos. La precorrida del gel y
posteriormente la electroforesis se realizé sobre hielo para evitar recalentamiento del tampon.

Las muestras de RNA fueron preparadas segiin Sambrock et al (1989), mezclando 20pg
de RNA de cada tejido, con 2,0 ul de tampon de corrida 5X (MOPS 0,1 M pH 7.0, acetato de
sodio 40 mM, EDTA 5mM pH 8.0), 3,5 ul de formaldehido 37% y 10 ul de formamida
desionizada. Luego, las muestras fueron incubadas a 65°C por 15 minutos, para denaturar el RNA

y después puestas rapidamente en hielo. Para cargar el RNA al gel de agarosa, se les agreg6 1 pl
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de EtBr Img/ml y 2 pl de tampon de muestra para RNA (glicerol 50%, EDTA 1 mM pH 8.0, azul
de bromofenol 0,25% y xylen cianol 0,25%). Se mezcl6 en forma homogénea con la muestra y

se cargo la totalidad del volumen al gel.

3.2.17 Northern blot en membrana de Nylon

La transferencia del RNA desde el gel de agarosa, se realizé sin tratamiento previo del gel
Seglin descrito por Sambrook et al., (1989). Para ello se transfirié6 el RNA por capilaridad a la
membrana de nylon con 20X SSPE (NaCl 3 M; NaH,PO4 0,2 M y EDTA 1 M). Se transfirié por
10 horas y luego de finalizada la transferencia, la membrana se lavo con una solucion de SSPE
1X por 3 min. Luego, se fijo el RNA a la membrana de Nylon con luz UV.

La membrana conteniendo el RNA, se prehibridd con una solucion de SSPE 6X,
formamida 50%, 5X Denhardt’s, SDS 0,5% por 1 hora a 42°C. Luego de la prehibridacion, se
agregd la sonda marcada radiactivamente (descrita punto 3.2.2.1) la cual se diluy6é en la misma
solucién ocupada en la prehibridacion. Se hibridoé con esta sonda durante toda la noche a 42°C.
Luego se recuperd la sonda y la membrana se sometié a una serie de lavados a diferentes
concentraciones de sal, las que se detallan a continuacion: SSPE 2X, SDS 0.1% por 30 minutos a
37°C; SSPE 1X, SDS 0,1% por 30 minutos a 37°C; SSPE 0.5X, SDS 0,1% por 30 minutos a
37°C. Finalizada la etapa de lavado la membrana se expuso con una pelicula autorradiografica a —

80°C por un tiempo necesario dependiendo de la cantidad de radiactividad presente.
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4. RESULTADOS

4.1 Obtencion de la sonda GK-310

Para el estudio de los genes de calicreina, se comenzo6 con el rastreo de una biblioteca
genomica de carpa, con el proposito de obtener secuencias génicas de esta serina proteasa de
carpa. Por ello se requirié una sonda heteréloga complementaria a la region mas conservada de
calicreina muy bien caracterizada en especies mamiferas.

Previamente se realizd un alineamiento multiple de secuencias génicas de calicreina en
especies mamiferas para la deduccion de la(s) regién(es) mas conservadas y caracteristicas de
este gen, generandose asi los partidores que sirvieron para amplificar un fragmento de 310pb a
partir de cDNA de rifion de rata y un cDNA de hipoéfisis de carpa los cuales se usaron como
sonda en el rastreo de la biblioteca gendémica de carpa y experimentos de Southern blot. El
alineamiento de los partidores cGK-4 y cGK-5 con el cDNA de calicreina de rifion de rata se
muestra en la figura 1. En la figura 2 se muestran los productos de amplificacién a partir de
cDNA de rindn de rata (carril 2) y cDNA de hipdfisis de carpa (carril 3) cuyo tamafios son de
310pb. El carril 4 corresponde al control negativo de esta reaccion de PCR, donde sélo se
visualiza la banda correspondiente a los partidores.

La sonda especifica para calicreina fue marcada radiactivamente en una reaccion de PCR

en la que se incorpora al nucledtido radiactivo [o- **P]- dCTP.

4.2 Rastreo de la biblioteca gen6mica de carpa
El rastreo de una biblioteca gendémica de carpa se realizd segin el punto 3.2.4.

Inicialmente se verifico el titulo de la biblioteca genomica de carpa, 5 x 10° pfu/ml
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cGK-4
TGGGTGATCACAGCTGCTCKCTGCGCAACCGACAATTACCAGGTTTGGCTGGGCCGAAACAACCT 65
ATATGAAGATGAACCCTTTGCTCAGCACCGGCTTGTCAGCCAAAGCTTCCCTCACCCCGGTTTCA 130
ACCAGGACCTCATATGGAACCACACCCGACAACCTGGGGACGACTACAGCAATGATTTGATGCTG 195
CTCCACCTCAGCCAGCCTGCGGACATCACAGATGGTGTGAAGGTCATCGATCTGCCCATTGAGGA 260
GCCCAAGGTGGGGAGCACCTGCCTTGCCTCGGECTGGGGCAGCATCGAACC

cGK-5

Figura 1: Secuencia sonda GK310. Las flechas indican la ubicacién y orientacion de los
partidores ¢cGK-4: 5’-TGGGTGATCACAGCTGCTCA-3 y

c¢GK-5: 5’-GGTTCGATGCTGCCCCAGCC- 3°
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Figura 2: Fraccionamiento en gel de agarosa al 1% del producto de amplificacion del fragmento
de 310pb usado como sonda. Carril 1: Estandar de tamafio molecular de 100 pb.
Carril 2: Amplificacion desde cDNA de rifién de rata. Carril 3: Amplificacion desde

cDNA de pituitaria de carpa. Carril 4: Control negativo.



33

(STRATAGENE). De un total de 500.000 recombinantes rastreadas se purificaron 19 clones que
hibridaron con la sonda especifica GK310 con diferente intensidad. Los clones escogidos para
ser analizados en esta tesis presentaron diferentes intensidades de hibridacion con la sonda
GK310, detallandose a continuacion: AcGK423 (moderada), AcGK814 (fuerte) y AcGK1012

(moderada).

4.3 Caracterizacion de los clones lambda por digestiones con enzimas de restriccion

De cada uno de los clones lambda aislados se preparé DNA, segin el método de CTAB.

Para hacer un mapa fisico parcial de cada uno de estos clones, se realiz6 con cada DNA,
digestiones simples y dobles con distintas enzimas de restriccion. Algunas de estas enzimas de
restriccion cortan dentro del sitio de multiple clonamiento (SMC) del vector AFix II como son:
Sacl, Sall, Xbal, usandose ademas EcoRI y HindIll, que no cortan en el vector y tampoco en el
SMC de este vector de reemplazo.

Los tres clones lambda analizados mostraron diferencias en los patrones de digestion,
anticipandose ya a la hipotesis de que estos clones son diferentes entre si.

En la figura 3, panel A, se muestra el perfil electroforético de las digestiones simples del
clon AcGK423. El DNA recombinante digerido con Not I (figura 3, carril 4), presenta dos bandas
siendo una de ellas mas intensa (20000pb), que deberia corresponder al brazo largo del vector A
Fix Il y la otra banda, de 9000pb que corresponderia al brazo corto del vector lambda. Notl libera
el inserto, siendo la banda correspondiente a éste, la que migra en forma simultinea y muy
proxima a la banda del brazo largo del vector, no distinguiéndose una separacion visible entre
ellas en el gel, teniendo entonces el inserto un tamafio aproximado de 15500pb. Se observa en el

panel B Ia hibridacion con la sonda de la banda correspondiente al inserto. Al igual que Norl, las
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A Hind 1l

2200pb

564

Figura 3: Analisis de Southern blot de digestiones dobles de AcGK423.
(A) fraccionamiento del DNA del clon AcGK423 con diferentes enzimas de restriccion
en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carril (1) EcoR [; carril (2)
Sac 1; carril (3) Sal I; carril (4) Not I; carril (5) Hind 111; carril (6) Xba 1.
(B) Southern blot del gel en (A) con la sonda GK310. La membrana en este Southern
blot se lavo hasta 0.2X SSC-0.1% SDS por 30 minutos a 37°C. Tiempo de exposicion

24 horas.
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enzimas Sacl y Sall (Figura 3, carril 2 y 3, respectivamente) también origina los fragmentos
correspondientes a los brazos largo y corto del vector A. La digestion del clon AcGK423 con Sacl
(Figura 3, carril 2) origind cuatro bandas distinguibles en el gel, cuyos tamafios aproximados son
de 20000pb y 9000pb que corresponderian a los brazos largo y corto del vector lambda,
respectivamente. Las otras dos bandas poseen un tamafio aproximado de 5000pb y 1000pb,
siendo la banda de 5000pb que hibrida con la sonda GK310 (Figura 3, panel B). La otra banda de
aproximadamente 9500pb posiblemente migre en forma conjunta con la banda de 9000pb, no se
logrando diferenciarla. También se realizd la digestion para este clon con la enzima Sall
(Figura 3, carril 3), que gener6 cuatro bandas, una de tamafio cercano a los 9000pb que podria
corresponder al brazo corto y otra de 20000pb que corresponderia al brazo largo, entre estas dos
bandas, y muy cercana a la banda correspondiente al brazo corto, hay una banda que seria de
aproximadamente 9400pb, correspondiendo a una parte del inserto. La otra banda que se observa
posee un tamafio aproximado a 6100pb, siendo ésta la que hibrida con la sonda GK310 (Figura 3,
panel B). La enzima de restriccion HindIIl no corta dentro del SMC pero si en los brazos del
vector A Fix II. Sin embargo, la digestion del clon AcGK423 (Figura 3, carril 5) genera cuatro
bandas, cuyos tamafios aproximados son: 23000pb que corresponderia al brazo largo del vector A
mas un trozo del inserto, 13000pb que podria corresponder al brazo corto mas un trozo del
inserto, 6000pb, la cual hibrida con la sonda GK310 (Figura 3, panel B) y 2500pb que
corresponderian a un trozo del inserto. Por ultimo, este clon lambda fue digerido con la enzima
Xbal (Figura 3, carril 6), la cual genera seis bandas, de las cuales las 20000pb y 9000pb
corresponderian a los brazos largo y corto del vector A, respectivamente. Las otras bandas que
corresponderian al inserto poseen tamafios aproximados de 6500pb, 3500pb, 3300pb y 2200pb,

siendo solamente esta ultima banda la que hibrida con la sonda. Dado las caracteristicas de
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tamafio e hibridacion con las sonda con una moderada intensidad del fragmento cuyo tamafio
aproximado es de 2200pb, generado luego de la digestion con Xbal, y que es sefialado con una
flecha en la figura 3B, fue el fragmento que se subclono. Para la enzima EcoRI (Figura 3, carril
1) no se advierten bandas como producto de digestion para el clon AcGK423, en comparacion
con las otras enzimas, cercana a 9000pb si se logra apreciar levemente una banda, que solamente
podria deberse a que EcoRI tenga un sitio de corte dentro del inserto, muy cercano al brazo corto
del vector, ya que esta enzima no posee sitios de restriccion en el SMC del vector A Fix. Una
segunda explicacion seria que esta enzima no posea sitios de restriccion dentro del inserto y que
esa banda observada levemente en el gel sea solamente un artefacto de éste. Por ultimo, también
podria corresponder a una digestion parcial del DNA recombinante, y por ende, no generando
productos de digestion con esta enzima. La unica banda mas intensa, con un tamafio aproximado
de 23000pb es la que hibrida con la sonda.

Para realizar un mapa parcial de los clones y poder elegir con mayor propiedad el
fragmento de DNA de tamafo adecuado para subclonar, se realizaron digestiones dobles para
cada uno de los tres clones lambda analizados en esta tesis.

El perfil electroforético de las digestiones dobles para el clon AcGK423 se observan en la
figura 4 (panel A). Para cada una de las combinaciones de enzimas de restriccion utilizadas se
observa en el gel las bandas correspondientes a los brazos largo (20000pb) y corto (9000pb) del
vector A. Las digestiones dobles del clon AcGK423 en la figura 4 con EcoRI-Sall (carril 1) y
Xbal-Sall (carril 2) y Sacl-Xbal (carril 3), cada una gener6 un doblete de 3800pb y 3600pb
aproximadamente. La digestion con EcoRI-Sal I (Figura 4, carril 1) generan ademas dos bandas,
de aproximadamente 6300pb y 1800pb, siendo solamente la banda de 6300pb la que hibrida con

la sonda GK310. En este caso si corta la enzima EcoRI, concordando entonces con lo senalado
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A Hind 111

Figura 4: Analisis de Southern blot de AcGK423
(A) fraccionamiento del clon AcGK423 en digestiones dobles con diferentes
combinaciones de enzimas de restriccion en un gel de agarosa 1%. Carril (1) EcoRI-
Sall; carril (2) Xbal-Sall; carril (3) Sacl-Xbal; carril (4) Xbal-EcoRI.
(B) hibridacion en Southern blot del gel en (A) con la sonda GK310.La membrana en
este Southern blot se lavo hasta 0,5X SSC, 0,1% SDS por 15 minutos a temperatura

ambiente. Tiempo de exposicion 24 horas.
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anteriormente en la digestion simple con EcoRI, existiendo una digestion parcial del DNA
recombinante y que esta enzima posee sitios de restriccion dentro del inserto, ya que EcoRI
combinada con Sal/l genera mayor cantidad de fragmentos que con Sa/l. La digestion doble con
las enzimas Xbal-Sall (Figura 4, carril 2) genera ademas dos bandas bien definidas, a parte de las
correspondientes a las de los brazos del vector y al doblete sehalado anteriormente, cuyos
tamafios aproximados son de 5800pb y 2100pb, no hibridando ninguna con la sonda. Al parecer
se generaria otra banda de un tamafio aproximado de 300pb, con una baja resolucion del bromuro
de etidio, pero si en Southern blot (Figura 4, panel B) de esta figura (carril 2) ya que hibrida con
la sonda. La digestion doble con las enzimas Sacl-Xbal (Figura 4, carril 3) ademas genera tres
bandas, una cuyo tamafo aproximado es de 5700pb y un doblete de 1300pb y 1100pb, siendo la
banda de aproximadamente 5700pb la que hibrida con la sonda observada en el panel B de la
figura 4. Por ultimo, la digestion doble con las enzimas Xbal-EcoRI (Figura 4, carril 4) genera
solamente tres bandas visibles en el gel, cuyos tamafios son de 20000pb y 9000pb que
corresponderian al brazo largo y corto del vector lambda, respectivamente y otra banda de
aproximadamente 6500pb. Sin embargo, en la hibridacion en Southern blot con la sonda GK310
de esta figura, hibrida una banda cuyo tamafio aproximado seria de 1000pb, no observable en el
gel. Segtin lo observado en el carril 6 de la figura 3, correspondiente a este mismo clon con la
enzima Xbal, ésta genera seis bandas, de las cuales en esta digestion doble se visualizan tres de
ellas. Esto sugiere que las bandas realmente se encuentran en el gel pero baja la sensibilidad de
deteccion con bromuro de etidio. Los tamafios aproximados de estas bandas son de 3600pb,
3400pb y dos bandas de 1000pb Sin embargo, la banda de 1000pb que hibrida con la sonda

GK310 es entonces producto de la digestion del fragmento de 2000pb con la enzima EcoRI.



39

En la figura 5 se observa el andlisis del clon AcGK814.. La digestion con Notl (Figura 5,
carril 4) origina una banda que corresponderia al brazo largo del vector A de 20000pb y otra
banda de 9000pb que seria la correspondiente al brazo corto del mismo vector. La banda
correspondiente el inserto migra muy cercana a la banda del brazo largo, cuyo tamafio
aproximado seria de 15500pb, corroborandose en el panel B de esta figura, ya que es esta banda
la que hibrida con la sonda. Si bien EcoRI no corta en el SMC del vector lambda, si genera
productos de digestion para este clon observados en el carril 1 de esta figura, encontrandose por
lo tanto sitios de restriccion para esta enzima dentro del inserto. La digestion con la enzima
EcoRI origina cinco bandas, cuyos tamafos aproximados son: 22000pb que corresponderia al
brazo largo del vector (20000pb) més un trozo del inserto de aproximadamente 2000pb. Otra de
un tamafio aproximado de 11200pb la cual debiera corresponder al brazo corto del vector
(9000pb) mas un trozo del inserto (= 1200pb), y las otras bandas 5800pb, 3500pb y 3000pb las
cuales corresponden a partes del inserto, siendo la banda de aproximadamente 3000pb, la tnica
de las cinco bandas que hibrida con una fuerte intensidad con la sonda GK310 en el panel B
(flecha roja). Por otro lado, la digestion simple con Sacl del clon AcGK814 (Figura 5, carril 2) al
parecer cortd solo a un lado del SMC (brazo largo) originando cuatro bandas, una corresponderia
al brazo largo de un tamafio cercano a los 20000pb, otra banda de aproximadamente 13000pb,
que seria el brazo corto (9000pb) mas un trozo del inserto con un tamafio aproximado de 4000pb,
y si observamos el panel B, es la banda que hibrida con las sonda, siendo el trozo del inserto
pegado al brazo corto del vector el que contiene la secuencia nucleotidica que reconoce la sonda
GK310. Las otras bandas son de aproximadamente 7500pb y 4000pb, que serian parte del inserto.
Las digestion con Sall (Figura 5, carril 3) genera visiblemente tres bandas, cuyos tamafos son de

20000pb que corresponderia al brazo largo, la otra cercana a los 9000pb correspondiente la brazo



A Hind 111

9.416

6.557

4.316

2.322
2.027

23.130 —— [ gu (LA LT o

4—— 3.000pb

Figura 5:

Andlisis por Southern blot de AcGKS814.

(A) electroforesis de digestiones simples del clon AcGK814 con diferentes enzimas de
restriccion en un gel de agarosa al 1%. Carril (1) EcoRI; carril (2) Sacl;
carril (3) Sall; carril (4) Notl; carril (5) HindlIll; carril (6) Xbal.

(B) hibridacion en Southern blot del gel en (A) con la sonda GK310. La flecha indica el
fragmento de 3000pb obtenido de la digestién con la enzima de restriccion EcoRI
observandose una fuerte intensidad de hiridacion con la sonda GK310. La membrana en

este Southern blot se lavo hasta 0,2X SSC-0,1% SDS por 30 minutos a 37°C. Tiempo de

exposicion 24 horas.
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corto y muy proxima a esta una banda de aproximadamente 8500pb, la cual hibrida con la sonda
(Figura 5, panel B). La otra banda visible en el gel es de aproximadamente de 7000pb la cual
seria parte del inserto, hibrida intensamente con la sonda. En el carril 5 observamos los productos
de digestion del clon AcGKS814 con HindlIll, la cual genera dos bandas, cuyos tamafos
aproximados son de 25000pb que corresponderia a los brazos del vector mas un trozo del inserto
(= 5000pb), y otra banda de 4500pb aproximadamente, que corresponde a otra parte del inserto.
Muy proxima a la banda de 25000pb se encuentra otra banda de un tamafio aproximado de
15000pb que corresponderia al brazo corto (9000pb) y un trozo del inserto de aproximadamente
6000pb La banda que hibrida con la sonda y que observamos en el panel B de esta figura,
corresponde a la de 15000pb, confirmando por un lado que la enzima de restriccion HindIIl no
corta en SMC del vector lambda y por otro lado, que el inserto clonado en este vector viral posee
un sitio de corte para esta enzima. Por ultimo, la digestion de este clon lambda con Xbal genero
cuatro bandas, de las cuales las de mayor tamafio, 20000pb y 9000pb, aproximadamente,
corresponden al brazo largo y corto del vector, respectivamente. Las otras bandas poseen un
tamafio aproximado de 3500pb y 3000pb pertenecientes al inserto y otra banda que migra
conjuntamente con la banda del brazo corto del vector lambda Fix II, no diferenciandose ambas
bandas en el gel. Segln el resultado otorgado por el Southern blot (Figura 5, panel B), la banda
que otorgd una sefial radiactiva corresponde a la de 9000pb perteneciente al inserto y que migra
en la misma posicion a la del brazo corto del vector. A diferencia del clon AcGK423, el clon
AcGK824 presenta una fuerte hibridacion con la sonda del rastreo pcGK310 en los fragmentos de
DNA que libera luego de las digestiones con las distintas enzimas de restriccion.

Al igual que lo realizado con el clon AcGK423, también el clon AcGK814 fue sometido a

digestiones dobles con las mismas combinaciones de enzimas de restriccion (Figura 6). La
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FIGURA 6: Andlisis de Southern blot de Digestiones dobles de AcGK814
(A) fraccionamiento de digestiones dobles clon AcGK814 con diferentes
combinaciones de enzimas de restriccion, en un gel de agarosa al 1% tefiido con
EtBr. Carril (1) EcoRI-Sall; carril (2) Xbal-Sall; carril (3) Sacl-Xbal,
carril (4) Xbal- EcoRI.
(B) hibridacion en Southern blot del gel en (A) con la sonda GK310. La membrana en
este Southern blot se lavé hasta 0,5X SSC-0,1% SDS por 15 minutos a temperatura

ambiente. Tiempo de exposicion 24 horas.
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digestion de este clon lambda con las enzimas EcoRI-Sall (Figura 6, carril 1) genera siete bandas
de DNA de distintos tamafios, incluyendo los fragmentos correspondientes a los brazos largo
(= 20000pb) y corto (= 9000pb) del vector. Las bandas mas importantes son las tienen un tamano
de 2250pb y 950pb aproximadamente, que son las que presentan una fuerte intensidad de
hibridacion con la sonda GK310 (Figura 6, panel B). Las otras bandas tienen los siguientes
tamafios aproximados: 6450pb, 4000pb y 1850pb. La otra digestion de este clon con Xbal-Sall
(Figura 6, carril 2), origin6 seis bandas, de las cuales la de 20000pb y 9000pb corresponderian a
los brazos largo y corto del vector lambda, respectivamente. La otra banda también con un
tamafio aproximado de 9000pb y que migra muy préxima a la banda correspondiente al brazo
corto pero que sin embargo logra diferenciarse, corresponderia a una parte del inserto y es la que
presenta hibridacion con la sonda (Figura 6, panel B). Las otras tres bandas tienen tamafios
aproximados de 2800pb, 2400pb y 1300pb. La digestion con Sacl-Xbal (Figura 6, carril 3) genero
multiples bandas de distintos tamafios, en la que se destaca la banda cercana a los 1300pb, siendo
la Uinica que hibrida con la sonda (Figura 6, panel B). También se observan en esta digestion las
bandas que corresponderian a los brazos largo y corto del vector (20000pb y 9000pb,
respectivamente). Por otro lado, la digestion con Xbal-EcoRI (Figura 6, carril 4) origind cinco
bandas, en las que se destacan las correspondientes a los brazos largo (= 20000pb) y corto (=
9000pb) del vector A Fix II, una banda de aproximadamente 4000pb, otra banda cercana a los
3200pb, y por ultimo una de aproximadamente los 300pb. Existe la posibilidad de que una banda
de un tamafio aproximado de 8000pb que migra junto con el brazo corto del vector, no
observandose bien definida en el gel pero que si se observa en el panel B de esta figura que es la

banda que hibrida con la sonda GK310 y no la banda correspondiente al brazo corto, ya que la
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enzima corta en los dos SMC en el vector viral. Ademas observamos en la misma figura la
hibridacion igualmente con una fuerte intensidad de la banda de 300pb.

El perfil electroforético de las digestiones con diferentes enzimas de restriccion y su
respectiva hibridacion en Southern blot con la sonda GK310 correspondiente al clon AcGK 1012,
se muestran en la figura 7. La digestion con Nofl (Figura 7, carril 4), origina tres bandas, siendo
una de ellas de 20000pb, que corresponderia al brazo largo del vector, otra de 9000pb, que seria
el brazo corto del vector y entre estas dos bandas, una que migra mas cercana a la banda del
brazo largo, que tendria aproximadamente 13000pb correspondiente al inserto. Esto se confirma
en el Southern blot (Figura 7, panel B), observandose la hibridacion de dicha banda con la sonda
GK310. La digestion del DNA viral con EcoRI (Figura 7, carril 1), generé cuatro bandas,
encontrandose una banda de un tamafio cercano a los 25000pb que seria el brazo largo del vector
lambda mas un trozo del inserto de un tamafio aproximado de 5000pb, otra banda de 10000pb
que corresponderia al brazo corto del vector (9000pb) més un segmento del DNA del inserto de
aproximadamente 1000pb, y una banda cuyo tamafio aproximado es de 4000pb (sefialado con una
flecha, Figura 7), correspondiente a una parte del total del inserto, la cual hibrida con la sonda,
observada en el panel B de esta figura. Como se ha sefialado anteriormente para los otros clones,
EcoRI no tiene sitios de restriccion en el SMC, pero en este caso genera bandas lo que implica
que dentro del inserto posee secuencias que si reconoce esta enzima. El fragmento de DNA de
aproximadamente 4000pb descrito anteriormente es el que se escogid para su posterior
subclonamiento. La digestion con la enzima Sacl (Figura 7, carril 2) generd tres bandas, de las
cuales una corresponderia al brazo largo del vector con un tamafio de 20000pb,
aproximadamente, otra banda de aproximadamente 9000pb correspondiente al brazo corto del

vector. Migrando en conjunto con la banda del vector se encuentra una banda de un tamafio



45

A Hind 111

pb

23130 —— —ﬂ_uﬂ'lﬂ

9.416 — [l . -
L

6.557 —— .

Rl == s 4—~ 4.000pb

-

2322 —

2.027 ——

564 ——

FIGURA 7: Andlisis de Southern blot de digestiones simples de AcGK1012.
(A) electroforesis del clon AcGK1012 sometido a digestiones simples con diferentes
enzimas de restriccion en un gel de agarosa al 1%. Carril 1: EcoRI; carril 2: Sacl,
carril 3: Sall; carril 4: Nofl; carril 5: HindIll; carril 6: Xbal
(B) hibridacion en Southern blot del gel en (A) con la sonda GK310. La membrana
en este Southern blot se lavd hasta 0.2X SSC, 0.1% SDS por 30 minutos a 37°C.

Tiempo de exposicion 24 horas.
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aproximado de 10500pb, ya que Sacl posee sitios de restriccion en los SMC, tanto del brazo largo
como corto del vector A Fix II. Esto concuerda con el resultado otorgado en el Southern blot
(Figura 7, panel B), en donde se observa una banda que hibrida en una posiciéon muy cercana al
brazo corto con el tamafio aproximado de 10500pb. Ademas esta digestion origind otra banda con
un tamafio aproximado de 2500pb. Sal/ I (Figura 7, carril 3) otorgd como producto de digestion
tres bandas, que en tamafios decrecientes son: 20000pb, correspondiente al brazo largo vector,
9000pb, correspondiente al brazo corto. En forma conjunta migra con la banda del vector una
banda de aproximadamente 95000, la cual es la que hibrida con la sonda GK310 observada en el
panel B de esta figura. También como producto de esta digestion se generd otra banda con un
tamafio aproximado de 3500pb. La digestion del DNA viral con HindIll (Figura 7, carril 5)
también origin6 tres bandas, cuyos tamafos son: 25000pb que corresponderia al brazo largo del
vector (=20000) més un trozo del inserto de un tamano aproximado de 5000pb, 15500pb, que
corresponderia al brazo corto (= 9000pb) més un trozo de aproximadamente 6500pb y otra banda
de 1500pb siendo esta Ultima la que presentd hibridacién con la sonda GK310. En el carril 7,
Figura 7, se presentan las cuatro bandas que genera la digestion de este clon lambda con la
enzima Xbal, una de un tamafno cercano a los 20000, lo que podria corresponder al brazo largo
del vector, otra de 9000pb, que corresponderia al brazo corto del vector, y las otras dos de
aproximadamente 7000pb y 6000pb, siendo estd ultima la que hibrida con la sonda (Figura 7,
panel B).

Al igual que los dos clones lambda anteriores, también este clon fue sometido a

digestiones dobles con las combinaciones de enzimas que se describen en la figura 8. El carril 1
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FIGURA 8. Analisis de Southern blot de digestiones dobles de AcGK1012
(A) fraccionamiento de las digestiones dobles del clon AcGK1012 con diferentes
enzimas de restriccion en un gel de agarosa al 1% tefiido con EtBr.
Carril 1: EcoRI-Sall; carril 2: Xbal-Sall; carril 3: Sacl-Xbal; carril 4: Xbal-
EcoRI.
(B) analisis en Southern blot del gel en (A) con la sonda GK310. La membrana en este
Southern blot se lavo hasta 0,5X SSC, 0,1% SDS por 15 minutos a temperatura

ambiente. Tiempo de exposicion 24 horas.
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de esta figura muestra el fraccionamiento de los productos de la digestion del clon AcGK1012
con las enzimas EcoRI-Sall, generando seis bandas, entre las cuales se encuentran las que
corresponderian a los brazos largo y corto del vector 20000pb y 9000pb, respectivamente. Como
se ha senalado anteriormente, la enzima de restriccion EcoRI no corta en los SMC del vector
lambda, es entonces la otra enzima la cual se combin6 con EcoRI la que gener6 las bandas de los
brazos del vector. Los tamafios aproximados de las otras bandas generadas de esta digestion en
orden decreciente, son: 4400pb, 3900pb, 3000pb y 1700pb, entre las cuales se destaca la banda de
3500pb que es la que hibrida con la sonda GK310, observada en el panel B de la figura 8. Para
todas las otras digestiones también se generaron, las dos bandas correspondientes a los brazos
largo y corto del vector. En la digestion con Xbal-Sall (Figura 8, carril 2) se originaron seis
bandas, cuyos tamafios aproximados son de 20000pb, 9000pb, 6000pb, 3800pb, 2400pb y 800pb,
siendo solamente la banda de 6000pb la que hibrida con la sonda con una fuerte intensidad. En el
carril 3, Figura 8 se muestran el fraccionamiento de las siete bandas generadas luego de la
digestion con las enzimas Sacl-Xbal, que en orden decreciente son: 20000pb, 9000pb, 4400pb,
3300pb, 2000pb, 1700pb y 1600pb aproximadamente. Las bandas que presentan sefal positiva al
ser hibridadas con la sonda son 3300pb y 2000pb (Figura 8, panel B). Por tltimo, la digestion de
este clon con las enzimas Xbal-EcoRI (Figura 8, carril 4), originaron solamente cinco bandas, en
las que se cuentan las corresponden a los brazos del vector, mas otras tres bandas cuyos tamafios
aproximados son de 7000pb, 4000pb y 2000pb, siendo solamente esta tltima banda la que otorga
una sefial positiva con la sonda.

En la tabla 1 se resumen las caracteristicas que poseen los fragmentos elegidos para

subclonar que hibridan con la sonda GK310 de cada uno de los clones A analizados:



Tabla 1: Caracteristicas de los fragmentos de DNA a subclonar
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Tamaiio del fragmento . I.nter.1§1dad de Extremos del
Clon a subclonar Hibridacion con sonda fraocmento
GK310 g
reGK423 2000pb moderada Xbal
reGK814 3000pb fuerte EcoRI
AcGK1012 4000pb moderada EcoRI

A pesar de la completa caracterizacion de los tres clones lambda no es posible construir
un mapa fisico de cada uno de estos clones ya que es insuficiente para los sitios de restriccion
obtenidos. Ademas el tamafio del inserto de DNA que se encuentra clonado en este vector de

reemplazo y el tamafio del vector mismo hace aun mas dificil la construccion de un mapa fisico.

4.4 Subclonamiento de los clones lambda
4.4.1 Subclonamiento del clon ALcGK423

Luego de haber analizado la hibridacion en Southern blot de las digestiones simples y
dobles del clon AcGK423, se decidié subclonar el fragmento de aproximadamente 2200 pb del
DNA recombinante digerido con Xbal que hibrida con la sonda del rastreo GK310 (figura 3,
flecha).

Los subclones positivos, que contienen el fragmento de DNA de interés (2200pb) se
muestran en la figura 9. El DNA plasmidial fue digerido con Xbal para liberar el inserto. En el
gel (Figura 9, panel A) se observa las bandas correspondientes al fragmento suclonado de 2200pb
y la banda que corresponde al vector linearizado  de

plasmidial 3000pb,
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FIGURA 9: Subclones pcGK423,50.

(A) fraccionamiento de algunos de los subclones obtenidos digeridos con Xbal que
libera el inserto de 2200pb. Carril 1: pcGK423,500-1; Carril 2: pcGK423,500-2;
Carril 3: pcGK4232500-3

(B) anélisis de Southern blot del gel en (A) con sonda GK310. La membrana en
este Southern blot se lavd hasta 0,2X SSC-0,1% SDS por 30 minutos a 37°C.

Tiempo de exposicion 24 horas.
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aproximadamente. Uno de estos subclones (pcGK423,500-1) se secuencid y posteriormente se

analiz0 la secuencia.

4.4.2 Subclonamiento del clon AcGK1012

Del clon AcGK1012 se subclonoé un fragmento EcoRI (figura 7) de un tamafio aproximado
de 4000pb. Al igual que en el subclonamiento del clon lambda descrito en el punto 4.4.1, el
fragmento de 4000 pb fue ligado al vector pBluescript linearizado con EcoRI y transformado en
las células XL1 Blue. El analisis de varios subclones de pcGK1012400, digeridos fueron
analizados por Southern blot con la sonda de rastreo GK310 (Figura 10, panel B). Se observan
dos bandas de las cuales, una corresponde al inserto de 4000pb sublonado y la otra al vector

pBluescript linearizado (3000pb). Claramente los tres subclones contienen el inserto esperado, un

fragmento EcoRI de 4000pb que hibrida con la sonda GK310.

4.4.3 Mapa fisico de los subclones de calicreina glandular de carpa
Para la caracterizacion de los posibles subclones de calicreina se realizaron digestiones
simples y dobles con varias enzimas de restriccion, para establecer mapas fisicos parciales de

cada secuencia génica.

4.4.3.1 Caracterizacion del subclon pcGK423,,¢) por digestion con enzimas de restriccion
Primero fue necesario realizar una serie de digestiones con enzimas de restriccion,

seleccionandose las enzimas de restriccion que tuvieran sitios de restriccion dentro del SMC del

vector plasmidial pBluescript donde se encuentra subclonado el fragmento de DNA de 2200 pb.

Por lo tanto, se uséd: Sacl, Xbal, Pstl, EcoRl, BamHIl, Hindlll, Sa/l. El fraccionamiento del
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FIGURA 10: Subclones pcGK1012490.
(A) fraccionamiento de algunos de los subclones obtenidos digeridos con EcoRlI,
que libera el fragmento de aproximadamente 4000pb. Carril 1: pcGK10124900-1;
Carril 2: pcGK10124990-2; Carril 3: pcGK10124000-3
(B) andlisis de Southern blot del gel en (A) con sonda GK310. La membrana en
este Southern blot se lavd hasta 0,2X SSC-0,1% SDS por 30 minutos a 37°C.

Tiempo de exposicion 24 horas.
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subclon pcGK423 se observa en la figura 11. La digestion del DNA plasmidial recombinante con
Sacl (Figura 11, carril 1) genera dos bandas, una de un tamafio aproximado de 4400pb que
corresponderia al vector plasmidial mas un trozo del inserto con un tamafio aproximado de
1400pb, y la otra banda de 800pb aproximadamente, corresponde a un segmento del inserto de
DNA. Como se observa en el panel B, ambas bandas hibridaron con la sonda GK310, pero con
una notable diferencia de intensidad. La generacion de dos bandas nos indica que el inserto posee
un sitio de restriccion para la enzima Sacl y que ambos fragmentos poseen una parte de la
secuencia nucleotidica que es capaz de reconocer la sonda GK310. La digestion con Xbal (Figura
11, carril 2) origind dos bandas, siendo una de 3000pb correspondiente al vector pBluescript y la
otra de 2200pb correspondiente al inserto de DNA subclonado, utilizado como control de tamafio
del inserto y vector para una mejor comparacion con los fragmentos de DNA generados en las
otras digestiones. La digestion de este subclon con la enzima Ps#l (Figura 11, carril 3) genero
tres bandas de las cuales, una de 3200pb que corresponde al vector mas un trozo de inserto de
aproximadamente 200pb, y las otras de aproximadamente 1800pb y 200 pb correspondientes a
fragmentos del inserto. Solamente hibrida con la sonda la banda de 1800 pb (Figura 11, panel B).
También se observa una hibridacion mas débil que es debido a la digestion parcial del DNA
plasmidial. Si analizamos esta electroforesis, podemos visualizar que el subclon fue linearizado
por EcoRl, BamHI e HindIll lo que significa que el inserto no posee secuencias de
reconocimiento para estas enzimas. Con la enzima Sal/l se generaron dos bandas, una con un
tamafio aproximado de 3300pb que corresponderia al vector plasmidial mas un trozo del inserto
de un tamafio aproximado de 300pb y la otra de 1900pb aproximadamente, donde esta ultima
hibrida con la sonda GK310. Con esta caracterizacion parcial de este subclon no podemos saber

qué orientacion posee el fragmento clonado dentro del vector. Para conocer esta interrogante, se
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Figura 11: Andlisis por Southern blot del fraccionamiento con enzimas de restriccion del
subclon pcGK4237¢0.
(A) fraccionamiento en un gel de agarosa al 1% de los productos de digestion del
subclon pcGK423 digerido con distintas algunas enzimas de restriccion que cortan
en el SMC del vector pBluescript SK+. Carril 1: Sacl; carril 2: Xbal,
carril 3: Pstl; carril 4: EcoRI; carril 5: BamHI,; carril 6: HindIlI; carril 7: Sall.
(B) hibridacion en Southern blot del gel en (A) con la sonda de rastreo GK310. La
membrana en este Southern blot se lavd hasta 0,2X SSC, 0,1% SDS por 30

minutos a 37°C. Tiempo de exposicion 5 horas.
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sometio este subclon a digestiones dobles. Para dichas digestiones se utilizaron las siguientes
combinaciones de enzimas: Sacl-Sall; Sacl-Pstl,; Pstl- Sall. El perfil electroforético para dichas
digestiones se observa en la figura 12. En el panel A, muestra el fraccionamiento de los diferentes
fragmentos de DNA generados luego de las digestiones simples y dobles. La digestion del
subclon pcGK423,509 con las enzimas Sacl-Sall (Figura 12, carril 2) generaron cuatro bandas
cuyos tamafos aproximados son: 3000pb, correspondiente al vector plasmidial mas un trozo del
inserto, 1600pb, 350pb y 250pb las cuales corresponden al inserto. Esto nos sefiala que la banda
originada con la enzima Sall (1900pb, aproximadamente) posee sitios de restriccion para la
enzima Sacl. Las bandas que presentaron sefial positiva al hibridar con la sonda GK310 fueron
las 1600pb y 250pb. la banda correspondiente al vector linealizado (3000pb) hibridé debido a una
digestion parcial del DNA plasmidial. La digestion con Sacl-Pstl (Figura 12, carril 4) origino
cuatro bandas, una de aproximadamente 3000pb, que corresponderia al vector, y las otras de
1700pb, 300pb y 200pb, siendo las bandas de 1700pb y 200pb las que hibridaron con la sonda
(panel B). Comparando las digestiones del subclon con Sacl y Pstl (Figura 12, carril 3 y 5,
respectivamente) tanto la banda de 4400pb (vector mds inserto) como la de 800pb poseen sitios
de restriccion para Pstl, lo que generd bandas de menor tamafio. Por otro lado, la digestion con
las enzimas Pst 1-Sal 1 (Figura 12, carril 6), solamente gener6 dos bandas, siendo una de ellas de
3400pb, que corresponderian al vector mas un parte del inserto y las de 1800pb
aproximadamente, que corresponde al inserto y que hibridé con la sonda con una fuerte
intensidad. Al comparar las digestiones con Pstl y Sall (Figura 12, carriles 5 y 7,
respectivamente) la digestion con ambas liberan una parte del inserto mas el vector, no generando

fragmentos de menor tamafo.
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Figura 12: Caracterizacion del subclon pcGK4232,¢0.

(A) fraccionamiento de los fragmentos del DNA plasmidial del subclon pcGK423
luego de las digestiones con diferentes combinaciones de enzimas. Carril 1: Sall;
carril 2: Sacl-Sall; carril 3: Sacl; carril 4: Sacl-Pstl; carril 5: Pstl;
carril 6: PstI-Sal I; carril 7: Sall; carril 8: Xbal.

(B) hibridacion en Southern blot del gel en (A) con GK310. el andlisis sugiere la
posible orintacion del fragmento de DNA dentro del vector pBluescript SK+. La
membrana en este Southern blot se lavo hasta 0.2X SSC-0.1% SDS por 30 minutos a

37°C. Tiempo de exposicion 5 horas.
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Con estos resultados del subclon pcGK423,,¢0, se pudo generar un mapa fisico parcial del
inserto clonado, el cual se muestra en la figura 13. De este mapa fisico se puede inferir que Sall,
Pstl y Sacl tienen sitios de restriccion dentro del inserto de 2200pb, dado por los fragmentos que
se observan en la electroforesis de la figura 12. Los sitios de restriccion posteriormente seran

confirmados en el andlisis de la secuencia del subclon pcGK4232,¢o.

4.4.3.2 Analisis de la secuencia del subclon pcGK4232,¢
El subclon pcGK4237,09 fue secuenciado y analizado por BLAST con las secuencias
nucleotidicas que se encuentran disponibles en la base de datos Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/index.html). La secuencia nucleotidica correspondiente al

subclon pcGK423 tiene un tamafio exacto de 2259pb (figura 14).

El resultado de este alineamiento nos permite pensar, y por ende, esclarecer como la
sonda GK310 pudo hibridar con el subclon tan fuertemente, en los Southern Blot
correspondientes. Claro estd que como esta es una sonda heteréloga y por primera vez se rastrea
el gen de calicreina en la carpa, debemos saber en qué sitio se pudo unir a la secuencia del
subclon. Para conocer ésto, fue necesario realizar un analisis muy profundo de esta secuencia.
Inicialmente se realizo un alineamiento multiple de la secuencia del subclon pcGK423,,¢9 con la
secuencia de la sonda GK310, el cual se muestra en la figura 15. Como se observa, la sonda se
alinea a la secuencia del subclon con un porcentaje de identidad de un 56%. En la discusion se
detallan las causas por las cuales se pudo unir la sonda de calicreina a esta secuencia.

El alineamiento de la secuencia del subclon pcGK4232,¢ se efectud para conocer el grado
de similitud con las secuencias génicas disponibles de calicreina glandular de todas o la gran

mayoria de las especies mamiferas, siendo uno de los objetivos principales de esta tesis. Luego de
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Figura 13: Mapa de restriccion del subclon pcGK423,,.

Mapa fisico parcial de la orientacion del inserto de DNA de 2200pb dentro del
vector pBluescript y de la ubicacion de algunos sitios de restriccion. En rojo se

destaca las zonas que aproximadamente hibridan con la sonda GK310.
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AATTATCTTAAAGGGACATTTTTGTCATTTAATTCAACAACTGATGACACATGAACTGAT 60
CACGTTTCAAATTTCAATTTGGTATAACATGATTTTAAACTTCAGGTCTGTGCAAGGCAT 120
GATGAAACAGACTTGACTGACTCATGATCTAAAGGCAGGCAAATTGTGAATGTAAAACTT 180
TTGTTGATTGCTTCCATGGCACCCTTTCAGTGTTCAGTTTCATTTGCATTCTCTTAGTCT 240
TCAGGCAGTCGAATTACAAAGACATTACACAAGCCGTCTTCAGGTGGCACAGAACCGCCC 300
AATTTTTTATTCTTACCCCAGAGCACTTAAACCAAGAAAACAAAAGCTGTTAGCACTGTG 360
GTTAGCGTGGTAACATTTAACCCTTTTAGTCACTATAGTAACTGTTGTTAGCAACCTGTT 420
ATCTTATTTGCTGATGAACTGTGTTTTATGACAGCCAACTCAGTGGAATAGACAAACAAC 480
TAAAAAGTCAATATGAAGATATCACCTTAACCTTTATGGTCTGTCACATGCACTTGGAGG 540
TTGGCCTTATGAGTCATGTGGATGATTTGCTCATATTCATACACTGAACATAGACAAATA 600
AAAACAACTTCCAATATCAATAACAAATATCAGTAAAATATAAGGGAAAAAAAGCACGTA 660
AACTACATATCAAATACAGCTTTCAAATGAGCATAGGAAACATAAAACAATATTTTGTTA 720
CAGTGACAATACTGTTGTGAAAGCTATCTGTGATGTTTCTTGACAAGATTATGTAGGGAT 780
TCCTTTAATACTCCTCTCCTTCTTCCTCTCCCTCTTCTCCGACGCTGTCTGTTCCCACCT 840
CTTCGTAATCCTTCTCCAGGGCAGCCATGTCTTCTCTGGCCTCTGAGAACTCACCCTCCT 900
CCATTCCTTCACCCACATACCAATGAACAAAAGCTCTCTTGGCGTACATCAGGTCGAACT 960
TGTGATCCAGACGAGCCCAGGCTTCAGCGATGGCTGTGGTGTTGCTCAGCATACATACAG 1020
CTCGCTGCACCTTAGCCAGGTCTCCTCCAGGAACCACGGTTGGTGGCTGGTAGTTGATGC 1080
CAACCTTGAATCCAGTGGGACACCAGTCCACAAACTGGATGGTACGCTTGGTCTTGATGG 1140
TTGCGATGGCAGAGTTGACGTCTTTGGGAACCACATCTCCACGGTACAGCAGACAGCAGG 1200
CCATGTACTTGCCGTGACGAGGGTCGCATTTCACCATCTGATTGGCTGGCTCAAAGCAAG 1260
CGTTGGTGATTTCTGCAACGGAGAGCTGCTCATGGTAGGCCTTCTCTGCGGAGATCACTG 1320
GGGCGTAGGTGGCCAGAGGGAAGTGGATACGTGGATACGGCACCAAGTTGGTCTGGAACT 1380
CGGTCAGATCTACATTCAGAGCTCCATCGAAACGCAGGGATGCTGTGATGGAGGAAACGA 1440
TCTGCCCGATCAGCCTGTTGAGGTTTGTGTAGGTGGGGCGCTCGATGTCGAGGTTTCTAC 1500
GGCAGATATCGTAGATGGCCTCGTTGTCCACCATGAAGGCACAGTCGGAGTGCTCGAGGG 1560
TGGTGTGGGTGGTAAGCATGGAGTTGTAGGGCTCCACCACTGCAGTGGACACTTGAGGAG 1620
CTGGATAAATGGCAAATTCCAATTTTGACTTCTTCCCGTAGTCGACAGACAGCCGTTCCA 1680
TTAGGAGAGAGGTGAACCCAGAGCCGGTGCCACCACCAAAACTGTGGAAGATCAGGAAGC 1740
CCTGGAGCCCAGTGCACTGATCAGCCTGCAGGATTACATGAGTTATTTCTGCAATCACTG 1800
GCCAGGATTGTTCTATTTTAGTTCTACTTTAGTTCTTTAGTTCTAGTGCAACACCCAAGA 1860
TAAAGCCAACTTTTGACCCCAAGATTTTCTTACCAGTTTGCGAGTCCTGTCCAGCACCAG 1920
GTCAATGATCTCCTTGCCAATGGTGTAGTGCCCACGAGCGTAGTTGTTGGCCGCATCTTC 1980
TTTACCAGTGATCAGTTGTTCAGGGTGGAACAGTTGGCGGTAGGTACCTGTGCGCACCTC 2040
ATCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAA 2100
TTTCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCA 2160
CAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAG 2220
TGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCG 2259

Figura 14: Secuencia subclon pcGK4235500.

Secuencia nucleotidica correspondiente al fragmento subclonado de 2200pb.
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Figura 15: Alineamiento de la secuencia del fragmento de 2200pb del subclon pcGK423,,09 con la sonda GK310. El alineamiento

entre la secuencia nucleotidica del subclon pcGK423,509 y la sonda GK310 otorg6 un porcentaje de homologia de 56%,

entre los nucledtidos 962 y 1349 de la secuencia del subclon
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este alineamiento se pudo comprobar que la secuencia de este subclon no corresponde a ningun
tipo de secuencia génica de calicreina. Sorprendentemente, el alineamiento arrojé6 como
resultado que la secuencia del subclon pcGK4232,¢ tiene un 88% de identidad con el cDNA de la

o-tubulina de Oncorhynchus keta, el cual se muestra en la figura 16.

4.4.4 Obtencion de una sonda especifica para Northern blot

Con el fin de visualizar la expresion de los posibles mRNA de la secuencia génica del
subclon pcGK423,,09 en diferentes tejidos de carpa. Se prepard el fragmento de 2200pb por PCR
como sonda. La electroforesis de este producto de PCR se muestra en la figura 17. En esta
amplificacion se probaron los cuatro tipos de partidores correspondientes al vector pBluscript
(M13+forward — M13+reverse y T3 — T7). Como se observa y se describe en la figura 17, ambos
juegos de partidores, externos al inserto subclonado en el del vector plasmidial proporcionan un
producto de amplificacion de tamafio esperado de 2200 pb. Ademds como control positivo para
este PCR se amplifico el fragmento de 310 pb, utilizando como templado cDNA de riidn de rata,
el cual corresponde al utilizado para la fabricacion de la sonda del rastreo de la biblioteca
genOmica de carpa y posteriores analisis. Las concentraciones de todos los elementos presentes
en esta amplificacion por PCR, tanto concentracion de partidores y templado se describen en la

seccion 3.2.2.1 de material y métodos.

4.4.4.1 Analisis de Northern blot
De cinco tejidos diferentes de carpa se extrajo RNA total: Agallas (Ag), higado (Hg),
hipofisis (Hp), masculo (M) y rifidon (R). Cabe senalar que el RNA total fue extraido de tejidos de

carpas de invierno. El resultado de la electroforesis de los RNA totales de estos tejidos se observa
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Figura 16: Alineamiento de la secuencia nucleotidica del subclon pcGK4232,09 con el cDNA de

a-tubulina de Oncorhynchus keta (Salmon chum).
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Figura 17: Amplificacién del fragmento de 2200pb del subclon pcGK423,,00. El producto de
amplificacion de 2200pb se utilizO como sonda especifica para el analisis del
Northern blot. Carril 1: producto de PCR de 2200pb usando partidores T3 y T7 del
vector pBluescript. Carril 2: producto de PCR de 2200pb usando los partidores

MI13+forward y M13-reverse del vector pBluescript. Carril 3: control positivo sonda

GK310.
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en la figura 18. Se observan claramente en el gel los tres tipos de RNA ribosomal, 28S, 18S y 4S.
El tamafo de la banda de 28S es de 4.9kb, 18S 4,5kb y de 4S 196pb (Leipoldt et al., 1984), ya
que no se utilizéo un marcador de tamafio molecular para RNA. Los resultados obtenidos luego de
proceder a hibridar con la sonda radiactiva, se observan en la figura 18 B. En esta figura, se
aprecia una banda muy marcada en higado de un tamafno aproximado de 5,8Kb, no asi en los
tejidos correspondientes a agallas, musculo e hipofisis. En cambio en el RNA correspondiente a
rifidn se observan claramente tres bandas muy notorias y muy bien definidas. Con los datos de los
tamafios de las distintas bandas de RNA dados anteriormente, se pudo estimar los tamafios de
cada una de estas bandas observadas en rifion, siendo estas de 6kb, 2kb y 1kb, aproximadamente.
Como la sonda con la cual se hizo el Northern es especifica para el subclon pcGK423,590, luego
del alineamiento se puede decir que estas bandas observadas en el Northern blot corresponden a

un tipo de a- tubulina expresada en rifion de carpa.
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Figura 18: Analisis por Northern blot con un fragmento de 2200pb del pcGK423,,90de distintos
tejidos de carpa.
(A) electroforesis en agarosa de RNA total de distintos tejidos.
Gel de agarosa al 1,5% para RNA en el cual se encuentran RNA total de los
siguientes tejidos de carpa: (A) Agallas; (Hg) Higado; (Hp) Hipofisis; (M) Musculo;
(R) Rifién.
(B) Hibridacion en Northern blot. Se utiliz6 como sonda especifica un fragmento de
2200 pb amplificado por PCR a partir del subclon pcGK423,¢¢. Las flechas indican
los tamafios aproximados de los RNA mensajeros en riidn. La membrana se lavd

hasta 0,1X SSC-0,1% SDS por 30 minutos a 55°C. Tiempo de exposicion 1 semana.
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5. DISCUSION

Calicreina glandular es miembro de una familia multigénica altamente conservada en
todas las especies mamiferas hasta ahora caracterizadas, como son raton (Swift, et.al., 1982;
Mason et al., 1983; Evans et al., 1987; Drinkwater et al., 1987), rata (Ashley et al.,1985; Chen et
al.,1988; Wines et al., 1989; Brady et al., 1989; Shai et al.,1989; Brady et al.,1990; Wines et
al.,1991) y humano (Diamandis et.al., 2000). Todos estos antecedente nos llevaron a realizar
como primera aproximacion, un alineamiento multiple de las secuencias génicas de calicreinas de
especies mamiferas a partir de las cuales se dedujeron partidores especificos que pertenecen a
regiones consenso, siendo todos los partidores 100% idénticos con la secuencia génica de
calicreina de rata. Por lo tanto, estos partidores fueron utilizados para la fabricacion de una sonda
especifica de 310pb, usando como templados cDNA de rifidon de rata y cDNA de pituitaria de
carpa tal como fue mostrado en la figura 2. El resultado obtenido en esta primera etapa nos
permitid establecer como conclusion que se logré amplificar por PCR en pituitaria de carpa, un
fragmento de tamafio semejante al obtenido a partir de ¢cDNA de rifion de rata, el cual
corresponderia a una secuencia de algln tipo de calicreina en pituitaria de carpa. Este 6rgano es
importante desde el punto de vista de la interrelaciéon que existe con prolactina (PRL),
cumpliendo asi uno de los objetivos especificos de esta tesis cual era la de generar una sonda
especifica de calicreina de carpa para ser utilizada en el rastreo de una biblioteca gen6mica
de carpa, teniendo como referencia que hasta el momento no existen secuencias de calicreinas
para especies no mamiferas y que solamente se conoce algunas de las caracteristicas de esta
serina proteasa a nivel proteico en algunas especies no mamiferas (Richards et al. (1997a-b).

El rastreo de la biblioteca gendmica de carpa en el vector lambda Fix II se realiz6 con la
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sonda GK310. Los 19 clones obtenidos a partir del rastreo de 500.000 recombinantes, mostraron
a lo largo del rastreo diferentes intensidades de hibridacion con la sonda GK310.

De los 19 clones lambda obtenidos, para este trabajo se escogieron tres, AcGK423,
AcGK814, AcGK1012. El criterio de eleccion de estos clones fue la diversidad que poseia cada
uno con respecto a la intensidad de hibridacién con la sonda GK310 durante el transcurso del
rastreo. Estas diferencias de intensidades de hibridacion con la sonda GK310 como se ha
sefnalado anteriormente se puede deber a distintas isoformas de la calicreina presentes en carpa. A
nivel génico se podrian esperar multiples clones porque calicreina pertenece a una familia
multigénica. Ademas el pez Cyprinus carpio es una especie tetraploide (Schmidtke et al., 1976,
Wolf et al. 1969), y podria acoger mas copias de estos genes y tendria a lo menos en su genoma 4
copias del mismo gen.

Los analisis de Southern blot de los clones AcGK423, AcGK814, AcGK423 observados en
las figuras 3, 5 y 7 respectivamente, son comparativamente diferentes en los patrones de
fraccionamiento de los productos de digestion con las enzimas utilizadas. Ciertamente esto nos
indica que cada clon recombinante posee un inserto cuya secuencia génica de un gen putativo de
calicreina de carpa sea diferente. Posiblemente también existan regiones similares en sus
secuencias, dada porque la sonda reconoce a todos los clones en algin fragmento. Pero los
fragmentos son de distinto tamafio y que ademas la secuencia nucleotidica de la sonda GK310
tenga una orientacion y ubicacion distinta dentro de cada uno de los clones lambda analizados.
Antes de seleccionar los fragmentos de cada clon a subclonar, se realizd un andlisis adicional
efectuando un ensayo de digestiones dobles de cada clon lambda. Como se observé en las figuras
4, 6 y 8 para los clones AcGK423, AcGK814, ALcGK1012 respectivamente, en este ensayo se

utilizaron diferentes combinaciones de enzimas de restriccidon. Si hacemos un andlisis
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comparativo de los Southern blot, los patrones de fraccionamiento de los productos de digestion
de estos clones para cada combinacion de enzimas de restriccion utilizadas son diferentes para
cada clon, otorgando hibridacion bien definida de los fragmentos con la sonda GK310. Las
diferencias de intensidades de hibridacion con la sonda GK310 en los Southern blot para cada
clon lambda, corroboran lo sefialado con respecto a las intensidades de hibridacion de estos
clones durante el proceso del rastreo de la genoteca. Teniendo estos dos analisis se pudo realizar
la seleccion de los fragmentos a subclonar (tabla 1). Los subclones obtenidos son: pcGK423,509
con un inserto cercano a 2200pb correspondiente al producto de la digestion con Xbal,
pcGK 10124009 cuyo inserto es de aproximadamente 4000pb, correspondiente al producto de la
digestion con EcoRI. Aun no se ha subclonado el fragmento de 3500pb correspondiente al
producto de la digestion del clon AcGK814 con la enzima EcoRI.

El subclon pcGK423;¢ al ser sometido a digestiones simples y dobles, podriamos decir
que la region del inserto de 2200pb que hibrida con la sonda estd hacia el partidor T7 del vector
pBluescript SK+ (figura 11). Los lavados realizados para estos Southern blot fueron realizados
como se describié en material y métodos y en las respectivas figuras. Como se observo en las
figuras 11 y 12, la intensidad de hibridacion es mucho més fuerte comparativamente con la
presentada por este mismo fragmento (=2200pb) en las digestiones del correspondiente clon
lambda, AcGK423 que es moderada.

La secuencia gendmica parcial del inserto de 2200pb del subclon pcGK423 otorgd como
resultado un tamafo de 2259pb, la cual se someti6 a un alineamiento multiple con las secuencias
nucleotidicas que se encuentran disponibles en las bases de datos Genbank. Este alineamiento
arroj6 como resultado que esta secuencia nucleotidica posee mayoritariamente una region de

956pb con 88% de identidad ininterrumpida con el cDNA de a-tubulina de Oncorhynchus keta
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(Salmén chum). El ¢cDNA de esta especie posee un tamaiio de 1497pb, con lo que es
significativamente importante el porcentaje de identidad que posee con la secuencia nucleotidica
del subclon pcGK4232,00, ya que éste tiene un tamafio de 2259pb. Dado los resultados obtenidos
se podria decir que nuestra secuencia génica deberia corresponder a un exon. Si bien es cierto que
este resultado no corresponde al esperado para esta tesis, si constituye un hecho importante desde
el punto de vista genético de la carpa.

En relacion con a-tubulina, podemos sefialar que es un polipéptido que forma parte del
heterodimero de tubulina. Tubulina es una subunidad proteica constitutiva de los microtubulos.
Los microtubulos en las células eucaridticas juegan un rol principal en la morfologia celular,
division celular, cilios, flagelos y transporte axonal (Timasheff et al., 1980; Ginzburg et al., 1981;
Sally et al., 1985). A diferencia de los microtubulos citoplasmaticos de mamiferos, los
microtubulos citoplasmaticos en peces antarticos, son muy estables y muestran un movimiento
lento a bajas temperaturas (Himes et al., 1989; Billger et al., 1994). Todos los genes de tubulina
son probablemente derivados de una secuencia génica ancestral comun. (Lemischka et al., 1982).
Analisis de un gran nimero de genes de a y  tubulina en mamiferos usando secuencias de cDNA
como sonda, han detectado 10 a 20 copias de cada uno por genoma (Cowan et al., 1981; Wilde et
al., 1982a; Wilde et al.,, 1982b). Otras investigaciones han detectado multiples copias de
secuencias gendmicas de o -tubulina en una variedad de especies mamifera y no mamiferas
(Sanchez et al., 1980; Mischke et al., 1982).

Para saber la razén por la cual el subclon pcGK423,,¢0 hibridé con la sonda GK310, se
realiz6 un alineamiento con ambas secuencias. En la figura 15 se mostr6 la region de la secuencia
del subclon pcGK4237,¢0, entre los nucledtidos 970 a 1327, en la cual la sonda pudo lograr unirse

a la secuencia del subclon. La unica explicacion a esta forma de unirse que presentd la sonda
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hacia esta secuencia es como se ha sefialado, y a que no se fue tan estricto en las condiciones de
lavado de los Southern blot dado que se usé una sonda heteréloga de mamiferos.

El analisis de la secuencia del subclon pcGK423,509, correspondiente a una secuencia
genomica de carpa, nos otorgd como resultado un 88% de identidad con a- tubulina de Salmoén
chum (O. keta), indicando que podria pertenecer a un probable exon de este gen de a- tubulina.
Es asi como se dedujo su secuencia aminoacidica con los seis marcos de lecturas en la region en
la cual mostro6 identidad con el cDNA de O. keta.

El resultado del alineamiento aminoacidico nos afirma la homologia que existe entre esta
secuencia genomica del subclon pcGK423,,09 con una region de a- tubulina de Salmén chum,
Salmoén sockeye y de otras especies mamiferas como son en raton, humano mostrada en la figura
19. La homologia que presenta con a- tubulina de Salmén chum es de un 94%, al igual que con
las otras especies mamiferas que poseen el mismo porcentaje de homologia. El marco de lectura
-2, correspondiente a la secuencia invertida fue la que present6d dicha homologia. La homologia a
nivel aminoacidico es mayor a la presentada a nivel nucleotidico entre la secuencia génica del
subclon pcGK423,509 con el cDNA de a- tubulina del salmon chum, esto debido a que el coédigo
genético es degenerado, significando que un aminoacido puede estar codificado por mas de un
codon, otorgando esta caracteristica el tercer nucledtido del codon. Ademas, en la figura 19 se
puede destacar que la region alineada de esta proteina, es muy conservada en todas las especies
analizadas, inclusive carpa. Se puede decir entonces que esta region de la secuencia gendmica
corresponde a un posible exén de a-tubulina en carpa. Ademads, la informacioén obtenida de la
secuencia nucleotidica no presentd homologia con regiones promotoras de la base de datos,
faltando por conocer mds secuencias génicas de a-tubulina de carpa, para realizar dichas

comparaciones respecto a las posibles regiones promotoras de este gen de a-tubulina. La



75

secuencia promotora de o-tubulina de carpa deberia estar en las regiones de los restantes
fragmentos producto de la digestion con la enzima Xba 1 del clon AcGK423 (figura 3), los cuales
podrian ser subclonados y analizados. Cabe destacar que una de las homologias con a- tubulina
de O. keta corresponde al isotipo especifico de cerebro (Detrich et al., 2000) y el mismo
porcentaje de homologia es con el isotipo de Ma2 de raton (Lewis et al., 1985). Se observa en la
figura 19 una region muy conservada desde el aminodcido 126 a 443 de la secuencia
aminoacidica deducida a partir de la secuencia nucleotidica del subclon pcGK4232,09 con los
distintos isotipos de a- tubulina entre las especies alli expuestas como ejemplo. Ademas entre las
a- tubulina de estas especies también la misma region conservada. Por lo tanto, esto nos afirma
que esta secuencia génica del clon pcGK423,509 podria corresponder a a- tubulina, ya que se
corrobora lo sefalado por Lemischka et al (1982) en relacion a que todos los genes de tubulina
son derivados de una secuencia ancestral comun y que evolutivamente no ha cambiado en todas
las especies tanto mamiferos como no mamiferos.

Como inicialmente se pensd que el subclon pcGK4231,09 poseia un inserto que podria
corresponder a un posible gen de calicreina, se fabricd una sonda homoéloga de este inserto de
2200pb, experimentos de expresion en diferentes tejidos de la carpa. El Northern blot nos arrojo
como resultado tres bandas bien definidas en rifion de carpa y fuerte sefal radiactiva en higado.
Conjuntamente con el alineamiento de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas del subclon
pcGK423,50 y este analisis del Nothern blot, podria sugerir entonces que en rifion se expresan
diferentes isotipos de o-tubulina. La banda cuyo tamafio aproximado es de 1Kb podria
corresponder a un isotipo similar al de raton, Ma2 de 1,8Kb descrita por Lemischka et al., 1982,
y que al igual que en nuestros experimentos, es expresada principalmente en rifion de carpa. En

los otros tejidos también se observa sefial radiactiva pero muy débil pero que sin embargo, igual
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se visualizan bandas en la misma posicion que las bandas observadas en rifion, siendo quizas que
este gen putativo de a-tubulina corresponda a algun isotipo en particular y que se esté expresando
en todos los tejidos en la carpa. Por el contrario, en higado se observa una fuerte sefial, tamafio
que pareciera ser una sola banda, que como ya se ha sefalado anteriormente para rifién, podria
corresponder al mismo isotipo que se esté expresando en higado.

Los resultados obtenidos de esta tesis son un aporte importante para el conocimiento del
genoma de la carpa, ya que en este pez no se ha descrito hasta el momento el clonamiento,
caracterizacion y secuenciacion de tubulina, y mas particularmente de o-tubulina. El analisis
muestra claramente que esta secuencia génica del subclon pcGK423,099 corresponde a la region
que codifica para esta proteina del citoesqueleto celular, por el alto grado de conservacion que
muestra su secuencia aminoacidica deducida con otras especies de peces y por sobre todo con
especies mamiferas.

El hallazgo de esta secuencia génica de a-tubulina en carpa es importante, desde el punto
de vista que puede ser utilizado como un “gen casero” o “constitutivo”. Esto quiere decir que
puede ser usado como estandar en experimentos de Hibridacion in situ o Northern blot. Muy
probablemente en los 18 clones recombinantes lambda restantes se deberia encontrar algiin gen
de calicreina glandular de carpa. Posiblemente algunos de los que mostraron una hibridacion mas
intensa con la sonda podria corresponder a secuencias calicreina-like. Los dos clones lambda
analizados y no secuenciados en esta tesis, podrian ser uno de los posibles genes de calicreina,
sobre todo el clon, por sus caracteristicas de hibridacion fuerte con la sonda GK310. Durante el
proceso del rastreo AcGK814 presentd una hibridacion muy fuerte con la sonda GK310 y que
podria corresponder al gen de calicreina glandular de carpa, que se expresa en pituitaria o en otro

tejido. Esta optimizacion en la estrategia de trabajo deberia estar centrada en los métodos de
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lavados de los Southern, siendo atin mas estrictos en cuanto a temperatura y tiempos en los que se
ejecutan. Si bien estos parametros no fueron estricto en esta tesis, ya que no se sabe nada alin a
cerca del gen de calicreina de carpa, con los antecedentes ya entregados en la presente
investigacion, se pueden realizar algunas modificaciones a los métodos utilizados para proximas
investigaciones de este gen.

Luego de obtenidos todos estos resultados se puede decir entonces que la secuencia
encontrada perteneceria a un gen putativo de o-tubulina y siendo €ste un gen constitutivo su
expresion debe presentarse en todos los tejidos de cualquier especie, que en este caso de la carpa,
y asi lo reafirma el resultado del Northern blot (figura 18) en el cual con diferentes intensidades
radiactivas de los posibles mensajeros, que sugiere que si existe expresion en todos los tejidos del
pez Cyprinus carpio. Por lo tanto podemos sefialar que con esta tesis se ha otorgado una
informacion importante para el genoma de la carpa, dado que si se contintia con la investigacion
del resto del inserto de AcGK423, seria el primer gen completo de a-tubulina secuenciado en el

pez Cyprinus carpio.
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