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Introduccion

El funcionamiento de los organismos multicelulares pone de manifiesto la
integracion de sus elementos -incluyendo células y matriz extracelular (ECMs)-,
mediante |a adecuada adhesion y comunicacion entre ellos (Hynesy Zhao, 2000).

Sin embargo, a pesar de la importancia de las interacciones adhesivas, hasta
recientemente no se haconocido como estas interacciones intervienen en los diferentes
procesos fisiol bgicos.

Hoy se sabe que las células del organismo se adhieren unas a otras reuniendo
matriz extracelular arededor de ellas y que la matriz extracelular consiste
fundamentalmente en una estructura altamente ordenada de cadenas de azlcares y
proteinas fibrosasinterconectadas, que son segregadasy ordenadas por las células, que,
asu vez, gjerce un control remarcable sobre ellas (Aplin et a., 1998).

Asi pues, la respuesta especifica de la célula depende del tipo celular
involucrado, de su estado y de la composicién de la matriz en ese momento, y viene
determinada por un acontecimiento particular (Horwitz, 1997). De estamanera, agunas
células responden cambiando su conformacion, otras veces migrando, proliferando,
diferenciandose o cambiando sus actividades.

Para entender como la matriz permite estos cambios celulares y estas distintas
respuestas, se han identificado los receptores en las células, yaque éstos sirven de sitios
de anclgje para las proteinas de la matriz, gobiernan las interacciones y la
comunicacion célula-matriz y célula-célula. En lineas generales, se puede concluir que
la calidad de la respuesta viene determinada por €l tipo de receptor estimulado y su
preponderancia, en tanto que laintensidad de |a misma estd mas bien rel acionada con el
nimero de receptores y con la cantidad de agentes estimulantes. A su vez, la
especificidad delaadhesién celular viene determinada por |a expresién combinaday su
interaccion con un determinado nimero de receptores de adhesion (Hynes, 1999).

1. LOSRECEPTORES DE ADHESION

Las moléculas o receptores de adhesién estan ampliamente expresadas en la
superficie celular. A su papel de adhesion se suma su funcion de transduccién de
sefiales, a través de proteinas-G, fosfolipidos y proteinquinasas, para regular varias
funciones celulares, relacionadas con el comportamiento celular: formay polarizacion
celular, organizacién del citoesqueleto, motilidad celular, proliferacion, supervivencia
y diferenciacion (Ruoslahti, 1995). Por lo tanto, al mediar las interacciones célula-
célulay célula-matriz, los receptores de adhesién se ven involucrados en una gran
variedad de procesos fisiol6gicos y patol 6gicos.
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Las moléculas de adhesién se agrupan en cuatro importantes familias: las
cadherinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas, las selectinas y |as integrinas.
Otras familias de receptores de adhesién como los sindecanos y los proteoglicanos
unidos a membrana, las disintegrinas y otros, son menos conocidos por e momento
(Hynes, 1999).

En las interacciones célula-célula, un receptor se encuentra en la superficie de
una célulamientras que su ligando especifico se encuentraen lasuperficiedelacélula
adyacente Algunas interacciones receptor-ligando son homotipicas (entre moléculas
parecidas) mientras que otras son heterotipicas (entre diferentes tipos de molécul as).
L aadhesién homotipica se presenta en las cadherinasy algunasinmunoglobulinas; sin
embargo, la adhesion heterotipica se presenta entre integrinas-inmunoglobulinas y
sel ectinas-glucoproteinas (Humphries, 2000)

En la adhesion célula-matriz, |os receptores de la superficie celular son casi
siempre miembros de la familia de las integrinas, reconociendo ligandos que son
componentes de algunos tipos de matriz (matriz del tgjido conectivo, membranas
basales y matrices mineralizadas) (Humphries, 2000). A estafamilia de receptores de
adhesion celular pertenecen las dos mol éculas caracterizadas en este estudio.

1.1. La superfamilia de lasinmunoglobulinas

Lasuperfamiliadelasinmunoglobulinas (Ig-SF), caracterizada por la presencia
de un ndmero variado de dominios relacionados con |as inmunoglobulinas (Walsh et
al., 1997) fue la primera familia de moléculas de adhesion descubierta (Williams y
Barclay, 1998). Se caracterizan por ser largas glucoproteinas de la membrana
plasmética cuya principal funcién es la adhesion célula-célula, estando ademés
implicadas en diferentes procesos biol 6gicos y siendo expresadas por numerosos tipos
celulares. La estructura molecular tipica de esta familia consta de un dominio
extracelular largo, un Unico segmento transmembranario helicoidal y un dominio
citoplasmético (Aplin et al., 1998).

Setratade unafamilia de molécul as de adhesion celular (CAM) constituida por
alrededor de cien miembros en vertebrados, siendo el mas representativo la neural-
CAM o N-CAM, presente en la superficie de células nerviosasy en las células de glia
(Rutishauser y Goridid, 1986). Un cierto numero de moléculas responsables de la
adhesién de las células circulantes de la sangre (neutrofil os, linfocitos, eosindfilos) con
el endotelio de los vasos sanguineos también estdn encuadradas en este grupo, por
giemplo ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 y LFA3. Finamente, otras moléculas de
relevante importancia dentro de la superfamilia de las inmunoglobulinas son las de
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clase | y Il del complejo principal de histocompatibilidad, asi como sus ligandos
respectivos: de una parte CD8, expresado por los linfocitos Tg citotoxicos, y de otra
CD4, presente en los linfocitos T4 auxiliares.

1.2. Las cadherinas

Las cadherinas constituyen una familia de glucoproteinas de la superficie
celular involucrada principalmente en la adhesion célula-célula mediante un sistema
dependiente de calcio (Takeichi, 1988). Atendiendo al tipo celular en el que con mayor
abundancia se expresan, las cadherinas han sido clasificadas en cuatro subfamilias:
cadherina E (epitelial), cadherina N (neuronas), cadherina P (placenta) y cadherinaV
(tejido vascular) (Yap et a., 1997). La homologia entre las cadherinas de diversos
tejidos es elevada, siendo laregidn citoplasmaticala zonamejor conservada, fendbmeno
sin dudaligado a importante papel que este dominio representaen el mantenimiento de
la morfologia celular.

L as cadherinas intervienen de manerafundamental en el reconocimiento celular
durante la embriogénesis, regulando la compleja cascada de sucesos que tienen como
resultado la cohesién celular, de tal manera que una anomalia en su expresion puede
conducir al desarrollo de tumoresy alaformacion de metastasis.

1.3. Las selectinas

Son las moléculas que intervienen en la adhesion de los linfocitos a endotelio
vascular, desencadenando el fendémeno conocido como rolling linfocitario. Las
selectinas determinan el establecimiento de interacciones heterotipicas débiles en una
etapa transitoriaindispensabl e paralaformacion de uniones mas fuertes determinadas
por las integrinas. La consecuencia ultima es la fijacion de los leucocitos a un punto
determinado del endotelio vascular y la extravasacion o diapédesis.

Hasta el momento han sido caracterizados tres tipos de selectinas designadas
por lainicial del tipo celular en el que fueron descubiertas (Bevilacqua et al., 1993)).
Laselectina E interviene esencial mente en laadhesion y lamigracion de los neutréfilos
a las células endoteliales y su expresion en este Ultimo tipo celular es mediada por
citoquinas. La selectina P, inicialmente localizada en plaquetas (Bofanti et al., 1989)
presentaunafuncién, mal definidahastael momento, relacionada con latrombosisy la
hemostasis. Finamente, la selectina L es una proteina relacionada con el
reconocimiento de los linfocitos por los ganglio linféticos periféricos y que interviene
igualmente en la adhesién de los monocitosy los neutréfilos alas células endotelial es.
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1.4. Lasintegrinas

El término “integrina’ fue aplicado por primeravez en un articulo de revision
paradescribir |lamayor familia de receptores transmembranarios heterodimeéricosde la
superficie celular, relacionados estructural y funcionalmente, y cuya funcién es la de
integrar lamatriz extracelular con el citoesguel eto intracelular paramediar lamigracion
celular y la adhesion (Hynes, 1987). Excepto |os eritrocitos maduros, todos |os tipos
celulares expresan en su superficie una o mésintegrinas (Hemler, 1990), y Gnicamente
en mamiferos pueden ser encontradas mas de 20 integrinas distintas (Kreidberg y
Symons, 2000). En algunos tipos celulares |os receptores expresados en la membrana
son mayoritariamente integrinas; como es el caso de las plaguetas que presentan unas
80.000 copias del receptor a;pbs en su superficie celular (Shattil et al., 1998).

Muchas integrinas son predominantemente o exclusivamente receptores para
proteinas de la ECM tales como, fibronectinas, lamininas y colégenos, pero otras
también juegan un papel importante en la adhesién celular heterofilica, méas
notablemente en leucocitos, donde las integrinas se unen a receptores de la Ig-SF
(ICAMs, VCAM-1, MAdCAM-1) o auna cadherina (agb;-E-caherina).

Las integrinas juegan un papel central en la adhesién celular a la membrana
basal, en la polarizacién de las células inducidas por esta adhesion y en la migracién
celular a través de la ECM y sobre ella. Ademas, las integrinas, como receptores de
adhesion celular, transducen sefidles. Asi pues, las integrinas son moléculas de
adhesi 6n responsabl es de fendmenos de interaccion de unas células con otrasy con la
matriz extracelular que son cruciales, tanto para la diferenciacion de las células
animales en Organos y tejidos, la regulacion de los linfocitos, como para todo el
proceso del desarrollo, teniendo igualmente un papel central en las funciones del
sistema inmune (Springer, 1990). Todo ello implica que las integrinas tienen
importantes implicaciones en |os procesos bioldgicos y patol bgicos, entre los que se
incluyen: hemostasis, inflamacién, coagulacion sanguinea, cicatrizacion de heridas,
respuestainmune, maduracion celular, crecimiento, metastasistumorales, transplante y
desarrollo embriol6gico (Hynes, 1992; Horwitz, 1997; Holzknecht y Platt, 1995).

2. ESTRUCTURA DE LASINTEGRINAS
La primera integrina descrita fue el receptor de la fibronectina (Pytela et al.,

1985) que, junto con los demas miembros de esta familia descubiertos posteriormente,
muestran la misma estructura basica: glucoproteinas transmembranarias constituidas
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por dos cadenas protéicas, o subunidades, unaa y unab (Figura 1). Delasubunidad a
se conocen hasta el momento 17 variantes y 8 de la subunidad b (Figura 2). Estas
cadenas, que se nombran generalmente con un nimero o una letra, interactian de una
forma no covalente paraformar heterodimeros diferentes. Actualmente son conocidos
24 dimeros diferentes resultantes de la combinacion de las subunidades a y b
identificadas.

Si subunidades a se asociaran libremente con subunidades b, un largo
repertorio de integrinas se generariaen cadatipo celular. Enrealidad, ladiversidad esta
restringida, al asociarse muchas subunidades a (excepto a4 as y ay que se asocian
aleatoriamente) con un solo tipo de subunidad b, generando |as distintas subfamiliasb
integrinas, de las que las mas importantes son las by, b, y bs integrinas (Green et al.,
1998) (Figura 2).

UNION MATRIZ

SUBUNIDAD b
CATIONES
DIVALENTES
DOMINIO
RICO EN
SUBUNIDAD a CISTEINA

MEMBRANA
PLASMATICA
COOH
| ]

UNION
CITOESQUELETO

CITOPLASMA

Figura 1: Esguema de la estructura de las subunidades de una integrina. La subunidad a esté
constituida por dos cadenas unidas mediante un puente disulfuro y en su dominio extracelular se
localizan 4 dominios de union a cationes divalentes. EI dominio extracelular de la subunidad b
contiene una region rica en repeticiones de cisteinas y el dominio citoplasmético es el responsable de
las fijacion del dimero al citoplasma celular.
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Lanomenclatura més usada para denominarlas es a 6 b seguida de un nimero,
aungue algunos nombres usados en un principio persisten aun en la bibliografia. Asi
pues, uno de los miembros de la bz integrinas, a;pbs, especifica de plaguetas es, a
menudo, denominada como GPIIb-Illa, al igual que otras integrinas expresadas en el
mismo tipo celular (GPlalla=asb;, GPIclla=ash;) (Kieffer y Phillips, 1990; Phillips et
al., 1991). Las integrinas b,, especificas de leucocitos, son referidas también con el
primer nombre (a_b,=LFA-1; ayb,=Mac-1, Mo-1 o0 CRS3; axb,=p150, 95) y con
nomenclatura CD (cluster de diferenciacion) (b,=CD18; subunidades a
asociadas=CD11a,b,c), que para otras integrinas es raramente usada (Hemler, 1990;
Springer, 1990). Finalmente, muchas b; integrinas, a veces, son referidas como
antigenos VLA (very late after activation), un nombre que surge al mismo tiempo que
la descripcion de ajb; y asb; en linfocitos (Hemler, 1990). Sin embargo, después de
saber que muchas células expresan una 0 mas b integrina constitutivamente y que
algunas subunidades a se asocian a otras subunidades b, lanomenclaturaab eslamas
aplicada (Hynes et al., 1992).

® & O

Figura 2: La familia de las integrinas. Todas las subunidades a y b conocidas se representan como
circulos, mientras que las lineas muestran las asociaciones conocidas entre ellas. Se resatan las

subunidades b mas importantes.
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2.1. Subunidades a

Las subunidades a de las integrinas son homologas entre ellas, pero no
aparentemente con las subunidades b, como ponen de manifiesto los estudios de
andlisis de secuencia de distintas subunidades. Estas homologias afectan al dominio
transmembranario, al dominio citoplasmatico y a determinadas regiones del dominio
extracelular (Takada et al., 1989).

En funcion delos motivos estructural es presentes en el dominio extracelular, las
subunidades a de las integrinas se clasifican en tres categorias (Figura 3). Los
miembros del primer grupo-a i, as, as, a7y as-tienen cuatro sitios probables de unién
a cationes divalentes, cada uno de aproximadamente 60 aminoacidos de largo, y un
sitio de corte de una proteasa. Los miembros del segundo grupo-aw, a., ax, ai, a, aeg
y ap-tienen tres sitios probables de unién a cationes divalentes, pérdida del sitio de
corte para la proteasa y una secuencia adicional de 180-200 aminoécidos
correspondiente al denominado dominio | (de “inserto” o “interactivo”) en el extremo
amino terminal, que no se encuentra en otras subunidades a de las integrinas. Dicho
dominio | es homdlogo, entre otros, al dominio A encontrado en el factor von
Willebrand y es critico paralaunién del ligando (Harris et al., 2000). La subunidad a4
es el unico miembro del tercer grupo de las subunidades a integrinasy consta de tres
sitios de unién a cationes divalentes y un sitio distinto de corte para una proteasa
(Diamond et al., 1994).

Los dominios citoplasméticos de las subunidades a son cortos, entre 15y 77
aminoacidos y, en general, no estan muy relacionados por su secuencia, aunque estan
bien conservados entre las especies (Diamond et al., 1994). Sin embargo, un motivo de
secuencia préximo a la membrana, GFFKR, es conservado entre todos |os dominios
citoplasméticos y participa en la regulacion del reconocimiento del ligando y en la
asociacion entre las subunidades a y b (Harris et al., 2000).

2.2. Subunidadesb

Laprimerasubunidad b secuenciadafueladelab; integrinade pollo, deducida
de estudiosdel ADNc clonado (Tamkum et al.,1986). Lacomparacién entre secuencias
de subunidades b en distintas especies (Lipscomb et al., 1999; Malek-Hedayat y Rome,
1995) pone de manifiesto que se trata de estructuras protéicas altamente conservadas
gue comparten una estructura basica: un dominio extracelular largo, de 675-700
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aminoécidos, un unico dominio transmembranario hidrofébico y un corto dominio
citoplasmético variable en longitud. Este suele ser relativamente corto, 40-60
aminoacidos, excepto para la cadena o subunidad b, que tiene un dominio
citoplasmético inusual mente largo de 1.000 residuos de aminoacidos (Hogervorst et al.,
1990). El largo dominio extracelular de la subunidad b contiene unaregion altamente
conservada cerca del extremo amino terminal con afinidad por el dominio | de las
subunidades a, que es critico para el reconocimiento del ligando, un dominio rico en
cisteinas en el extremo carboxilo terminal y puentes disulfuro internos que contribuyen
al mantenimiento de la estructura de la molécula (Figura 3).

Repeticiones Sitio Dominio
cation corte Transmembranario

Subunidades a divalente proteasa_____

S ] LT Ty

Dominio citoplasmaétic

= e e e B A T SR

a4
Dominio extracelular
_ » Repeticiones
Subunidades b Region ricasen
conservada cisteina
b

Figura 3: Representacion esqueméticade las subunidades a y b. Se muestran las estructuras
de los g emplos més representativos de las subunidades a y b.

Una caracteristica especifica de la subunidad b es que una parte del dominio
intracelular o citoplasmatico establece el anclaje delaintegrinaen lacélulaatravésde
la interaccién con proteinas citoplasmaticas como lavinculinay latalina (Burridge et
al., 1988). Por consiguiente, el dominio citoplasmético de las subunidades b contiene
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las secuencias implicadas en la sefializacion intracelular y las asociaciones con el
citoesquel eto.

3. EL LIGANDO

Las integrinas se unen a diversos tipos de ligandos, incluyendo proteinas de la
matriz celular, proteinas del plasma que son depositadas en sitios de heridas en la
hemostasis (fibrindgeno) y la activacion del complemento, y proteinas de membrana
integrales. Muchas integrinas se unen a méas de un ligando y mas de uno de estos
ligando se une a mas de una integrina, usando el mismo o distinto sitio de
reconocimiento (Hynes et al., 1992). La Tabla | resume los principales ligandos
extracelulares de las integrinas, que incluyen un gran ndmero de proteinas
extracelulares de la matriz (proteinas de la matriz del hueso, colagenos, fibronectinas,
fibrindégeno, lamininas, trombospondina, vitronectinay el factor de von Willebrand), 1o
gue reflgja la funcidon primera de las integrinas en la adhesion celular a la matriz
extracelular (Plow et al., 2000).

Otros muchos ligandos reflejan el papel de lasintegrinas en lamediacion de las
interacciones célula-célula (Ruoslahti y Pierschbacher, 1987). En este sentido, existen
numerosos microrganismos gue utilizan las integrinas para poder entrar dentro de las
células. Por otro lado, hay conexiones multiples y directas entre las integrinas y los
sistemas de defensa, creadas por el reconocimiento de los factores hemostéticos y del
complemento.

La preferencia de las integrinas por un ligando en concreto viene determinada
por una afinidad relativa, la disponibilidad en un microambiente especificoy el estado
conformacional del ligando (Plow et al., 2000).

Losprimerosandlisisfuncionalesy estructurales de las integrinas han permitido
definir las secuencias de reconocimiento del ligando mediante el empleo de péptidos
deducidos de las secuencias de aminoéacidos de las proteinas de la matriz extracel ular
(Ruoslahti, 1996). Un gjempl o prototipico eslasecuencia RGD (tripéptido formado por
arginina-glicina-acido aspartico-Arg-Gly-Asp-), identificada originalmente como el
motivo aminoacidico de la fibronectina y que ahora se conoce como zona de
reconocimiento de multiples ligandos.

Otros estudios han demostrado que la especificidad en el reconocimiento del
ligando por parte de la integrina esta reducida a pequefias secuencias pépticas que son
determinantes paraque lasinteraccionestengan lugar o no. Asi, tan importante como la
secuencia RGD es el contexto estructural en el que se encuentray €l tipo de residuos
aminoacidicos que la flanquean (Haas y Plow, 1994). Finalmente, es necesario sefialar
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gue los estudios de inhibicion por péptidos han sido fundamentales para conocer €l
papel de las secuencias especificas en el reconocimiento del ligando por lasintegrinas

(Plow et al., 2000).

Ligandos Integrinas

Sialoproteina del hueso a\bs, a,bs

Moléculade adhesion L-1  aybs

Candida albicans amb:

Colégenos aiby, azby, ayiby, aunbs, a10b1, asbs, aghy, asby

Condroadherina
Citotactina/tenascina-C
E cadherina
Factor X
Fibronectina
Fibrinégeno
iC3b

ICAM-1
ICAM-2,3,4,5
Invasina
Laminina

M etal oproteinasa-2

Factor inhibidor neutréfilo

Osteopontina

Factor +/- Plasminégeno
Fertilina
Trombospondina
VCAM-1

Vinculina

Vitronectina

Factor von Willebrand

aoby

aghbs, aghs, ayvbs, avbe

agb;

aub,
asbi,a4bi,a4b7,asbs,agb1,avbs,avbsz,avbs,avbs,avbg,apbs
asbi,amby, avbs, axb,, apbs, avb;

amba, axb>

aLbz, auwb:

aLb,, apb>

asbs, asb, aghs,

aibs, azb1, aghs, asb1, aebs, asby, aghy, aghs
aybs

aub,

avbs, aghy, avbi, agh;

aybs

agh1

asby, avbs, anbs, adb,

asb,, asbs

aub;

avbi, aybs, avbs, ajpbs, agh:

aybs, ajpbs

Tabla 1: Ligandos de las integrinas

4. LOSCATIONESDIVALENTES

Las integrinas son metaloproteinas y contienen de 3 a 5 sitios de unién para
cationes divalentes de relativa bgja afinidad. Entre las integrinas hay al menos dos
clases de motivos, distintos estructuralmente, paralaunion ionica. En las subunidades
a estan presentes los motivos homélogos a la estructura EF-hand, serie de cuatro
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dominios de secuencias repetidas (Tuckwell et al., 1992) y los motivos de adhesion
dependiente de un metal ionico (MIDAS) (Michishita et al., 1993). Por su parte, las
subunidades b pueden contener un sitio de unién i6nico homologo al motivo MIDAS
(Loftuset a., 1990).

La union de los cationes gjerce efectos transcendentales en la funcién de la
integrina. Los cationes divalentes unidos pueden actuar como efectores,
promocionando la unién al ligando, como antagonistas, inhibiendo la unién, y como
selectores, modificando la especificidad de dicha union. Lainfluencia de los cationes
divalentes en lafuncién de laintegrina se explica por e hecho de que tanto €l ligando
como |os iones comparten una region de unidon comun en laintegrina (D" Souzaet al.,
1994).

Sin embargo, a pesar de la importancia de los iones divalentes en la adhesién
celular y en la unién del ligando, en la actualidad se dispone de una limitada
informacién acerca del papel fisiolégico que representan y ello, a pesar de que su
participacion en procesos tan importantes como la reabsorcion de los osteoclastos por
el hueso (Ross et al., 1993) y la cicatrizacion de las (Grzesiak et al., 1995) ha sido
claramente evidenciada.

5.LA UNION AL LIGANDO

Dentro de las integrinas, la unién al ligando se puede establecer de dos formas
distintas: mediante el dominio I, como en las b, integrinas o sin él, como en las b3
integrinas.

El dominio | constade cinco zonas de plegamiento b rodeadas por 5-6 a hélices
interconectadas por lazos flexibles (Emsley et al., 1997), que contienen el motivo de
union cationica MIDAS (Figura 4). El dominio | esta altamente conservado en todas
las subunidades a de las integrinas (Dickeson et al., 1998), si bien los distintos
dominios|, apesar de este grado de conservacion, son altamente sel ectivos paragrupos
particulares de ligandos: un solo dominio | puede reconocer multiples ligandos sin
relacion estructural.

Aunguelosdominios| rigen las funciones de unién al ligando de las integrinas,
otras regiones de las subunidades a influyen en su reconocimiento, como la secuencias
GFFKR que participan en laregulacion de lainteraccion (Harris et al., 2000) (Figura
4) y las regiones EF-hand que contribuyen al reconocimiento del ligando (Dickeson et
al., 1997). También existen otros dominios en algunas subnidades a involucradosen la

11
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uni6n de ligandos no protei cos cuya ocupacion puede modular lafuncién del dominio
(Vetvickaet al., 1996).

Region
onservada

Dominio |

Repeticiones

N-terminales

Membrana
plasmatica

Subunidad a Subunidad b

Figura 4: Estructuradel heterodimero ab conlosdominiosy
regiones mas significativos involucrados en la unién a
ligando. Los motivos MIDAS se sefidlan en naranja.

La union del ligando entre integrinas sin el dominio | se ha estudiado en la
apbs y muchos de los avances obtenidos han sido extrapolados a otras integrinas,
como las b, integrinas.

De esta manera, estudios de mapeo epitdpico con anticuerpos monoclonales
inhibidores, las digestiones enzimaticas de ajpbs, la expresion de sus formas
recombinantes, asi como los estudios de reactividad cruzada han demostrado la
existencia de puntos de contacto del ligando con segmentos del extremo N-terminal de
lasubunidadesa, (D" Souzaet al., 1990) y bz (Santoro et al., 1987), evidenciando que
ambas subunidades participan en lainteraccion. Los residuos esencial es identificados
en ambas subunidades se agrupan en dos regiones. La primera es un segmento
altamente conservado en todas las subunidades b, que participa en la formacion de
motivo MIDAS (Leeet al., 1995), que esta constituido por unos 300 aminoécidosy que
engloba la region especifica a ligandos RGD y la regién de unién a la cadena g del
fibrinbgeno en la bs. La segunda regién esta representada por las 7 repeticiones del
extremo N-terminal que forman el dominio b-hélice de a;, (Figura 4).
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Laimplicacion en launidn del ligando de ambos tipos de dominios plantea dos
cuestiones importantes. Por unaparte, como los cambios conformacional es que sufrela
integrina durante la activaciéon y la union al ligando afectan a dichos dominiosy, por
otra, la forma en que las subunidades a;, y bz se unen para establecer una base
estructural paralaunion del ligando al receptor a;pbs.

6. LASINTEGRINAS COMO RECEPTORES DE SENALIZACION

Las integrinas fueron identificadas originalmente por sus propiedades
adhesivas, sin embargo, multiples evidencias han puesto de manifiesto que también
actlan como receptores de sefializacion, entendido el término sefializacion como la
capacidad de estos receptores de transmitir informacion en ambas direcciones através
de la membrana plasmética (Shattil et al., 1997). De esta manera, es conocido que las
células regulan la union de laintegrina a su ligando a través de un proceso conocido
como sefializacion intracelular (inside-out signaling) o activacion de la integrina,
mientras que como seflalizacion extracelular (outside-in signaling) se conoce a la
cascada de reacciones que se generan hacia el interior de la célula como consecuencia
delaunion del ligando alaintegrina (Figura5).

Inactivo  Activo Ocupado Cluster
5 § § '
.’ . {\ \ f [
(—> +l4—p T T I
{ § bl / L,
[\ O e T R o
L ()
)":f I."'-. ;
fnalizacion:, k“Seﬁalizaciéﬁ@:g
. e
= intracelular ™ extracelular
{ E=.§§
| '!_j E Receptor de
ismasicn =_ . adhesion

Agonista 2 =4
Matriz

Figura 5: Sefializacion de las integrinas.

Lasintegrinas se constituyen por tanto en |os puentes de union entre el interior y
el exterior celular, siendo unade sus funciones |a adaptacion de las células al ambiente
gue las rodea (por eemplo, e mantenimiento de la integridad espacia y la
organizacion de lamonocapadel endotelio) (Humphries, 2000) y el movimiento celular
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conseguido por latransduccion de la sefial através de laintegrina desde el ligando a
citoesguel eto, generando asi traccion entre la célulay sus alrededores (Schoenwael der
et a, 1999). Por otro lado, la acumulacion en el citoplasma de moléculas de
sefiali zaci 6n dependientes de integrinas y los cambios en €l flujo de la sefial al parecer
podrian estar relacionados con modificaciones en los patrones de expresion de los
genes (Yamada et al., 1995). Actualmente, los mecanismos moleculares involucrados
en este proceso son desconocidos, aunque se supone que es el dominio citoplasmatico
de laintegrina, inducido por lainteraccion del ligando el que inicia esta respuesta de
sefializacion.

En las células estacionarias, muchos de estos procesos pueden estar en estado
inactivo, mientras que en las células migratorias, las interacciones adhesivas son
altamente dinamicas y los mecanismos para la desorganizacion de los contactos
adhesivosy el reciclado de lasintegrinas previstas estén en uso constante (Sheetz et al.,
1998).

Una cuestion clave es qué moléculas se unen alas integrinas como iniciadores
criticos de la sefializacion y como determinan la eficacia de union. Diferentes estudios,
gue incluyen cromatografia de afinidad, inmunoprecipitacion, unién de péptidos
sintéticos y andlisis de hibridacion, han sido llevados a cabo para identificar las
moléculas gque se unen a las integrinas, pero queda sin esclarecer cuales de estas
moléculas participan inicialmente en la respuesta de sefializacion. Actualmente,
algunos estudios han puesto de manifiesto que muchas de las rutas de sefializacion
mejor caracterizadas incluyen las quinasas protéicas, quinasas lipidicas, tirosinas
guinasas, los nucledtidos ciclicos y €l flujo de iones (Dedhar, 1999). También se ha
demostrado que los componentes del citoesqueleto (incluyendo talina, a-actinina'y
laminina), los adaptadores de sefializacion (paxilina, bs-endonexina, calreticulina y
citoadhesina-1) y las quinasas (integrina quinasay quinasade laadhesion focal) unidas
alos dominios citoplasmaticos de laintegrinas, asi como otras moléculas (como CD9,
CD47 y CD98) interactuian en la sefializacion (Humphries, 2000).

7.CD 29 O b; INTEGRINA
7.1. Lafamiliadelasb; integrinas
Esta familia de integrinas esta constituida por doce heterodimeros ab que

comparten CD29 o b, como subunidad b. Sin embargo, constituyen moléculas distintas
y presentan diferentes propiedades y caracteristicas.
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Las by integrinas estan ampliamente distribuidas, siendo predominantemente
receptores de moléculas de la matriz extracelular como fibronectina, colégeno,
vitronectinay laminina, si bien asb;, (VLA-4, CD49d/CD29) es también receptor para
VCAM-1 0 CD (Tabla 1).

La familia de las b; integrinas también es conocida como familia VLA (Very
Late Antigens), debido a que sus primeros miembros fueron originalmente definidos
como heterodimeros que aparecian 2-4 semanas después de laactivacion invitro de las
células T (Hemler, 1988). Sin embargo, la expresion de estas estructuras no esta
restringida a los linfocitos, ya que casi todos los tipos celulares, a excepcién de los
glébulos rojosy granulocitos, expresan uno o0 mas de un miembro de las by integrinas.

A pesar de que las moléculas de lafamilia de las b; integrinas son reconocidas
con diferentes nomenclaturas (CD/CD29; VLA; ab,), la nomenclatura ab esla mas
aplicada. Por otro lado, debido a su ampliadistribucion en diferentestipos celulares, las
funciones de estas mol éculas son claramente no especificas del sistema inmune.

7.2. Funciones dela familia b; integrina

Al igual que €l resto de integrinas, la familia by integrina esta involucrada en
procesos de adhesion y migracion celular, siendo también responsable de la
transduccion de sefiales (Cervella, 1993). En muchos tipos celulares |a expresion del
gen by esconstitutiva, reflejando las multi ples funciones mediadas por estos receptores.

A continuacion se detallan las funciones fisiolbgicas y patol 6gicas especificas
mas relevantes de cada uno de los miembros de esta familia.

7.3. a1b; (VLA-1, CD49a/CD29)

Fue uno delos primeros miembros de lafamiliab; identificado. Dichaintegrina
es receptor de la laminina 'y los colagenos I, 11 y 1V (Tabla 1), mediando la union
celular adichos ligandos (Senger et al., 1997).

Su expresion no estarestringida a células del sistemainmune yaque se expresa
abundantemente en lineas celulares de neuroblastoma (Li et al., 2000), en fibroblastos
de la piel, en células mesangiales y endoteliales de los rifiones, en células sinusoides
del higado y en algunos otros tipos celulares, entre los que podemos incluir los
condrocitos (Ohno et al., 1999), las células del musculo liso (Wang et al., 1998),
hepatocitos (Kocken et al., 1997) y células neuronales (Li et al., 2000).
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Lapresenciaen estostipos celularesy tejidos demuestralafuncién de adhesion
de estaintegrina; sin embargo, las moléculas de |la matriz extracelular que interactian
con este receptor no han sido completamente identificadas (Ohno et al., 1999).

7.4. asb; (VLA-2, CD49b/CD29)

La integrina azb; es un receptor para el colédgeno | y la laminina (Tabla 1),
reconociendo sitios distintos del coldgeno que la integrina a;b; (Wang et al., 1998).
Originamente fue caracterizado como un antigeno tardio en lascélulas T activadas, sin
embargo, hoy diaes reconocido como un importante receptor del coldgeno en plaguetas
(Kunicki et al., 1993). También conocidacomo GPl&/lla, estaintegrinaesta presente en
muchas de las células en las que se expresa aib; (células T inactivadas, células de
leucemia T, fibroblastos, células del neuroblastoma, etc). Sin embargo, ambas
integrinas presentan una expresi 6n independiente, ya qgue en muchostipos celulares en
los que se expresa azbi no lo hace aib; (plaquetas, por eemplo) y alainversa. En el
rifién se localiza en el endotelio glomerular, tubulos distales y colectores (Kreidberg y
Symons, 2000) y también se ha localizado en tumores primarios de pulmén humano
(Senger et a., 1997).

7.5. asb; (VLA-3, CD49c/CD29)

La asb: es un miembro enigmatico de la familia de las integrinas, por
atribuirsele desde ligandos restrictivos a una gran variedad de ellos. Fue originalmente
identificado como receptor para el colégeno (tipos | y V1), laminina-1 y fibronectina
(Tabla 1), basandose en ensayos de adhesion celular y unidn en columnas de afinidad
de extractos de proteinas de membrana (Dedhar, 1992). Estudios recientes muestran,
sin embargo, que los ligandos preferidos por dichaintegrina son laslamininas 5, 10 y
11 (Delwel, 1994), y que en ciertos tipos celulares puede serlo la trombospondina-1
(Guo et al., 2000).

Esta integrina tiene un papel vital en la formacién de varios 6rganos. En la
epidermis esta presente en lamembrana basal de los queratinocitosy las funciones de
asb; en la piel son vitales para el desarrollo de la epidermis y la cicatrizacion de
heridas, estando ambos procesos involucrados en la migracion y diferenciacion de los
queratinocitos basales en contacto con la ECM (Goldfinger et al., 1999). En el rifién
presenta una expresion abundante, siendo posiblemente la Unica integrina que se
expresa en |os podocitos glomerulares, expresandose con azb; y agb1 en los conductos
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colectores (Kreidberg et al., 1996). Esta integrina también se expresa en el desarrollo
del sistemanervioso, encontrandose en las neuronas, representado también unafuncién
importante en la organizacién de lalamina propia del cortex (Anton et al., 1999).

7.6. asb1 (VLA-4, CDA9d/CD29)

Este miembro de la familia b; integrina ha sido involucrado en la adhesién de
linfocitos (van Kooyk et al., 1993), monocitos (Jonjic et al., 1992), eosindfilos,
bastfilos (Schleimer et al., 1992) y células NK (Allavena et al., 1991) adheridas a
células endoteliales activadas por |as citoquinas.

La expresion de a4b; es dta en las células del sistema hematopoyético, siendo
baja o ausente en muchas células adherentes (Hemler, 1990). Entre |os leucocitos hay
unaexpresion diferenciada de estaintegrina siendo mayor su expresion en loslinfocitos
By T enreposo.

Losligandos paraajb; incluyen las proteinas de lamatriz extracelular VCAM-1
(Elices, 1990), fibronectina (Sanchez-Aparicio, 1993) y trombospondina (Y abkowitz et
a., 1993) (Tabla 1), y lainvasina, una proteinainvolucrada en la entrada de bacterias
dentro de células eucaridticas (Ennis et al., 1993).

7.7. asby (VLA-5, CD49e/CD29)

La integrina asb: es el mayor receptor de la fibronectina, siendo este
reconocimiento importante para el control de la morfogénesis y la organogénesis
(Darribére et al., 1990). Ademas, también reconoce a la invasina (como asb;) y a
fibrinégeno (Tabla 1).

Su expresion en células endoteliales permite la adhesion de sus ligandos a las
proteinas de la ECM. En los leucocitos polimorfonucleares media los mecanismos de
migracion a través de los fibroblastos del pulmén (Shang et al., 1997) y en los
linfocitos-T esté& involucrada en la migracion al sistema extravascular a través de la
fibronectina (Hauzenberger et al., 1994). La expresion de esta integrina esta también
descrita en el pancreas de distintas especies (hdmster, canina, porcina 'y humana)
(Wang et al., 1999).
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7.8. agb1 (VLA-6, CD49f/CD29)

La integrina agh1 es un receptor bien conocido de la laminina-1. Ademas, se
une también a la invasina y la fertilina, una proteina de la superficie del esperma
(Tabla 1). Como se ha observado en las especies humanay murina, la union de este
altimo ligando con la integrina agb: en la superficie del huevo es directay media la
fusion del esperma con el huevo (Chen et al., 1998; Chen et al., 2000).

Se han descrito dos isoformas de integrina agb; en el sistema embridnico
murino, agb; A 'y agbi B. Ambasisoformastienen unaexpresion diferente: laintegrina
agb; A seencuentraen lineas diferenciadas mientras que laintegrinaagh; B en células
no diferenciadas, totipotentes.

Dicha integrina se expresa en las células nerviosas, linfocitos, macrofagos,
fibroblastos, plaguetas y otros tipos celulares (Cooper et al., 1991), como por g emplo
en los podocitosy células epiteliales tubulares del rifion (Kreidberg y Symons, 2000), y
en muchas células epiteliales embridnicas (Ekblom, 1996).

7.9. asb; (VLA-7, CD49g/CD29)

Dentro delafamiliadelasintegrinas, hay dos grupos de receptores que se unen
alalaminina Esta integrina, junto con los heterodimeros asb; y agb: forma uno de
estos grupos (Collo et al., 1993) (Tabla 1).

El receptor asb; fue descrito por estar involucrado en la diferenciacion
miogénica. Estaintegrina presenta dos isoformas (A y B) con una expresion diferente:
laisoformaB se localiza en todos los tipos de tejidos y células analizados, incluyendo
musculo esguelético y miocardio, mientras que la isoforma A se detecta
exclusivamente en muscul o esquel ético (Collo et al., 1993). También ha sido descrito
dicho receptor en células de melanonay no en melanocitos normales, sugiriendo que de
esta integrina puede estar asociada con transformaciones malignas (Kramer et al.,
1991).

7.10. agb; (VLA-8, CD49h/CD29)
La subunidad ag de laintegrina fue originalmente identificada por Bossy et al
(1991) en el sistemanervioso embridnico de pollo, junto con lasubunidad b;. También

se haclonado eidentificado en humano, determinando su distribucién tisular en tejidos
adultos de mamiferos (Schnapp et al., 1995), expresandose predominantemente en
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células vasculares y viscerales del musculo liso, otras células contréctiles, células
nerviosas embrionicas, células mesangiales del rifibn y miofibroblastos del pulmon.

Esta integrina se puede unir a la tenascina, fibronectina y vitronectina
interaccionando con los sitios RGD de esos ligandos (Tabla 1). En fibroblastos y
células del musculo liso se une a la fibronectinay vitronectina, involucrandose en la
respuesta a la inflamacion y a las heridas. Asi, agb; puede contribuir a los cambios
funcionales que ocurren en el masculo liso durante lareparacion del tejido (Schnapp et
al., 1995).

7.11. agb, (VLA-9, CD49i/CD29)

Estaintegrinaesun receptor ampliamente distribuido tanto parael colagenoy la
laminina, como paralatenascinay la osteoponina (Smith et al., 1996), pudiendo tener
ligandos adicionales no identificados aln (Tabla 1).

Gracias alainmunoprecipitacion se ha estudiado la distribucion tisular de esta
integrina localizandose en el epitelio, la membrana basal del epitelio escamoso, en
musculo liso y esquéletico, asi como en hepatocitos (Pamer et al., 1993) y células
cancerigenas, como carcinoma mamario y otras lineas celulares (Arihiro et al., 2000).

7.12. a]_obl (VLA-lO, CD49]/CD29)

Esta b; integrina ha sido descrita como como receptor del colégeno tipo 1, sin
embargo lalamininay la condroadherina parecen ser también sus ligandos (Camper et
al., 1998).

Se ha descrito su distribucién en un gran nimero de tejidos, pero al parecer su
expresion se localiza preferentemente en musculo y corazon (Lehnert et al., 1999).

7.13. a11b; (VLA-11, CD49k/CD29)

Se trata de un receptor del colageno | y la vinculina, molécula relacionada con los
contactos focales del colageno tipo | (Tabla 1).

Su distribucién tisular ha sido estudiada mediante Northern blotting,
encontrandose niveles altos de expresion en utero humano y corazén, niveles
intermedios en musculo liso y niveles de expresién bajos en otros tejidos no
musculares, tales como el pancreas, el rifién y la placenta (Velling et al., 1999).
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7.14. ayb; (VLA-V, CD/CD29)

Como receptores de esta integrian han sido identificados la fibronectina, la
vitronectina, €l fibrindgeno y la osteopontina (Vogel et al. 1990; Bodary et al. 1990)
(Tabla 1).

En cuanto a la distribucion tisular, se puede encontrar en la superficie de los
oocitos de distintas especies, donde interactian con el ligando en la membrana
plasmética del espermatozoide durante la fertilizacion (Linfor et al., 2000), o en
precursores de oligodendrocitos, jugando un papel en lamigracion celular (Milner et
al., 1996).

8. CD61 O b3 INTEGRINA
8.1. Lafamiliadelasbsintegrinas

La familia de las b3 integrinas o citoadhesinas comprende dos receptores de
adhesion heterodiméricos, ajwbs (glicoproteina Iibllla, CD41/CD61) y aybs
(CD51/CD61) (Hynes, 1992), que estdn implicados en una amplia variedad de
funciones fisioldgicas y patol6gicas importantes. Estas dos integrinas comparten la
misma subunidad b3 y las dos subunidades a (av Yy ai,) presentan unaidentidad en su
secuencia aminoacidica del 36% (Suehiro et al., 1996).

apbs se expresa sdlo en plaquetas y megacariocitos, siendo esencial para la
agregacion plaguetaria, controlando lafuncién de este tipo celular en latrombosisy la
hemostasis (Kieffer y Phillips, 1990; Du y Ginsberg, 1997).

avbs estd expresada en muchos tipos celulares, incluyendo plaguetas,
osteoclastos, fibroblastos, melanomas, células endoteliales (Hodivala-Dilke et al.,
1998), astrocitos (Leyton et al, 2001), macrofagos, leucocitos polimorfonucleares
(Bertony Lowell, 1999), timocitos, esplenocitos, células de lamédula 6sea (Gerber et
al., 1996), condrocitos (L oeser, 2000) y células placentarias (Villa-Garciaet al., 1994),
donde influye en la migracién celular con sus consecuencias en la angiogénesis,
restenosis, invasion de células tumoralesy arterioesclerosis, entre otras (Suehiro et al .,
1996).

Funcionalmente, estas integrinas se diferencian en la especificidad por su
ligandoy por su sensibilidad alos cationes divalentes (D" Souzaet al., 1994). En efecto,
la unién al ligando de estas integrinas esta regulada de forma diferencial por los
cationes divalentes. Asi pues, en presenciade Ca*, el fibrindgeno no se une al receptor
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avbs, pero si 1o hace a receptor a;pbs, mientras que ambos receptores unen a dicho
ligando en presencia de Mn*". Esto sugiere que la union al ligando esta regulada
también por un mecanismo con dos sitios de union cationica (Smith et al., 1994).

Las similitudes estructurales y funcionales entre las integrinas aybs y a;pbs
sugieren que son proteinas de membrana homdlogas con un origen evolutivo comin
(Fernéndez-Ruiz et al, 1993).

8.2. a||bb3

El receptor a;pbs, conocido también como CD41/ CD61 o GPIIb/Il1a, es
un heterodimero dependiente de Ca®*. Durante mucho tiempo se consider6 que esta
mol écula estaba expresada exclusivamente en plaguetas y sus precursores celulares, 1os
megacariocitos. Sin embargo, recientes estudios han permitido identificar el receptor
apbs en células mieloides, asi como en algunas células tumoral es, como melanomasy
células de adenocarcinoma de préstata (Plow y Byzova, 1999; Chen et al., 1997).

Debido a su importante papel en la agregacion plaguetaria, con sus
consecuencias en latrombosis y el mantenimiento de la homeostasis, a;pbs €s una de
las integrinas mas estudiadas, y este hecho ha permitido poner de manifiesto otras
funciones en las que juega un papel importante, como por € emplo en la progresion de
tumores mediante laadhesion celular y lainvasion através del fibrindgeno (Chenet al.,
1997; Wall et a., 1997) y en laregulacion de la proliferacion y diferenciacion de las
células mieloides en la médula 6sea junto con otras integrinas (Wall et a., 1997)

Cada una de la subunidades que componen el heterodimero es polimérficay
altamente inmunogénicay por ello, en humano, los al cantigenos caracterizados de esta
glucoproteina son clinicamente importantes en los procesos de transfusion y en el
tratamiento de enfermedades coronarias (Weiss et al., 1996).

Las alteraciones anivel molecular del receptor a;pbs pueden provocar distintos
desdrdenesy enfermedades. El primer desorden en el que fueinvolucrada estaintegrina
fue latrombastenia de Glazmann, un raro desorden hemorrégico hereditario resultante
de cambios cualitativos o cuantitativos en las subunidades a;, 0 b3 (Hodivala-Dilke et
al., 1999). También ha sido observada una expresion anormal de esta glucoproteinaen
pacientes con diabetes mellitus (Tschoepe et a., 1990), a presentarse en mayor nimero
este receptor en las plaguetas de pacientes diabéticos que en sanos (Tschoepe et al.,
1990). Otro ejemplo, de los multiples en los que se ve involucrado este receptor, se
encuentraunainsuficienciarenal cronica, caracterizada por unaagregacion anormal de
las plaquetas (Kozek-Langenecker et al., 1999). La identificacién de los defectos
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genéticos responsabl es de dichas enfermedades ha sido posible con la caracterizacion
molecular de las subunidades a p y bs.

8.3. avb3

El receptor aybs, también conocido como CD51/CD61 o receptor de la
vitronectina, es el segundo miembro de las bs integrinas.

A pesar de que alin no se disponen de suficiente informacion acerca del papel
fisiol6gico de estaintegrina, los estudios llevados a cabo hasta el momento han puesto
de manifiesto su gran diversidad funcional, asi como sus implicaciones en varias
condiciones patol bgicas.

Asi, esta integrina interviene en el mecanismo de reabsorcion del hueso al
interaccionar con distintos componentes de lamatriz extracelular, como lavitronectina
y laosteopontina (Rodan y Rodan, 1997). También estainvolucradaen laregulacion de
la homeostasis vascular, al interactuar con la protombina en células endoteliales y de
musculo liso, requiriendo su activacion para dicho proceso (Byzovay Plow, 1998). El
receptor aybs conduce a la angiogénesis en embriones y tumores de melanoma por
regular la apoptosis endotelial suprimiendo la actividad p53 (Singh et al., 2001),
confirmandose estos resultados mediante estudios con péptidos sintéticosy anticuerpos
monoclonal es especificos para estaintegrina. Datos recientesindican que launion dela
vitronectina con este receptor participa en la activacion de tirosina-quinasas que
median la sefializacion celular e inducen un rgpido incremento en la permeabilidad
microvascular del pulmon (Singh et al., 2001).

Laaybs estambién un receptor celular para adenovirus, hantavirusy aftovirus,
como €l virus de lafiebre aftosa (Neff y Baxt, 2001; Singh et al., 2001) y el virusdela
fiebre vesicular del cerdo (Jiménez-Clavero et al., 2000).

Entre las patologias més significativas en las que se ve involucrada esta
molécula de adhesion se encuentran el cancer, participando principalmente en la
angiogénesisy laneoplasia (Eliceiri y Cheresh, 2000; Castel et al., 2000), la psoriasis,
observandose un incremento de la expresion de este receptor (Creamer et al., 1995), la
artritis reumatoide, detectandose su presencia en la sinovia reumatica (Furuzawa-
Carballeda y Alcocer-Varela, 2000) y la infertilidad en mujeres con endometriosis
(Lang, 2000), en la cual sirve como biomarcador.
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9. EL PAPEL DE LASINTEGRINASD; Y bz EN EL XENOTRANSPLANTE

El xenotransplante consiste en el transplante de 6rganos o tejidos entre
miembros de diferentes especies. El interés clinico y cientifico en este campo se ha
incrementado notablemente debido, entre otras causas, a incremento en el éxito delos
transplantes al ogéni cos (transplantes de érganos o tejidos entre individuos no idénticos
genéticamente, pero pertenecientes alamismaespecie) y al hecho de que el suministro
de 6rganos humanos es inadecuado para €l nimero de pacientes que se pueden
beneficiar de este tipo de terapia. Esto ha motivado ala comunidad cientifica a buscar
una alternativa en el xenotransplante (Platt y Bach, 1991).

Actualmente el cerdo se intenta emplear como donante de 6rganos en
xenotransplantes humanos en sustitucion de los primates, en los que, por su mayor
semejanza con el hombre el riesgo de transmision de enfermedades letales viricas es
mayor, asi como también |o son su coste econdémico y las consideraciones éticas que se
derivan de su empleo.

Un problema asociado a los xenotransplantes cerdo-humano, que limitaria en
gran medida su realizacion a gran escala, es el rechazo hiperagudo. Este rechazo es
debido alaexistencia de anticuerpos naturales en el suero humano que reaccionan con
antigenos presentes en el endotelio vascular porcino, y que provocan el rechazo del
organo transplantado en un breve periodo de tiempo (Joziasse y Oriol, 1999). Muchos
de estos anticuerpos naturales del suero humano actian frente al epitopo
carbohidratado Gal-a-(1,3)-Gal (2 restos de galactosa unidos mediante un enlace a-
1,3), presente como molécula de glucosilacién en las integrinas (Richard et al., 1998).

Holzknecht y Platt (1995) han sefialado que lasintegrinas glucoprotéicasas, a.,
as, as, by y bz son, junto con el factor de von Willebrand, las dianas principales de los
anticuerpos humanos naturales en las células endoteliales porcinas, y ello como
consecuencia de ser estructuras abundantemente N-galactosiladas, presentando
epitopos en disposiciones tridimensional es especiamente favorables parala union de
|os anticuerpos xenorreactivos.

Entre los distintos miembros de las integrinas, aparentemente las subunidades
b; y bz porcinas son las mejor reconocidas por anticuerpos anti-Gal-a-(1,3)-Gal
humanos (Holzknecht y Platt, 1995; Thibaudeau et al., 1996). Sin embargo, como
consecuencia de que no todas las glucoproteinas endoteliales estan igualmente a-
galactosidadas, algunos autores han puesto de manifiesto mediante ensayos de Western
blot a partir de lisados de células endoteliales que, entre las integrinas, es la subunidad
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b, integrina la reconocida de manera mas eficiente por los anticuerpos naturales
humanos (Richard et al., 1998).

10. EL PAPEL DE LASINTEGRINASDb; Y bs EN EL CANCER

Lafaltade adhesion entre las célul as puede provocar distintos desordenes entre
los que se incluye el cancer (Horwitz, 1997). Las principales moléculas de adhesion
implicadas en estos desordenes son las integrinas, interviniendo en gran nimero de
procesos celulares que afectan al desarrollo de los tumores: la regulacion de la
proliferacion y apoptosis, la motilidad celular e invasion y la angiogénesis (Varner y
Cheresh, 1996). Particularmente b; y bz son dos de las integrinas mas involucradas en
este tipo de procesos, a estar alterada su expresion en muchos tipos celulares
cancerigenos. melanomas (Kramer et al., 1991; Castel et al., 2000), carcinomas
pulmonares (Koukoulis et al., 1997), leucemia mielode (Kafer et al., 1999), cancer
colorectal (Fujitaet al., 1995) y neuroblastoma (Bonfoco et al., 2000), entre otros.

El proceso de angiogénesisintratumoral, formacion de nuevos vasos sanguineos
en el seno del tumor, se debe 1) ala secrecion de factores angiogénicos que provocan
cambios en el comportamiento del endotelio vascular, en el que se observa un aumento
del 400% en la expresion de las integrinas a1b; y asb; en las células endoteliales, o
gue favorece su migracion (Senger et al., 1997) y 2) a una participacién activa de la
integrina aybs tanto en la angiogénesis como en el crecimiento tumoral (Castel et al.,
2000; Eliceiri y Cheresh, 2000).

En el proceso de la metastasis, desprendimiento y movimiento de las células
tumorales apartir del tumor primario (carcinomas de pulmoén, mama, colon, pancreasy
piel) estd involucrado un gran repertorio de integrinas. En estudios de tumores
invasivos los resultados han sido heterogéneos pero, en todos los casos, se ha
observado una disminucion o nulidad de expresion en las integrinas que se unen al
colageno o laminina, entre ellasab1, azb; y azb; (Huang et al., 1997; Koukouliset al.,
1997); mientras que, aybs, que se expresa pobremente en tumores benignos, tiene una
alta expresion en la metéstasis (Castel et al., 2000).

Por otra parte, laintegrinaa,pbs estdinvolucradaen lainteraccion delas células
tumorales con las plaquetas al favorecer la unidn heterotipica entre ambos tipos
celulares, observandose ademas que la adhesion de células tumorales a la matriz
extracelular es estimulada por la presencia de estas células sanguineas (Velasco-
Velazquez et al., 1999).
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La adhesion de la célula tumoral al endotelio vascular estd mediada por
moléculas con la suficiente afinidad como para permitir una adhesion fuerte y una
posterior extravasacion. Entre estas moléculas esta la integrina o.yf33 con una expresion
muy alta en tumores malignos (Varner y Cheresh, 1996). Otra molécula implicada es la
integrina a4f;, encontrandose correlacion entre el aumento en su expresion y la
capacidad metastatica de melanomas malignos (hasta un 40%). La Ultima integrina
involucrada, por ahora, en este proceso es o3, como consecuencia de su expresion en
la mayoria de los vasos sanguineos y de que su ligando, la laminina, interacciona con

células cancerigenas (Vink et al., 1993).

Etapa del proceso metastasico Cambio en la expresion de integrinas Consecuencia del cambio en la expresion

En células del endotelio vascular: Aumento de la capacidad migratoria a

Angiogénesis , .. .
104 B1, 2Py ovBs través de tejido conectivo
o o En células tumorales: Menor afinidad por la ldmina basal
Desprendimiento y movimiento a . . .
. L LouBry aspy Aumento de la capacidad migratoria a
partir del tumor primario ) - .
toBa y ayPs través de tejido conectivo |
Interaccion de células tumorales En células tumorales: Se facilita la formacion de microtrombos
con plaquetas TP alrededor de la célula tumoral

) ) En células tumorales: )
Adhesion al endotelio vascular Se favorece la extravasacion
TouBi, aeBry ovPBs

En células tumorales:

Lo

de la apoptosis adhesion

TayBs

Crecimiento tumoral y supresion Supresion de la apoptosis dependiente de

Simbologia: 1= Aumento en la expresion. |= Disminucion en la expresion
Tabla 2. Consecuencias de los cambios en la expresion de las integrinas durante el proceso de metastasis
Debe por ultimo sefialarse que modificaciones en la expresion de las integrinas
pueden alterar la proliferacion celular y suprimir la apoptosis favoreciendo, en ambos
casos, el crecimiento tumoral. En este sentido la expresion del receptor de la
fibronectina (asP;) esta disminuida en células tumorales, lo que favorece la
proliferacion celular (Varner y Cheresh, 1996). Por otro lado, la disrupcion de las
interacciones de la integrina ayf; promueve la apoptosis de células de carcinoma de
colon y de melanoma (Velasco-Velazquez et al., 1999).
En la Tabla 2 se resume la participacion de las integrinas en la formacion de
metastasis, al igual que algunas de las posibles consecuencias conocidas por el

momento del cambio en su expresion.
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11. EL PAPEL DE LASINTEGRINASDb; Y b3 EN LA TERAPIA GENICA

Las subunidades b; y bz ademas de su funcion celular, son utilizados como
vectores de entrada por muchos microorganismos patégenos, al igual que, en general,
todas las moléculas de adhesion celular. Entre los organismos que utilizan a las
integrinas como mediadores para sSu entrada, Sse encuentran Yersinia
pseudotuberculosis, adenovirus, hantavirus y aftovirus, entre otros. El descubrimiento
del uso de las moléculas de adhesi6n paralauniony lainternalizacion de patdgenos de
forma natural ha sido estudiado con el fin de estimar su empleo como vectores de
transferencia de sistemas génicos y medicamentos. El desarrollo de la efectividad
clinica de esta terapia génica dependera de la utilizacion de los vectores adecuados
capaces de conducir genes terapéuticos a tejidos enfermos de una forma eficiente y
controlada (Parkes y Hart, 2000).

Estos nuevos sistemas terapéuticos han sido aplicados a distintos desordenes y
patologias, entre ellos, cancer (Velasco-Veldzquez et a., 1999; Castel et al., 2000;
Bonfoco et al., 2000), lesiones coronarias (Castafio, 1999) y rechazo hiperagudo en el
xenotransplante (Platt y Bach, 1991).

En cuanto al cancer, la caracterizaciéon de moléculas de adhesién como las
integrinas by y bs, que regulan la capacidad adhesiva de las células tumorales ha
permitido el desarrollo de terapias antimetastésicas, a ser consideradas como
importantes dianas farmacol 6gicas (V elasco-Velazquez et al., 1999). Asi pues, muchos
antagonistas para el receptor aybs han sido usados para el desarrollo de métodos
terapéuticos para el tratamiento de la neoplasia en la piel (Castel et al., 2000). Otros
estudios sobre las integrinas b; muestran que su antagonismo en células humanas de
neurobl astoma desencadena una sefializaci 6n apoptotica, 10 que representa, ademas de
un modelo neuronal ampliamente usado en diferentes estudios, una posible via para
desarrollar métodos terapéuticos contra este tipo de cancer (Bonfoco et al., 2000).

El estudio de las lesiones coronarias, centrados en la actividad plaquetaria del
receptor a;pbs, hapermitido disefiar alguna estrategia terapéutica antitrombética puesto
gue este receptor inicia la via de la agregacion plaquetaria, su inhibicion selectiva se
considera una potente estrategia en la supresion de la respuesta fisioldgica al dafio
tisular y la subsecuente formacion del trombo (Plow y Byzova, 1999). Los resultados
de diversos estudios basados en los antagonistas de este receptor indican que estos
agentes son efectivos a disminuir las complicaciones trombdticas, tanto en
procedimientos percutaneos de intervencidn coronaria, como en sindromes coronarios
agudos (Castafio, 1999). Los antagonistas de ajpbs actualmente disponibles se

26



Introduccion

diferencian en inhibidores competitivoS no especificoSy especificos, aunque tienen un
mecanismo de accion similar (Topol et al., 1999).

Como se ha puesto de manifiesto anteriormente, las integrinas by y bz a estar
involucradas en las primeras etapas del rechazo hiperagudo estan implicadas
significativamente en el xenotransplante y su caracterizacion en la especie porcina
probablemente, permita una posible utilizacion en el desarrollo de estrategias
adecuadas para su empleo en terapias de xenotransplante. El desarrollo de ligandos
especificos, e reconocimiento del epitopo Gal-a-(1,3)-Gal mediante anticuerpos
naturales humanos xenorreactivos o la posible obtencion de proteinas recombinantes
con la secuencia nativa o bien una secuencia de aminoécidos modificada con expresion
igual, reducida o nula del epitopo Gal-a-(1,3)-Gal, entre otras, son posibles
herramientas para la terapia del xenotransplante. Recientemente, han sido obtenidos
cinco cerdos clénicos knockout para el gen de la enzima a-(1,3)-galactosiltransferasa
gue podran que podran ser utilizados para la prevencién del rechazo hiperagudo. Sin
embargo, el éxito del xenotrasplante dependerd del riesgo de la transmision de
enfermedades por retrovirus endégenos porcinos y €l desarrollo de estrategias que
conduzcan a un rechazo mediado por unavascularizaciony por lacélulas-T retardadas
(Dai, 2002). Existe, por lo tanto, la necesidad de seguir profundizando en el
conocimiento delosfactoresy proteinasimplicadas en el rechazo hiperagudo en terapia
de xenotrasplante con el fin de desarrollar estrategias encaminadas a reducirlo o
evitarlo.

12. LASb,Y b3 INTEGRINASEN LOSANIMALES DOMESTICOS

Las subunidades b integrinas han sido clonadas y caracterizadas en distintas
especies, sin embargo el nimero de subunidades pertenecientes ala especie humanaes
mas elevado que el existente actualmente en animales domésticos. El reducido nimero
de secuencias descritas en estos animales engloba a distintas subunidades de las
integrinas, tanto b como a integrinas. Entre los animales domésticos con alguna
subunidad clonada solamente se encuentran el cerdo, el pollo, el congjo, el gato, el
perroy lavaca

Asi pues, la pocainformacion disponible referente a estas especies domeésticas
justifica el interés ala hora de caracterizar nuevas integrinas.

La primera estructura de la integrina descrita correspondi6 a subunidad b, de
pollo (Tamkum et al., 1986). La caracterizacion de la secuencia de ADNc que
codificaba para esta subunidad puso de manifiesto no solo la estructura molecular
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descrita con posterioridad para el resto de las subunidades b integrinas, sino también
una de sus funciones principal es como glucoproteinamembranaria, laconexion entrela
matriz extracelular y el citoesqueleto.

Afios después, el aislamiento y caracterizacion de la subunidad bz en esta
misma especie (Mimura et al., 1994) se realiz6 para explorar 1os mecanismos
moleculares de expresion de la subunidad bs, al estar involucrada en el proceso de
reabsorcion del hueso através del heterodimero aybs de la superficie del osteoclasto.

Por otro lado, el estudio de la subunidad b; bovina se llevé a cabo por la
importanciade su papel en el desarrollo de lapreimplantacion embrionaria, queincluye
la migracién de las células endodérmicas y mesodérmicas durante la formacion de la
placenta, entre otros (MacLaren y Wildeman, 1995).

Otros estudios, como €l trabajo de la clonacion y caracterizacion de la
subunidad b3 canina, se basaron en lacomparacion de su secuenciade ADNCc con otras
especies. Asi, la subunidad bz canina fue comparada con sus homalogas en raton y
humano, manifestando una alta homologia en las secuencias correspondientes a
importantes dominios funcionales del heterodimero a;;pbs (Lipscomb et al., 1999).

Esta alta homologia esta presente en todas las secuencias aminoacidicas de las
subunidades b de las especies descritas alo largo delaevolucion, como lo evidenciael
estudio con un anticuerpo anti-b; de pollo, que reacciona con algunos vertebrados,
invertebrados y hongos (Marcantonio et al., 1988), como también con la ata
conservacion estructural a compartir una misma estructura bésica: dominio
extracelular, dominio transmembranario y dominio citoplasmatico (Tamkum et al.,
1986; DeSimone et al., 1988).

Asi pues, basandose en la alta similitud manifestada, los estudios de las
integrinas b, y bz previamente descritos son aplicables al resto de especies, presentando
andlogas funciones en todas €llas.

Ademés, el conocimiento de la secuencia nucleotidica de los genes de la
subunidades b1 y bz en diferentes especies podria aportar informacion adicional sobre
los dominios estructurales y funcionales de los diferentes heterodimeros de |os que son
constituyentes, al igual que un mejor entendimiento de las variaciones entre especiesen
las interacciones receptor-ligando (Lipscomb et al., 1999).

Como también podria ser Gtil lainformacién de | as secuencias aminoacidicas y
nucleotidicas de estas subunidades de las diferentes especies para futuros estudios
mutacional es asociados con distintos desordenes, como por €jemplo latrombasteniade
Glazmann y desdrdenesinmunopatol 6gicos provocados por el polimorfismo asociado a
la subunidad bz (Lipscomb et al., 1999; Llanes et al., 2001).
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Lasintegrinas descritas en la especie porcina engloban a distintas subunidades b
entre las que se encuentran la b, integrina (Lee et al., 1996), al igua que las dos
integrinas descritasen el presentetrabajo, b1 y bs, mientras que entrelas subunidades a
solo estan clonadas CD11b o ay integrina (GeneBank Accession: U40072) y CD41 o
ayp integrina (GeneBank Accession: AF170527).

A pesar de que existen pocos estudios previos referentes a estas integrinas en
cerdo, constituyen indudablemente dos de las moléculas de adhesion implicadas en
numerosos procesos fisioldgicamente importantes, justificando asi el interés de la
caracterizacion molecular de ambos genes.

Estudios con anticuerpos monocl onal es han demostrado ser una herramienta til
a la hora de caracterizar a las integrinas funcional y estructuralmente. Asi pues, €l
anticuerpo monoclonal IM2E5 (Pérez delaLastraet al., 1997) frente alasubunidad bz
porcina ha puesto de manifiesto, con los experimentos bioquimicos y la distribucion
tisular del antigeno porcino que reconoce, un peso molecular alrededor de 140 y 105
kDa en condiciones no reductoras y una alta expresion en plaquetas y granulocitos,
datos muy similares a los descritos previamente para CD41/CD61 humanay bovina
(Phillips et al., 1988; Mateo et a., 1996).

En general, poco se conoce de la distribucion inmunohistoquimica de la
subunidad bs. Un reciente trabajo realizado con el mismo anticuerpo monoclonal
(Pérez delalLastraet al., 1997) proporciona un analisis de la distribucion de CD61 en
el cerdo estando reducida su expresion acélulas de origen epitelial. Delamismaforma
se analiza en tumores humanos al ser este anticuerpo monoclonal coorreactivo con €l
receptor humano CD41/CD61 observandose una distribucién heterogénea en tumores
con metastasis (Moreno et al., 2002). Otro estudio de expresion, para analizar €l otro
heterodimero que puede constituir la subunidad bs, se realiz6é con un anticuerpo anti-
avbs (Singh et al., 2001). Los resultados mostrados con este anticuerpo concluyen que
esta integrina se expresa en el epitelio pero no en la vasculatura, sin embargo se ha
observado su expresion en otra especie, como es el caso delarata (Singh et al., 2000).

Por otro lado, la informacion disponible para la subunidad b, porcina es aln
mas reducida. Todos los trabajos que hacen referencia a esta integrina estan
relacionados con el xenotransplante, yaque, como se hadicho con anterioridad setrata
de lamoléculamas reconocida por |os anticuerpos xenorreactivos (Hol zknecht y Platt,
1995).

Asi pues, el Unico estudio que caracteriza un anticuerpo monoclonal especifico
para la integrina b; porcina (1A3) ha sido realizado por Richard y colaboradores
(1998). El anticuerpo monoclonal 1A 3 inmunoprecipita una molécula, acorde con los
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resultados de Holzknecht y Platt (1995), identificada como b; integrina con un peso
molecular aparente de 118 kDa en SDS-PAGE. De la misma forma, este anticuerpo
monoclonal reconociaalab; integrinay una proteinade 95 kDaen un lisado de células
endoteliales mediante un inmunobl otting, sospechandose que esta proteina de menor
peso molecular correspondia a la b; integrina sin madurar (Akiyama et al., 1989).
Ademas, estudios inmunohistoquimicos con este anticuerpo  presento
inmunorreactividad en las células endoteliales en capilares del glémerulo del rifién,
organo donde estaintegrinaen humano esté altamente expresada (Kreidberg y Symons,
2000).

Por lo tanto, con la caracterizacion de las subunidades b; y bs porcinas se
profundiza un poco mas en el conocimiento de esta especie que constituye una de las
especies domésticas méas importantes por sus aplicaciones biomédicas y su interés
econémico en ganaderia.

13. EL CERDO COMO ANIMAL DE ESTUDIO

El cerdo es un excelente modelo experimental a ser empleado en muchos
trabajos de investigaciéon como animal de estudio por compartir gran niumero de
caracteristicas (talla, anatomia, conducta alimentaria, sistemainmune, estructurade la
piel y fisiologia pulmonar, cardiaca y renal) con la especie humana. También su
disponibilidad y las consideraciones éticas manifestadas con otros tipos de animales
(primates, principalmente) le hacen ser el modelo idéneo. Son muchas sus posibles
aplicaciones en los diferentes campos de investigacion, como por eiemplo, el empleo
de los 6rganos del cerdo en numerosos estudios cardiovasculares, de piel, nutricion y
de transplantes, los injertos de valvulas de corazén de cerdo y el uso de sustancias
procedentes del cerdo, como la insulina del pancreas, o |a heparina, extraida de los
pulmones (Pastoret et al., 1998).

El cerdo, por lo tanto, es usado como modelo en diferentes patologias y
ensayos, tales como alcoholismo, alotransplante, diabetes, melanoma, hipertension y
xenotransplante, por nombrar algunos, siendo de gran repercusiéon en medicina,
aportando también estos estudios, sobre todo a nivel del sistemainmune, informacion
para prevenir y controlar enfermedades propias de esta especie, con sus consecuentes
beneficios econdmicos.

A pesar de ser €l cerdo un modelo excelente para su aplicacién en humanos, son
especies diferentes como se observa en muchos aspectos, reflejando una divergencia
evolutiva. Estas diferencias son anatémicas (lainusual estructura del ganglio linfatico
porcino), fisiolégicas (el gran numero de linfocitos T) y genéticas (gran diversidad
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dentro del complejo génico del receptor de las células T). El andlisis de estas
diferencias proporcionara nuevos campos para futuras investigaciones.

Por |o tanto, la caracterizacién de lasintegrinas by y bs porcinas [levado a cabo
en este trabajo proporcionaria, no solo informacion sobre |a estructuray funciones de
estas moléculas, sino también las posibles aplicaciones en los distintos campos de
investigacion, al estar involucradas en el importante proceso del xenotransplante asi
como en distintos desordenes hereditarios y enfermedades.

Asi pues, el posible desarrollo de estrategias alternativas para el xenotrasplante,
como la potencial informacion sobre |as estructuras polimorficas de la subunidad bz y
otros desdrdenes inmunopatol 6gicos, como latrombastenia de Glanzmann, son algunas
de las posibles aplicaciones con la caracterizacion de ambas integrinas.

Sin embargo, la efectividad clinica comprobada de |a terapia génicaen algunas
patol ogias supondria una de las aplicaciones con mas repercusiOn de la caracterizacion
de estasintegrinas, entre las que nos encontramos al cancer, el rechazo hiperagudo del
xenotransplante y las lesiones coronarias.

Por todo €llo, el cerdo constituye al animal de estudio ideal al englobar no sélo
|as caracteristicas morfo-funcional es mas semejantes ala especie humana, sino también
por todas las aplicaciones biomédicas en las que se ve involucrado.
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Objetivos

La mayor parte de la células que constituyen un organismo pluricelular se
encuentran en permanente contacto con la superficie de otras células proximas o con
una compleja red de macromoléculas que recibe el nombre de matriz extracelular. Dos
claros ejemplos serian, por un lado, las células endoteliales que, unidas unas a otras,
tapizan el interior de los vasos sanguineos constituyendo una estructura en barrera
anclada a una membrana basal, y por otro, los fibroblastos, que son células que se
encuentran totalmente rodeadas de una matriz de tejido conectivo. Dentro del sistema
inmune, los linfocitos no s6lo emplean una gran parte de su vida en permanecer en
contacto con otras células en los ndédulos linfaticos, sino que, ademas, se relacionan con
la matriz extracelular mediante los movimientos migratorios que llevan a cabo a través
del estroma de los 6rganos linfoides.

En los animales superiores, estos fendémenos de interaccion de las células con su
entorno mas inmediato son cruciales en el mantenimiento de la integridad de los tejidos
y en la hemostasis y juegan un papel fundamental en procesos fisiologicos tan
importantes como la division, diferenciacion y movilidad celular, el desarrollo
embrioldgico, la reparacion tisular y el funcionamiento del sistema inmune.

La importante aportacion de los trabajos realizados principalmente en la especie
humana han generado una vision mas detallada de la participacion de las integrinas en
el proceso de adhesion celular, junto a otros miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, las cadherinas y las selectinas. Asi, en la actualidad se dispone de
suficientes evidencias que ponen de manifiesto que la adhesion celular estd mediada
por interacciones receptor-ligando en los que las integrinas juegan un papel
preponderante. De este modo, y considerando unicamente las tres principales
subfamilias, se conoce que las integrinas f3; y B3, expresadas en la mayoria de los tipos
celulares, son las responsables de las interacciones célula-matriz extracelular, mientras
que las integrinas [, restringidas en su expresion a los leucocitos, estan implicadas en
las interacciones celulares homotipicas y en la adhesion leucocitos-células endoteliales.

Gracias al desarrollo de la tecnologia de los anticuerpos monoclonales y la
técnicas de clonacion molecular, un reducido nimero de receptores de adhesion ha
podido ser caracterizado en algunas especies de animales domésticos. El conocimiento
de la estructura y funcion de estas moléculas ha permitido poner de relieve la existencia
de notables diferencias entre los sistemas inmunitarios del cerdo o de los rumiantes con
los del hombre y raton, resaltando la necesidad de estudios mas detallados en estas
especies de interés y obliga a ser cautos a la hora de generalizar esquemas sobre el
funcionamiento del sistema inmunitario a partir de datos obtenidos en una especie

determinada.
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Por todo ello, la idea directriz que ha motivado el presente trabajo de tesis
doctoral ha sido el estudio de la subunidades 3; y B3 de las integrinas porcinas, con el
fin de contribuir al conocimiento de los mecanismos que regulan la adhesion celular
dentro del sistema inmune del cerdo, una de las especies animales de mayor interés
economico, y que, por la semejanzas anatdmicas y morfo-funcionales que comparte
con el hombre, se ha convertido en los ultimos aflos en un excelente modelo
experimental en gran numero de estudios de relevancia fisioldgica. Este hecho aporta
mayor interés si cabe a los resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que se estima
que los proceso de adhesion juegan un papel importante en la progresion de
determinados procesos patologicos (tumorales, inflamatorios, traumadticos e
infecciosos), por lo que la naturaleza especifica de las integrinas que participan en ellos

hacen de ellas un importante foco de estudio.
Nuestro trabajo por tanto, contempla los siguientes objetivos:
1. Caracterizacion de los genes que codifican para las subunidades ; y 3 de
las integrinas porcinas. Aproximacion al estudio de su estructura molecular
y funcion.
2. Determinacién del lugar fisico que ocupan ambos genes en el genoma
porcino mediante localizaciéon cromosémica en un panel de células hibridas

somaticas.

3. Estudio de la distribucion tisular de ambas subunidades y andlisis del nivel

de su expresion mediante técnicas moleculares e inmunohistoquimicas.
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Materiales y Métodos

1. ANIMALES, TEJIDOS Y CELULAS

La sangre y demds muestras de tejidos porcinos son extraidas de cerdos (razas
Landrace e Ibérica) de 6-8 meses de edad aproximadamente, en el momento de ser
sacrificados en el matadero.

Los ratones empleados para la generacion de hibridomas y la produccion de

ascitis fueron hembras de la cepa BALB/c, de 4-6 semanas de edad, aproximadamente.

1.1. Aislamiento de células mononucleadas (PBMC) y plaquetas de sangre

periférica

La sangre extraida se recoge en frascos utilizando como anticoagulante una
solucion de citrato trisodico al 4%. Las células se obtienen por separacion en gradiente
de densidad de Ficoll-Urografin mediante centrifugacion a 3.000 r.p.m. durante 30
minutos r.p.m..

Las células mononucleadas (linfocitos y monocitos) localizadas en la banda de
interfase se recogen con ayuda de una pipeta Pasteur, se disponen en tubos de 10 ml y
se centrifugan a 1.800 r.p.m. durante 10 minutos. Posteriormente, se lavan 3 veces con
PBS en las mismas condiciones. Los eritrocitos residuales se eliminan sometiendo las
células a un choque hipotonico con 2 ml de agua destilada durante 10-15 segundos,
restaurando inmediatamente la isotonicidad con 0,5 ml de solucién salina. Las
plaquetas se aislan centrifugando los sobrenadantes obtenidos en los sucesivos lavados
a 3.000 r.p.m. durante 15 minutos y a continuacion se lavan 3 veces con PBS en las
mismas condiciones.

Finalmente, para cuantificar ambos tipos celulares se usa una cédmara de

Neubauer, utilizando una solucién de eosina (1/10) como colorante vital.
1.2. Esplenocitos de ratéon

Los ratones son sacrificados mediante dislocacion cervical y a continuacion se
practica una apertura en su region abdominal para extraer el bazo. El 6rgano se
perfunde varias veces con medio HY liberando los esplenocitos y posteriormente, con
un émbolo de jeringa estéril, se presiona hasta disgregarlo. Una vez retirados los restos
de estroma mediante filtracion, las células son obtenidas por centrifugacion a 1.800
r.p.m. durante 10 minutos y a continuacion se lavan dos veces en medio HY.

Finalmente, son resuspendidas en 1 ml de medio HY con antibidtico y se cuentan en
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una placa de Neubauer.
1.3. Células de mieloma

La linea celular utilizada para la produccion de hibridomas es la Sp2/0O-Agl4
(Shulman et al., 1978).

1.4. Congelacion y descongelacion de células

La descongelacion se lleva a cabo agitando suavemente el criovial que contiene
las células en un bafio a 37°C. Una vez descongeladas, las células se transfieren a un
tubo estéril de 10 ml al que se afiade 8 ml de medio HY, y se centrifugan 5 minutos a
1.500 r.p.m.. A continuacion, las células se resuspenden a la concentracion deseada y
se transfieren a una botella o placa de cultivo.

Para la congelacion, las células se centrifugan a 1.500 r.p.m. durante 5 minutos
a temperatura ambiente y el pellet celular se resuspende en medio de congelacion para
obtener una concentracion aproximada de 2 x 10° células/ml. A continuacion, se
dispone 1 ml de esta suspension por criovial y se introduce en una caja de congelacion
a —80°C toda la noche. Finalmente, se transfiere a nitrogeno liquido para su

almacenamiento.
1.5. Estirpes de E.Coli

Las lineas celulares empleadas en los ensayos de biologia molecular son XL1-
Blue MRF’, BL21 (DE3) y SOLR, todas ellas estirpes derivadas de E.Coli.

2. OBTENCION DE ADN GENOMICO

La obtencién de ADN gendémico porcino se lleva a cabo a partir de 3x10®
células mononucleadas de sangre periférica obtenidas como ha sido indicado
anteriormente. Para ello, las células se resuspenden en 5 ml de tampdn de lisis y se
incuban a 50°C durante una noche con agitacion. A continuacién, se realizan dos
extracciones con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), y se procede a
precipitar el ADN contenido en la fase acuosa afiadiendo 1/10 del volumen de acetato
de sodio 3M pH 7,5 y 2,5 volumenes de etanol 100% e incubando durante 1 hora a —

20°C. Después de centrifugar durante 2 minutos a 12.000 r.p.m., se lava el pellet de
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ADN obtenido con etanol al 70 %, se seca y se resuspende en 200ul de tampon TE
(10:1). La calidad del ADN genomico obtenido se observa mediante una electroforesis
en gel de agarosa a 1% y la cuantificacion se realiza mediante espectrofotometria a 260

nm de densidad optica. Finalmente, se conserva a —20°C hasta su uso.
3. AISLAMIENTO DE ARN EUCARIOTICO

La extraccion de ARN eucariotico se lleva a cabo a partir de 50-100 mg de
tejido 0 5-10 x10° células empleando el sistema TriPure Isolation Reagent de Roche.

Para ello, una vez que la muestra es homogenizada con 1 ml del reactivo de
extraccion, se afiade 0,2 ml cloroformo y se agita vigorosamente durante 15 segundos.
A continuacion, se incuba 2-15 minutos a temperatura ambiente, se centrifuga a 12.000
r.p.m. durante 15 minutos a 4°C y se recoge la fase acuosa conteniendo el ARN en un
tubo limpio.

Para precipitar el ARN se afiade 0,5 ml de isopropanol, se incuba durante 5-10
minutos a temperatura ambiente y finalmente se centrifuga a 12.000 r.p.m durante 10
minutos a 4°C. El pellet de ARN se lava con etanol 70 %, se deja secar y se resuspende
en agua tratada con DEPC (Sigma) incubando 10-15 minutos a 55°C-60°C para su
perfecta disolucion. La calidad del ARN aislado se visualiza mediante electroforesis en
gel de agarosa desnaturalizado, y la cuantificacion se estima mediante

espectrofotometria en las mismas condiciones que el ADN gendmico.
4. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Para las muestras de ADN los geles se preparan en un volumen final de 50 ml
de tampon TAE 1X conteniendo 1% de agarosa y 2 pl de la solucion de bromuro de
etidio.

Para el analisis del ARN, los geles se realizan en condiciones desnaturalizantes
en un volumen final de 50 ml, conteniendo 0,5 g de agarosa en 36 ml de agua DEPC, 5
ml de tampon 10X de electroforesis, 9 ml de formaldehido 37 % (Merck) y 2 ul de la
solucion de bromuro de etidio. La cubeta de electroforesis, el peine y el soporte del gel
han de tratarse previamente al menos durante 1 hora con 0,1M NaOH, para evitar la
accion de las ARNasas.

En ambos casos la electroforesis se lleva a cabo durante 1 hora a voltaje
constante y 80 mA de intensidad, empleandose los marcadores de peso molecular

AHindlll'y ¢x174Haelll (Roche) como referencia para la estimacion de los tamafos.
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5. RT-PCR
5.1. Sintesis de la primera cadena (RT)

La sintesis de la primera cadena de ADNc se lleva a cabo mediante el empleo
del sistema Superscript Il Rnase H Reverse Transcriptase (GibcoBRL) y el cebador
aleatorio pd (N)g-5’-PO3-Na' Salt-(Pharmacia Biotech).

Para ello, 10 pg de ARN total se incuban con 330 ng de pd(N)s, durante 3
minutos a 65°C y posteriormente se disponen 5 minutos en hielo. A continuacion, se
afade al tubo de reaccion: 0,5 pul de inhibidor de ARN (50 U/ul) (Roche), 1 ul de la
mezcla de los desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs, 20mM cada uno) (Pharmacia), 4 ul
del tampoén 5X de la transcriptasa inversa, 2 pl de 1,4-ditioltreitol (DTT) (0,1 M)y 1 ul
de la enzima (200 U/ul). Se incuba durante 10 minutos a temperatura ambiente, y
posteriormente 1 hora a 42°C. Se desnaturaliza a 95°C durante 10 minutos y
finalmente, se aumenta el volumen hasta 100ul con agua DEPC, conservandose a —

20°C hasta su uso.
5.2. Sintesis de la segunda cadena (PCR)

La sintesis de la segunda cadena se realiza mediante PCR, empleando cebadores
especificos del gen que se pretende caracterizar. La reaccion de PCR se realiza en un
volumen de 50 pl conteniendo: 5 ul tampon 10X de PCR, 2 ul MgCl, (50mM), 8 ul
mezcla de ANTPs (1,25mM cada uno) (Biotools), 2,5 ul de cada uno de los cebadores
(20uM), 1 pl Taq ADN polimerasa (Biotools) (1U/ul), la cantidad adecuada del
material que se quiere amplificar y agua milli-Q estéril hasta completar el volumen
final.

La pauta de reaccion empleada es la estandarizada en nuestro laboratorio que
contempla la realizacion de 35 ciclos de PCR y una temperatura de hibridacion que
estara en funcion de los cebadores empleados.

Con el fin de comprobar la calidad de ADNc producido mediante este sistema,
de manera rutinaria es realizada una amplificacion por PCR del material obtenido en la
sintesis de la primera cadena para obtener un fragmento de 500 pb de la secuencia que
codifica para la subunidad 18S de los ribosomas, cuyo ARNm se sintetiza
constitutivamente en todos los tejidos. Los cebadores empleados se muestran en la
Tabla 3.
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| 5"GACTCAACACGGGAAACCTCAC3’ (forward) | 18S-1 |
| 5'"GCTTATGACCCGCACTTACTGG3’ (reverse) | 18S-2 |

Tabla 3: Pareja de cebadores especificos del gen 18S porcino.

6. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN A PARTIR DE GELES DE
AGAROSA

Se lleva a cabo empleando el sistema Geneclean 111 (Biol01). Para ello, después
de la electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusion al 1% se escinde el
fragmento a purificar, se pesa y se solubiliza con 4,5 volumenes de Nal 6M a 55°C. A
continuacion, se afaden 10 pl de Ez-glassmilk, mezclando e incubando en hielo
durante 15 minutos. Después de la centrifugacion a 12.000 r.p.m. durante 3 minutos, se
elimina el sobrenadante y se lava el pellet con new wash. Al final se deja secar y se
eluye el ADN resuspendiendo en 30 pl de agua milliQ o en tampon TE, incubando 5

minutos a 55°C y centrifugando durante 1 minuto a 12.000 r.p.m..

7. LIGACION

Los plasmidos utilizados en este trabajo han sido pGEM-T (Promega) y pET-
28b (Novagen), el primero para la clonacion de productos de PCR y el segundo
empleado en el procedimiento de expresion en bacterias. El plasmido pET-28b es
digerido previamente con las endonucleasas de restriccion adecuadas para la clonacion
del fragmento de ADN, mientras que pGEM-T no necesita digestion, por venir
preparado comercialmente.

La ligacion vector-inserto tiene lugar en una reaccion de 10 ul de volumen final
que contiene 50 ng del vector, el inserto en la cantidad correspondiente a la relacion
molar 1/1 (vector/inserto), el tampon de ligacion 2X y 5 unidades de la ADN ligasa T4
(Promega). La incubacion se lleva a cabo durante una noche a 16°C y finalmente,

durante 10 minutos a 70°C para inactivar la enzima.
8. PRODUCCION DE CELULAS COMPETENTES
Las células elegidas, XL1-blue MRF" o BL21(DE3), se estrian en una caja de

Petri de 92 mm con medio Psi-a y se crecen una noche a 37°C.

A la mafiana se inocula una de las colonias en 5 ml de medio Psi-b y se deja
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crecer a 37°C hasta una densidad optica de 0,48 a 550 nm (+/- 0.02). Se enfria el
cultivo durante 5 minutos en hielo y posteriormente se centrifuga a 6.000 r.p.m. durante
5 minutos a 4°C. El pellet bacteriano se resuspende cuidadosamente en 40 ml de medio
TFb 1 frio y se incuba 5 minutos en hielo. Las bacterias se vuelven a centrifugar en las
mismas condiciones una vez mas, pero se resuspenden en 4 ml de TFb 2 frio y se
mantienen en hielo durante 15 minutos.

Las células competentes se disponen en alicuotas de 150 pl en tubos de 1,5 ml

previamente enfriados en hielo, almacenandose a —80°C o bien en nitrogeno liquido.

9. TRANSFORMACION

Se descongelan las células competentes en hielo, se afade 1/10 de volumen de
solucion de B-mercaptoetanol fria y se dejan reposar durante 10 minutos en hielo. La
transformacion se lleva a cabo en tubos de 1,5 ml enfriados previamente, en donde se
mezclan 50 ul de células competentes y 25 ng de ADN como méximo. Tras incubar en
hielo durante 30 minutos, la transformacion tiene lugar mediante un choque térmico a
37°C durante 3 minutos e inmediatamente después los tubos se colocan en hielo 2
minutos. Se anade 500 pl de medio LB y se incuban una hora a 37°C en agitacion. El
cultivo transformado se dispone en placas con medio LB-agar y el antibiotico
adecuado: 50 pg/ml de ampicilina (Roche) para XL1-Blue MRF’ y 30 pg/ml
kanamicina (Sigma) para BL21(DE3). Finalmente se incuban a 37°C durante una

noche.

10. MINIPREPS

Con el fin de purificar el contenido plasmidico de las colonias transformante, se
disponen en cultivos de 3 ml de LB con antibiotico y se incuban durante toda la noche
a 37°C con agitacion. Una réplica de cada minicultivo se conserva en glicerol al 40 %
en el congelador de -80°C.

El procedimiento de purificacion se lleva a cabo centrifugando los cultivo a
12.000 r.p.m. durante 2 minutos y resuspendiendo el pellet de bacterias con 200 ul del
tampon de lisis STET y 4 pl de una solucién de lisozima. Las muestras se hierven
durante 45 segundos, se centrifugan a 12.000 r.p.m. durante 10 minutos y se retiran los
restos celulares quedando en el tubo el sobrenadante conteniendo el ADN del
plasmido. Este se precipita mediante la adicion de 8 ul CTAB 5% mezclando por

inversion y centrifugando a 12.000 r.p.m. durante 5 minutos. A continuacion, el
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precipitado se resuspende en 300 pl NaCl 1,2M y después de afiadir 750 pl de etanol
absoluto, se vuelve a centrifugar 10 minutos en las mismas condiciones. El pellet se
lava dos veces con etanol al 70 %, se deja secar y se resuspende en 40 ul de tampon
TE. Finalmente, se afiade 1 ul de una solucion de ARNasa incubando las muestras 1

hora a 37°C, quedando preparadas para la digestion con las enzimas de restriccion.

11. MAXIPREPS

Un procedimiento de purificacion a mayor escala se lleva a cabo disponiendo
las colonias transformantes en 200 ml de LB con antibiético e incubando durante una
noche a 37°C. A la mafana siguiente, el cultivo se centrifuga a 4.000 r.p.m. durante 20
minutos y se resuspende el pellet bacteriano en 15 ml de la solucion 1. Se afiaden 15 ml
de la solucion II, dejando incubar 5 minutos a temperatura ambiente y a continuacion
15 ml de la solucion III, agitando vigorosamente la mezcla para después incubar 5
minutos en hielo, centrifugandose finalmente a 4.000 r.p.m. durante 5 minutos para
retirar los restos celulares.

Para precipitar el ADN, se filtra el sobrenadante sobre lana de vidrio, se afiade
un volumen de isopropanol y, después de incubar durante 15 minutos a temperatura
ambiente, se centrifuga 20 minutos a 4.000 r.p.m.. El pellet obtenido se lava con etanol
al 70 %, se deja secar y se resuspende en 500 ul de TE 10:1. A continuacién se afiaden
5 pl de la solucion de ARNasa y se deja incubar durante 1 hora a 37°C.

Después del tratamiento enzimatico, se afiade 1 volumen de la solucion de PEG
8000, se incuba durante 5 minutos y posteriormente se centrifuga 10 minutos a 12.000
r.p.m. El pellet obtenido se lava dos veces con etanol 70 %, se deja secar y se
resuspende en 300 pl de TE 10:1 o agua milliQ estéril. La concentracion de ADN
purificado se estima mediante espectrofotometria y las muestras son guardadas a —20°C

hasta su empleo.

12. DIGESTION POR ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

La reaccion de digestion estd compuesta por el tampon enzimatico 10X, la
enzima o enzimas de restriccion (Roche) que liberan el inserto (10 U por reaccion y
enzima), la cantidad necesaria de ADN a digerir (5 ul minipreps/ 1 pl maxipreps) y
agua hasta completar el volumen de 10 pl en las digestiones simples y 20 ul en las

dobles, durante 1 hora a 37°C. El resultado obtenido se observa en un gel de agarosa al
1%.
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13. SECUENCIACION

La secuenciacion del ADN se realiz6 por el método de Sanger et al. (1977) en el
Servicio de Secuenciacion de la Universidad de Cordoba. Para la reaccion de
secuenciacion se utiliza un secuenciador automatico y el kit ABI PRISM BigDye

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Bioystems).

13.1. Preparacion del gel de secuenciacion

El gel WTR (well to read) “FullScan” de 48 cm en volumen final de 48 ml se
prepara a partir de 22.5 g de urea (Serva) a la que se afiade 4,5 ml de 40% de
acrilamida y 21 ml de agua milli-Q. Para obtener esta disolucion se anade 0.5 g de
amberlita (Sigma), una resina de intercambio i6nico, para desionizar calentando
suavemente (no mas de 37°C) agitando hasta su completa disolucion. Se filtra a través
de una membrana hidrofilica con 22 mm de didmetro de poro y se desgasifica durante 5
minutos. El siguiente paso es afiadir 4,5 ml de 10xTBE, completar con agua hasta el
volumen final y afadir los activadores de la polimerizacion de la acrilamida: 210 ml de
10% de persulfato amonico (Amresco) y 23 ml de TEMED (Amresco). Tras mezclar
con agitacion suave, se introduce en el espacio entre los cristales y se deja polimerizar

al menos 2 horas.

13.2. Reaccion de secuenciacion

La reaccion de secuenciacion esta constituida por 5 ul la mezcla Terminator
Ready Reaction (dITP, dATP, dCTP, dTTP; terminadores marcados para adenina,
timina, guanina y citosina; Tris-HCl pH 9,0; MgCl,; pirofosfatasa termoestable y
AmpliTagFS ADN polimerasa), el cebador especifico (3,2 pmol/ul), 200-500 ng del
ADN molde y agua milli-Q estéril hasta un volumen final de 20 pl. El programa a
ejecutar consta de 25 ciclos y tres rampas térmicas rapidas: la primera hasta 96°C
finalizando con 10 segundos a esa temperatura; la segunda hasta 50°C permaneciendo 5

segundos y la tltima hasta 60°C finalizando con 4 minutos a la misma temperatura.

13.3. Purificacion mediante precipitacion con etanol

Los terminadores no incorporados se eliminan de las muestras por precipitacion

42



Materiales y Métodos

con etanol/acetato de sodio (Merk). Para ello se afade a las mezclas de reaccion 2 ul de
acetato sodico 3M pH 4,6 y 50 ul de etanol 95 %, agitando las muestras mediante
vortex e incubando 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se centrifugan
a maxima velocidad (12000 r.p.m.) durante 20 minutos, se lavan con etanol al 70 % y

se deja secar el pellet.

13.4. Electroforesis y analisis automatico de la secuencia

Las muestras se disuelven en 4 ul de solucion de carga. A continuacion se
desnaturalizan y se depositan 3 ul de las muestras en los correspondientes pocillos del
gel de secuenciacion. La electroforesis se realiza en tampon TBE 1x a 38 watios de
potencia constante durante 18 horas. La recogida de los datos se realiza con un
ordenador PowerMac G3 (Apple Computer) equipado con software de captura y
analisis (373 XL Data Collection v.2.0 y Sequencing Analysis v.3.4.1) que genera la

secuencia.

14. OBTENCION DE LA SONDA ESPECIFICA

Para la caracterizacion de los genes porcinos de este estudio, CD29 y CD61, se
parti6 de una sonda especifica. La sonda se obtuvo a partir de ADNc de bazo de cerdo
mediante PCR, utilizando las pareja de cebadores especificos que se muestran en la

Tabla 4 para cada gen a estudiar.

5'-CCAACATCTGTGCCACGCGAGG-3 (forward) F 101 |CD61
5'-CCACTGATGCCAAGACC-3 {reverse) R 869
5'-CCACAGATGCCGGGTTTCACTTTG-3 (forward) P1 |CD29
5'-CCCTCGCTCTGGCATTCACATTCG-3 (reserve) P2

Tabla 4: Cebadores generadores de la sonda especifica de los genes porcinos
CD61 y CD29, respectivamente.

Estos cebadores forman parte de regiones comunes, y por lo tanto conservadas
de secuencias publicadas de dichos genes en otras especies. El protocolo de PCR
consiste en 35 ciclos y una temperatura de hibridacién de 60°C en ambos casos.

Los productos de amplificacion se analizan en un gel de agarosa al 1% y las
bandas de ADN del tamafio esperado se purifican, para ser clonadas en el vector
pGEM-T, siendo posteriormente secuenciadas.

La sonda obtenida se marca usando PCR DIG Labeling Mix (Roche). El
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nucleotido marcado de la mezcla, digoxigenina-11-dUTP, se incorpora al producto de
PCR, reemplazando parcialmente al dTTP en la amplificacion y generando la sonda
marcada. El resto de reaccion de amplificacion de ADN es idéntica a cualquier

reaccion PCR.
15. RASTREO DE GENOTECAS

La secuencia de los genes ha sido obtenida mediante el empleo de genotecas de
ADNCc porcino producidas con el kit ZAP Express Vector System (Stratagene). Para el
gen CD29 se empled una genoteca construida a partir de ARNm de distintos tejidos
(Nunes M. et al., 1994). El gen CD61 fue aislado a partir de una genoteca comercial de
musculo liso. El vector que constituye la genoteca es el fago AZAP que se caracteriza

por contener al plasmido pBluescript SK™ en su sitio de clonacion.
15.1. Cultivo de la genoteca

Se plaquean alrededor de 10° ufp (unidades formadoras de placas de lisis) en 20
cajas de Petri de 150 mm de didmetro a razén de 50.000 ufp por caja.

Para ello, previamente se dispone un cultivo de bacterias XL1-blue MRF’
durante una noche a 37°C en medio LB suplementado con 10 mM de MgSO,y 0.2 %
de maltosa. La absorcion fago-bacteria se lleva a cabo incubando 600 ul del cultivo con
la cantidad de fagos sefialada anteriormente y dispuestos en 150 pl de tampon SM.
Después de 15-20 minutos a 37°C, se mezcla con 7 ml de agar de cobertera y se
extienden sobre el medio solido de las cajas de Petri. Finalmente, estas se incuban a

37°C hasta la aparicion de placas de lisis.
15.2. Transferencia a membranas de nylon

La genoteca dispuesta en placa es transferida a membranas de nylon de 132 mm
de didmetro (Nytran N de Schleicher & Schuell). Para ello se depositan las membranas
sobre la superficie del agar de cobertera y se incuba durante 2 minutos. A continuacion,
y con el fin de fijar el ADN al soporte de nylon, las membranas son desnaturalizadas y
posteriormente neutralizadas durante 5 minutos en las soluciones adecuadas.

Finalmente, se secan en papel de filtro y se incuban a 80°C durante 2 hora.
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15.3. Hibridacion

La hibridacion de las membranas de nylon con la sonda especifica se lleva a cabo
durante una noche a 42°C en horno de hibridacion. Para ello, la sonda es previamente
desnaturalizada a 95°C durante 5 minutos y anadida a la solucion de hibridacion a

razoén de 10 ng de sonda por cada 10 ml de solucion.

15.4. Deteccion de placa positivas

La deteccion de placas positivas se lleva a cabo mediante el sistema Genius de
Roche. Para ello, las membranas hibridadas son lavadas con 2XSSC-0,1%SDS dos
veces durante 5 minutos a temperatura ambiente y a continuacion otras dos veces con
0,5XSSC-0,1%SDS a 55°C durante 10 minutos.

Para la deteccion colorimétrica con NBT y BCIP, primero se equilibran las
membranas durante 1 minuto en tampén de lavado GB1 a temperatura ambiente y
luego son bloqueadas mediante incubacion en GB2 durante 30-60 minutos. A
continuaciéon se incuban con GB2+Anticuerpo anti-DIG durante 30 minutos a
temperatura ambiente, se equilibran en GB3 durante 5 minutos y se incuban con la
solucion de coloracion en oscuridad.

Utilizando las membranas reveladas como referencia, las placas de lisis
positivas son identificadas en las cajas de Petri, aisladas y dispuestas en 500 ul de

tampon SM para constituir el stock de halo.

15.5. Identificacion de clones positivos mediante PCR

De manera rutinaria, la especificidad de las placas de lisis aisladas en un rastreo
es comprobada mediante PCR con cebadores especificos del gen que se pretende
caracterizar. Para ello, y debido a la presencia de Cl,Mg en el tampon SM, es necesario
emplear un protocolo de PCR que contemple esta variante. En nuestro trabajo, hemos
puesto a punto un procedimiento de PCR derivado del descrito por Languino y
Ruoslahti (1992). Brevemente, el procedimiento consiste en una PCR estandar similar a
la descrita anteriormente, llevada a cabo sobre 10 ul del stock de halo en SM, y sin la
adicion de Cl,Mg.
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15.6. Procedimiento de escision

Una vez aislada y clonada, cada placa de lisis positiva es sometida a un
procedimiento de escision que tiene por objetivo la extraccion del componente genético
porcino en su forma clonada en el vector pBluescritp SK™ contenido en el fago AZAP.

Para la escision se parte de dos cultivos de células, XL1-Blue y SOLR, que se
incuban durante toda la noche a 30°C en medio LB suplementado con maltosa 0,2%
(p/v) y MgSO4 10mM. Ambos cultivos son centrifugados a 1.000xg y se resuspenden
en 10mM MgSO, hasta obtener una densidad 6ptica de 1.0 a 600 nm.

A continuacion, en un tubo de 50 ml, se disponen 200 pl del cultivo de XL1-
Blue, 250 ul del stock en SM del clon positivo y 1 ul de fago ayudante ExAssist y se
incuba durante 15 minutos a 37°C. A la mezcla anterior se afladen 3 ml de medio LB y
se incuba de nuevo a 37°C de 2 a 3 horas con agitacion. Finalmente, se incuba el tubo a
60-70°C durante 20 minutos y se centrifuga a 1.000xg durante 15 minutos. Se recupera
el sobrenadante, conteniendo el vector recombinante escindido en forma de fagémido,
en un tubo de 50ml estéril, pudiéndose conservar a 4°C durante 1-2 meses.

La obtencion de las bacterias transformantes con el vector recombinante sobre
placas de medio so6lido se lleva a cabo incubando 200 ul de células SOLR con 10-100
ul de sobrenadante aislado anteriormente durante 15 minutos a 37°C. A continuacion,
se siembra la transformacion en placas de medio s6lido LB con ampicilina (50 pg/ml)
dejando crecer una noche a la misma temperatura. Las colonias que aparecen contienen
el vector pBluescritp SK con el inserto de ADN clonado. Estas colonias pueden crecer

en medio liquido y almacenarse en glicerol a -80°C.

16. SOUTHERN BLOTTING

En este trabajo, llevamos a cabo un procedimiento de Southern blotting para
confirmar el andlisis de expresion por RT-PCR de los genes caracterizados. Para ello,
en primer lugar los amplificados se someten a electroforesis en gel de agarosa al 1% en
las condiciones ya descritas y a continuacion el gel se desnaturaliza mediante
tratamiento con 0,4 M de NaOH durante media hora a temperatura ambiente.

Una vez desnaturalizado, el gel se transfiere a membranas de nylon con poro de
0,45 um (Nytran 0.45 de Schleicher & Schuell) mediante un sistema de transferencia
de vacio a 50 mbar durante 1 hora y 30 minutos en 20XSSC y finalmente es hibridado

con una sonda especifica en las condiciones de hibridacion anteriormente descritas.
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17. PANEL DE HiBRIDOS CELULARES SOMATICOS

La localizacion cromosdmica de los genes caracterizados se llevo a cabo en
colaboracion con la Dra. Martine Yerle del Instituto Nacional de Investigaciones
Agrondmicas-INRA (Departamento de Biologia Celular, Centro INRA de Toulouse,
Francia) mediante el empleo de un panel de hibridos celulares somdticos desarrollado
en este centro (Yerle et al., 1996) en el marco del programa europeo de cartografia del
genoma porcino (PiGMaP).

El panel estd compuesto por 27 lineas celulares hibridas, 19 de hamster chino-
cerdo (1 al 19) y 8 de raton-cerdo (20 al 27), cada una de ellas conteniendo fragmentos
identificados de distintos cromosomas porcinos. La caracterizacion citogenética de las
27 lineas hibridas fue determinada por Yerle y colaboradores (1996), resultando la
distribucion de fragmentos subcromosomales que se muestra en la Figura 6.

Para la asignacion cromosomica, en primer lugar se lleva a cabo una PCR con
cebadores especificos del gen a mapear sobre 10 ng de ADN aislado de cada una de las
lineas hibridas. Los cebadores usados para la localizacion de CD29 y CD61 estan
indicados en la Tabla 5. Los productos de PCR se analizan mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 1%, observandose la presencia o no de un amplificado de la talla

correcta (336 pb en el caso de CD29 y 708 pb para CD61) en cada muestra.

5'-GGCCTTGGAGTGGGATGGGTTGGA-3 {forward) CD61-Loc-1 CDeé61
5'-ATGAGAGGGTGGAATAGGTAAA-3 {reverse) CD61-Loc-2
5'-TGCCTTTTTGACCTTTTCCTCGTGA-3’(forward) CD29-Loc-1 CD29
5'-CCCCTCCCAACTGACTTTTCCTAT-3 (reserve) CD29-Loc-2

Tabla 5: Cebadores utilizadas para la localizacion cromosémica de los genes porcinos CD61 y
CD29, respectivamente.

La localizacion cromosdmica se logra por la segregacion concordante entre los
resultados de PCR y los fragmentos de cromosomas que contienen las células hibridas.
Cuando los 27 hibridos no permiten la discriminacion entre 2 regiones sub-
cromosomales, el orden genético se tiene en cuenta para sugerir la localizaciéon mas
exacta del marcador. Se considera un resultado discordante cuando un resultado de
PCR es incompatible con el ADN de cerdo caracterizado contenido en el panel de
hibridos. Los célculos estadisticos para la localizacion cromosomica fueron realizados
usando el software desarrollado por Chevalet y colaboradores (1997) y dispuesto al

efecto en la padgina web www.inra.toulouse.fr.
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Figura 6: Caracterizacion citogenética del panel de hibridos celulares somaticos.
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18. EXPRESION DE LOS GENES EN E. coli

La produccion de los anticuerpos en el presente trabajo ha sido llevado a cabo
gracias a la produccion previa de proteinas recombinantes de las integrinas
caracterizadas. Para la produccion de estas proteinas, secuencias parciales de los genes
CD29 y CD61 fueron expresadas en la fase correcta de lectura en un sistema

procaridtico mediante el kit pET Expression System de Novagen.

18.1. Construccion de un vector para la expresion

Las secuencias correspondientes a los dominios de CD29 y CD61 que se
pretenden expresar se amplifican mediante PCR, usando cebadores especificos

conteniendo los sitios de corte de las enzimas BamHI y Hindlll (Tabla 6).

SITIO DE CORTE/SECUENCIA ESPECIFICA ENZIMA CEBADOR
GGTCGGATCCAAGCAGATGAAAATAGATGT BamHI CD29-F307
TCTAAGCTTAGATCCACAAACGGCAACTT Hindlll CD29-R1017
GGTCGGATCCCAACATCTGTGCCACGCGAGG BamHI CD61-F101
TCTAAGCTTCCACTGATGCCAAGACC Hindlll CD61-R843

Tabla 6: Cebadores utilizados para la obtencion de la secuencia parcial de CD29 y CD61 a
expresar mediante el sistema procaridtico elegido.

Los productos de PCR obtenidos, se analizan en un gel de agarosa al 1%, se
purifican y finalmente son digeridos con el fin de preparar sus extremos para su
insercion, en adecuada fase de lectura, en el vector pET28b. Dicho vector confiere
resistencia a kanamicina, utiliza un promotor inducible con IPTG y permite la
obtencion de una proteina recombinante que contiene en 3’ un dominio oligohistidina

que favorece su purificacion.

18.2. Transformacion de las bacterias

La transformacion de las bacterias de la estirpe BL21 (DE3) con la construccion

de expresion, se lleva a cabo segun el protocolo descrito anteriormente.
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18.3. Expresion en E.coli y purificacion

Las bacterias transformadas se cultivan a 37°C en medio LB con kamamicina
hasta una densidad optica de 0,6 a 600 nm. En este momento se afiadié6 IPTG como
inductor de la expresion de la proteina recombinante, quedando dicho producto a una
concentracion final de 1mM. El cultivo se mantuvo a 37°C durante 4 horas y tras ello,
se centrifuga a 4°C durante 20 minutos a 4000xg, se elimina el sobrenadante y se
resuspende en 5 ml/g de tampon de lisis B. La incubacion se realiza mezclando
cuidadosamente durante 15-60 minutos a temperatura ambiente hasta completar la lisis
celular, es decir hasta que el cultivo esté traslucido. Después, el lisado celular se pasa
tres veces por una aguja fina o se sonica para terminar de romper las células.
Finalmente, el lisado se centrifuga durante 20-30 minutos a 10.000xg, se eliminan los
restos celulares y se conserva el sobrenadante a 4°C hasta la purificacion.

La purificacion se fundamenta en la afinidad de la cola de histidina presente en
la proteina recombinante por los iones Ni*" de la resina Ni-NTA (Quiagen) contenida
en una columna de afinidad. Previamente, 1ml de esta resina equilibrada en tampén B,
se incuba con 4 ml de sobrenadante con agitacion suave durante 15-60 minutos y
posteriormente es dispuesta en una columna de 1,6 cm de didmetro. Los distintos
lavados de la columna se llevan a cabo con tampén de lavado C hasta conseguir una
absorbancia a 280 nm menor a 0.01 y la elucion de la proteina con el tampon de
elucion, estando su pH determinado por la naturaleza de cada proteina. Se recogen

distintas fracciones de elucion que son analizadas mediante electroforesis SDS-PAGE.
19. ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA

Las separaciones electroforéticas se realizan segun el método descrito por
Laemmli (1970). Para ello, se emplean geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) con
distintos porcentajes de acrilamida en condiciones reductoras o no reductoras.

Una vez polimerizados el gel separador, del 10% o con gradiente del 15%-5%,
y el gel concentrador del 4%, se preparan las muestras, para lo cual se diluyen a la
mitad en tampon de tratamiento de muestras y se hierven durante 5 minutos.

Después de colocar los geles en los soportes de electroforesis, se carga un
volumen aproximado de 20 pl-100 pl por muestra junto con 10 pl de los patrones de
pesos moleculares (Sigma).

La electroforesis se realiza en tampon puente de electroforesis a temperatura

ambiente, aplicando una intensidad constante de 20-35 mA. Una vez finalizada se retira
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el gel del soporte tifiégndose o no segun su tratamiento posterior. Para la tincion de
proteina en gel se introduce en solucion de tincion donde se mantiene un minimo de 6
horas. Transcurrido este tiempo, el gel se destifie con la solucion decolorante y se lava

con agua destilada, dejandolo secar entre laminas de film transparente.

20. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

Para determinar la concentracion de proteina se utiliza el kit Protein Assay
(Bio-Rad), basado en el método de Bradford (Bradford, 1976), que emplea como patron
una disolucién comercial y determina la absorbancia a 595 nm.

Con los valores de absorbancia obtenidos para cada concentracion del patron se
elabora una recta de calibrado y en ella se determina la concentracion de las muestras

problemas.

21. PRODUCCION DE HIBRIDOMAS

21.1. Inmunizacion de los ratones

Los ratones son inmunizados intraperitonealmente con 10 ug de las proteinas
recombinantes en los dias 0, 30 y 45.

Tres dias antes de la fusion se inyecta la misma cantidad via intravenosa. En la
primera inmunizacion las proteinas se administran homogeneizadas en adyuvante
completo de Freund (Difco). En las siguientes, se homogenizan en adyuvante

incompleto de Freund (Difco).

21.2. Fusion celular

Los esplenocitos, procedentes del bazo del raton inmunizado, se disponen junto
a las células de mieloma en un tubo de centrifuga de 50 ml en una proporcioén de 5
esplenocitos por cada célula de mieloma. Se afiade al tubo medio HY (Sigma) y se
centrifugan las células a 1.800 r.p.m. durante 10 minutos. Seguidamente, se elimina el
sobrenadante y el pellet se resuspende en 1 ml de una solucién de PEG 4000 al 80% en
medio HY con un 16% de DMSO, afiadida gota a gota. A continuacion, se afiade sobre
las células el medio de cultivo como sigue: 2 ml durante 2 minutos, después 8§ ml
durante 2 minutos y, finalmente, 40 ml durante 5 minutos. Posteriormente, las células

se lavan con 50 ml de medio HY, centrifugando a 1800 r.p.m., 10 minutos. Finalmente,
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las células se resuspenden en el volumen adecuado de medio HY suplementado con un
10% de suero fetal bovino (Sigma) para tener 150.000-200.000 células en 100 pl de
medio y se disponen en placas microtiter de 96 pocillos (Greiner). Después de 24 horas

se afiade a cada pocillo 100 pl de medio selectivo HAT.
22. INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA)

Se emplean placas microtiter de 96 pocillos a las que es necesario adherir el
antigeno siguiendo un procedimiento que dependera de la naturaleza del mismo.

Cuando el antigeno utilizado es una proteina, esta se afiade a la placa a razoén de
500 ng por pocillo diluida en PBS y dejando incubar a 4°C durante una noche.

Cuando se trata de células, los pocillos de la placa han de ser previamente
tratados con 50 ul de una solucion de poli L-lisina incubando 30 minutos a temperatura
ambiente. Después de este tiempo, se retira esta solucion y se afiade 50 ul de la
suspension celular (10° células). Se centrifuga la placa a 2.500 r.p.m. durante 10
minutos y, tras eliminar el sobrenadante, se afiaden 50 pl de una solucion de
glutaraldehido. Tras incubar 15 minutos a temperatura ambiente, las placas se lavan
dos veces con PBS.

Una vez el antigeno dispuesto en la placa, esta es tratada con solucion de
bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion se afiade el anticuerpo
que se quiere analizar y se deja incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después de lavar 3 veces con PBST, se dispone en cada pocillo 50 ul de una solucion
1/300 en PBS del anticuerpo anti-inmunoglobulina de raton, conjugado con peroxidasa
(Sigma) y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente

Tras efectuar otros tres lavados con PBST, se afiaden 100 pl por pocillo de una
solucion reveladora de ELISA. La reaccion positiva de revelado se detecta por la
aparicion de color verde en 5-15 minutos y se detiene afiadiendo 100 ul por pocillo de
solucion de detencion.

Son considerados como positivos aquellos resultados con un valor doble de

absorbancia a 405 nm que el obtenido para los controles negativos.
23. CLONACION DE LOS HIBRIDOMAS
La clonacion de los hibridomas seleccionados se realiza mediante el método de

la dilucién limite. Para ello, se diluyen en medio de cultivo las células de cada uno de

los hibridos positivos y se disponen de nuevo en cultivo de forma a obtener una unica
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célula por pocillo.

24. PRODUCCION DE ASCITIS

Para la produccion de ascitis, se inyectan ratones hembras de aproximadamente
6 semanas de edad, con 0,5 ml de pristano (4cido 2,6,10,14-tetrametildecanoico-Sigma)
via intraperitoneal y, a continuacion, después de 7-14 dias, se inyectan de la misma
manera 10°-107 células del hibridoma seleccionado que previamente se encuentran en
crecimiento exponencial. El liquido ascitico se recoge por puncion peritoneal a las dos
semanas, aproximadamente, y se centrifuga a 3.000 r.p.m. durante 10 minutos,
recogiendo el sobrenadante, que en general presenta una concentraciéon de 1 a 10

mg/ml del anticuerpo de interés.
25. PURIFICACION DE ANTICUERPOS EN COLUMNA DE PROTEINA A

El ascitis es tratado con NaCl hasta conseguir una concentracion final de 3,3 M.
A continuacion, se le afade 1/10 de volumen de borato sédico 1M pH 8,9 y se pasa a
través de una columna de proteina A, preparada con anterioridad. A continuacion, se
lava con 10 volimenes de NaCl 3,0M/borato sédico S0mM pH 8,9 y un volumen de
CINa 3M/borato s6dico 10mM, desechando en ambos casos el liquido de salida.

Para eluir, se llena la columna con glicina (100mM), dejando caer muy
lentamente y recogiendo 15 fracciones de un volumen aproximado de 1 ml, a las que se
les ajusta el pH hasta alcanzar la neutralidad con Tris 1M pH 8,0. Finalmente, se
cuantifican las fracciones obtenidas en el espectrofotometro a una densidad optica de
280 nm, conservando las fracciones con absorbancia.

Para terminar se lava la columna con 10 volumenes de glicina 100mM pH 3,0 y
10 volimenes de PBS.

A continuacién, para desalinizar las fracciones con absorbancia se pasan por
una columna de filtracion en gel utilizando Sephadex G-25 (Pharmacia).

Para ello se monta la columna evitando las burbujas y se conecta a la bomba
peristéltica y al colector de fracciones. Tras equilibrar con al menos 10 volimenes de
PBS, se aplica la muestra y se recogen fracciones de aproximadamente 2 ml (25-30
fracciones) que se miden en el espectrofotometro a la misma densidad optica.

Se vuelve a seleccionar las fracciones con absorbancia y se pasan a membranas
de collodium (Sartorius) para concentrar por vacio. Una vez concentradas todas las

fracciones en un volumen aproximado de 11 ml, se desmonta el concentrador, se

53



Angeles Jiménez Marin Tesis Doctoral

recoge el contenido y se lava la membrana con 200 ul de PBS. Finalmente, se mide la

absorbancia final y se guarda el anticuerpo purificado.

26. PURIFICACION DEL ANTIGENO

La purificacion del antigeno reconocido por un anticuerpo monoclonal se
realiza a través de una columna de sepharosa CL-4B (Pharmacia) activada con CNBr
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se parte del anticuerpo monoclonal
(ligando) dializado frente al tampon de acoplamiento, que posteriormente se une a la
sepharosa activada. Brevemente, la sepharosa se activa con HCl ImM y se lava con un
litro del mismo 4cido con un embudo Buchner y un quitasato conectado al vacio. Se
vuelve a lavar con tampon de acoplamiento y se afiade a 10 ml del ligando (1mg/ml),
incubandose a 4°C con agitacion suave durante una noche. Al dia siguiente, se deja
depositar la matriz de la sepharosa y se toma una alicuota de 100 ul de sobrenadante
para cuantificar proteina y comprobar la eficacia de la union.

La sepharosa unida al ligando se incuba con 30 ml de glicina 0,4M pH 8§, en
agitacion suave durante 2 horas a temperatura ambiente, bloqueando asi los grupos
activos remanentes. La matriz de sepharosa se dispone en columna vertical de 3 cm de
didmetro (Pharmacia) y se realizan varios lavados alternando el tampdn de union y el
tampoén acetato. Al final, la columna se lava con PBS/ 0.1% NP-40 (nonidet-40).

El extracto de proteina, que se trata de un lisado de celular (obtenido de igual
forma que para el inmunoblotting y la inmunoprecipitacion, pero sin marcar) se hace
pasar por una precolumna de sepharosa CL-4B, para eliminar uniones inespecificas, y
seguidamente por la columna de inmunoafinidad con el ligando. Tras lavar la columna
tres veces con 2-3 volimenes de columna de PBS/0,1% NP-40, PBS/0,1% NaCl 1M y
PBS/0,05% CHAPS (4cido  3-{(3-colamidopropil)-dimetilamonio}-1-propano-
sulfonado), la proteina unida a la columna se eluye con dietilamina 20mM (Sigma), pH
11,5 y se recoge en fracciones, que son neutralizadas con Tris 1M, pH 7.

La eficacia de la purificacion se evalia mediante SDS-PAGE e inmunoblotting.

27. INMUNOBLOTTING

En primer lugar las muestras se someten a electroforesis SDS-PAGE bajo
condiciones reductoras o no reductoras.
Para realizar el inmunoblotting frente a las proteinas recombinantes se carga

una cantidad del orden de 1 pg/muestra; mientras que para realizarlo frente a células se
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obtiene un lisado partiendo de 100 x 10° plaquetas y 50 x 10° de PBL por muestra.
Posteriormente, las células son lavadas dos veces y se solubilizan en 0,5 ml de tampdén
de lisis celular durante una hora a 4°C y agitacion fuerte. Finalmente, se centrifuga a
12.000 r.p.m. durante 20 minutos.

Una vez finalizada la electroforesis, el gel se incuba en tampodn de transferencia
durante 20 minutos, en agitacion suave y temperatura ambiente, al igual que la
membrana de PVDF (difluoruro de polivinilideno), Inmobilon P (Millipore),
previamente activada con metanol.

La transferencia se realiza en un equipo de transferencia semiseco colocando el
gel sobre la membrana de PVDF, entre tres o cuatro trozos de papel Whatman 3MM
(Whatman) mojados en tampdn de transferencia, por encima y por debajo de ellos. Se
elimina las posibles burbujas y se conecta el aparato a la fuente de alimentacion con un
amperaje obtenido de la multiplicacion de la superficie de la membrana por 2,5 durante
50 minutos.

A partir de este paso todas las incubaciones realizadas en el procesamiento de la
membrana se realizan con agitacion suave. Asi pues después de la transferencia, se
corta la tira de membrana correspondiente a los patrones de pesos moleculares no
biotinilados, y tantas tiras como anticuerpos a estudiar. La tira de pesos moleculares
fue contrastada con una solucién negro-amido, durante 5-10 minutos a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, la membrana se destifie con una solucion
decolorante y finalmente, se lava con agua destilada y se deja secar.

El resto de las tiras, una vez recortadas y marcadas, se incuban con solucion de
bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente y posteriormente, se lavan tres veces
con PBST durante 10 minutos.

Cada una de las tiras se introducen en tubos de ensayo con 4 ml de cada uno de
los sueros o sobrenadantes de los hibridomas a testar. La reaccion antigeno-anticuerpo
se realiza a 4°C durante toda la noche o a temperatura ambiente durante tres horas. A
continuacion, se lavan las tiras con PBST tres veces y se afiade una solucion 1/300 de
anticuerpo anti-inmunoglobulina de raton, conjugado con peroxidasa (Sigma), diluido
en PBS segun las condiciones del fabricante. Después de la incubaciéon durante una
hora a temperatura ambiente, se efectua otros tres lavados con PBST. El revelado se
hace en cuarto oscuro mediante el sistema de deteccion ECL (Emitting
Chemoluminiscense) (Amershan), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
membrana se expuso entonces a una placa radiografica (Kodak) durante un tiempo

oscilable de 5 minutos a varios minutos, revelandola después.
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28. INMUNOPRECIPITACION
28.1. Marcaje con biotina de las proteinas de membrana

Las proteinas de superficie de leucocitos y plaquetas, resuspendidas en PBS a
una concentracion de 20 x10° células/ml, se marcan con 0,4 mg/ml de Sulfo-NHS-
Biotina (Pierce), incubandose durante 15 minutos a 4°C. Después de tres lavados con
PBS se solubilizan las proteinas de membrana, resuspendiendo en la mitad de su
volumen inicial de tampoén de lisis celular e incubando en agitacion a 4°C durante 1
hora. El lisado celular obtenido se centrifuga a 12.000 r.p.m. durante 15 minutos para
retirar los restos celulares, conservandose a 4°C.

En el proceso de preinmunoprecipitacion se incuba en agitacion a 4°C toda la
noche 50 ul de suspension de proteina G-Sepharosa (Pharmacia)/ml del lisado celular,
preparada segun las condiciones del fabricante. Finalmente, se retira la proteina G
centrifugando a 1.200 r.p.m. durante 2 minutos. Con este procedimiento se consigue

eliminar del lisado las uniones no especificas a la proteina G.
28.2. Inmunoprecipitacion

La reaccion antigeno-anticuerpo tiene lugar mediante la incubacion de 500 ul
del lisado celular con 1 ml de sobrenadante de los hibridomas a testar o la dilucion
optima del anticuerpo policlonal en agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas.

Para aumentar la capacidad de union de la proteina G, ésta se recubre con un
suero de conejo anti-isotipo inmunoglobulinas de raton (Pierce) en una dilucion 1/10
de tampon de lisis celular, agitando durante 2 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, la proteina G se lava tres veces con tampon de lisis,
centrifugdndose durante 2 minutos a 2.000 r.p.m..

A continuacién, se anaden 50 ul de la Proteina G-Sepharosa recubierta a la
reaccion antigeno-anticuerpo y se incuba 1 hora a temperatura ambiente en agitacion.
Los complejos antigeno-anticuerpo unidos a la proteina G se centrifugan durante 5
minutos a 2.000 r.p.m., desechando el sobrenadante y lavando tres veces en tampon de
lisis.

Después del ultimo lavado, los inmunoprecipitados se tratan para la SDS-
PAGE.
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28.3. Electroforesis, transferencia y revelado

Las muestras se someten a electroforesis SDS-PAGE de 5%-15% en
condiciones reductoras o no reductoras. Las proteinas separadas en funcion de su peso
molecular se transfieren a membranas de PVDF, Inmobilon P, como se ha descrito
anteriormente.

La membrana con las muestras transferidas se incuba con solucion de bloqueo
durante 1 hora, en agitacion suave y temperatura ambiente. Después se lava tres veces
con PBST y se incuba con una solucion de Streptavidina-HRP (Amershan) 1/500 en
PBST durante una hora en agitacion suave y oscuridad, volviendo a lavar tres veces en
PBST. Finalmente se revelan empleando el sistema de deteccion del luminol, con las

soluciones comerciales de ECL, descrito con anterioridad.
29. INMUNOHISTOQUIMICA
29.1. Muestras de tejidos
29.1.1. Procedencia de las muestras

Las muestras de tejidos utilizadas en el estudio inmunohistoquimico proceden
del archivo del Servicio de Diagnostico del Departamento de Anatomia y Anatomia
patologica Comparadas de la Universidad de Cordoba. Dichas muestras pertenecen a
dos grupos de cerdos: cerdos de matadero y cerdos remitidos para su estudio
anatomopatologico al servicio mencionado. En el primer caso, las muestras pertenecian
a cerdos sanos, mientras que en el segundo, se trataba de animales remitidos para su
estudio postmortem y diagnostico al Departamento.

29.1.2. Tipo de muestras

Han sido utilizadas muestras de tejido de ganglios linfaticos, bazo, pulmon,

higado, rifién, timo, intestino, placas de Peyer, tonsilas y médula dsea.
29.1.3. Procesado de las muestras
Todas las muestras se fijaron por inmersion durante un minimo de 24 horas,

pero los fijadores utilizados fueron diferentes en los dos grupos de cerdos; asi, las
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muestras de los animales de matadero se fijaron en liquido de Bouin, y las muestras de
los animales remitidos al Departamento se fijaron en formol tamponado al 10%.
Después de la fijacion, el procesado histoldégico de las muestras fue similar. Las
muestras fijadas fueron talladas por el personal del Servicio de Diagnostico
Anatomopatologico de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Cordoba vy,

tras el tallado, se incluyeron en parafina en un procesador automatico.

29.1.4. Preparacion de los cortes de tejido

Para los estudios inmunohistoquimicos se utilizaron cortes de tejido de 4 um de
grosor montados sobre portaobjetos tratados con Vectabond (Vector), obtenidos por

microtomo.

29.2. Desarrollo de las técnicas inmunohistoquimicas

Las dos técnicas inmunohistoquimicas utilizadas son técnicas indirectas de tipo
puente basadas en la uniéon no inmunoloégica de la avidina (Técnica del ABC) o de la
estreptavidina con la biotina (Palacin Forgue A., 1984). El desarrollo de ambas técnicas
tiene tres partes fundamentales: la preparacion de los cortes de tejido, el desarrollo de

la reaccion antigeno-anticuerpo y coloreado de dicha reaccion.

29.2.1. Preparacion de los cortes de tejido

En primer lugar, las muestras son desparafinadas mediante tres bafios, de 10
minutos cada uno, en xilol (Panreac). Se hidratan al principio con dos bafios en etanol
absoluto, de 10 minutos cada uno. Después se inhibe la actividad peroxidasa endogena
en los cortes analizados con la técnica del ABC, mediante la incubacién de los cortes
de tejido con peroxido de hidrogeno (Merck) al 3% en metanol durante 30 minutos, en
agitacion suave y a temperatura ambiente. La hidratacion finaliza mediante
incubaciones sucesivas en alcoholes de gradacion decreciente y un lavado en agua (5
minutos en etanol de 96° y 5 minutos en etanol de 70° y, por ultimo, agua destilada).

Tras lavar los cortes de tejidos en PBS (tres veces, 5 minutos cada una), los
cortes de tejidos son incubados en suero normal de cabra (Vector Laboratories),
diluido al 10% en PBS, durante 30 minutos a temperatura ambiente, bloqueando asi los
sitios libres de union a las muestras. Para la deteccion de CD3, usado como marcador

de linfocitos T o pan-T, a la hora de facilitar la interpretacion de los resultados
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obtenidos con los anticuerpos a caracterizar, después del primer lavado de PBS se
incuba durante 10 minutos con pronasa (10% (p/v) PBS) (Sigma) como
desenmascaramiento antigénico, siguiendo después el mismo protocolo que para el
resto de muestras. Otro marcador que también se usa para facilitar la interpretacion de
los resultados es un anticuerpo que reconoce el factor VIII (anti-factor VIII-Dako),
marcador de plaquetas y células endoteliales, sin necesitar ningin tratamiento

enzimatico previo para el desarrollo de la reaccidon antigeno-anticuerpo.

29.2.2. Desarrollo de la reaccion antigeno-anticuerpo (incubacion con los

anticuerpos especificos)

La incubacion con los sobrenadantes de los distintos anticuerpos monoclonales
o con la dilucion pertinente del anticuerpo policlonal, como del CD3 y del factor VIII,
da como resultado la reaccioén antigeno-anticuerpo. Dicha reaccién se lleva a cabo en

incubacion en camara himeda durante 18 horas a 4°C.

29.2.3. Coloreado de la reaccion antigeno-anticuerpo para su visualizacion en

microscopia optica

Pasado este tiempo, se dejan los cortes de tejido atemperar durante 1 hora,
tiempo tras el cual se realizan tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS. Se afiade a
continuacién un anticuerpo anti-inmunoglobulina G de raton, desarrollado en cabra, y
conjugado con biotina (Dako) diluido 1/20 en PBS con 10 % de suero normal de cabra,
en todas las muestras excepto para el CD3, y se incuba durante 30 minutos a
temperatura ambiente. En el caso del CD3, el anticuerpo secundario a usar es un
anticuerpo anti-inmunogloblina de conejo conjugado con biotina (Vector) a una
dilucién 1:200, en iguales condiciones que el anterior. Tras lavar de nuevo tres veces
con PBS, los cortes de tejido son incubados con el complejo avidina-biotina-peroxidasa
(ABC) (Sigma) diluido 1/50 en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente y en
oscuridad, si la técnica es la del ABC. Si la técnica a utilizar es la de la estreptavidina-
biotina-fosfatasa alcalina el conjugado a usar es biotina-estreptavidina-fosfatasa
alcalina sin diluir (Biogenex Super Sensitive ready-to-Use Detection Kit), siendo las
mismas condiciones de reaccion que para el ABC.

Finalmente, los cortes se lavan tres veces con PBS y se exponen al cromdgeno
adecuado dependiendo de la enzima que cataliza el revelado. Si la enzima es la

peroxidasa de rdbano picante, los cortes se tratan durante 1 minuto con el cromogeno 3.
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3’-diaminobenzidina tetrahidrocloruro (Sigma) diluido al 0,5% en solucion Tris con 0,3
% de peroxido de hidrogeno, que actia como substrato, durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Los cortes de tejido se lavan en agua corriente durante 10
minutos y el siguiente paso es la contratincion nuclear con hematoxilina de Mayer
durante 1 minuto. Después de un lavado de 5 minutos en agua para eliminar los restos
de colorante, se procede a deshidratar los cortes, para su conservacion, en alcoholes de
gradacion creciente: se sumergen unos segundos en etanol de 70° y de 96°, 2
incubaciones cada una de 1 minuto en etanol absoluto y otras dos de 1 minuto en xilol.
Finalmente, los cortes histologicos se montan con Eukitt (O. Kindler GmbH & Co.) En
cambio si la enzima es la fosfatasa alcalina, el cromogeno a usar es 4-cloro-2-metil-
benzenodiazonio (Fast red) y se utiliza a una dilucion 20% (p/v) en tampon Tris-HCI
con naftol (substrato del kit). Después de preparar el cromégeno y diluirlo, se filtra con
filtros Millipore de 0.45 um y se revela hasta desarrollarse el color. Los siguientes
pasos después del revelado son iguales al sistema de la peroxidasa, parada de reaccion
y lavados. Sin embargo, en esta ocasion las muestras no se deshidratan, al desvanecerse
el color de la reaccion, siendo el montaje, por lo tanto, con medio acuoso de Shandon
Inmuno-Mount (Sigma). Finalmente, los cortes histolégicos montados son

fotografiados en un fotomicroscopio.
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Resultados

1. CARACTERIZACION DE LA SUBUNIDAD B; DE LAS INTEGRINAS
PORCINAS (CD29)

Para la caracterizacion del gen que codifica la integrina [3; porcina o CD29 se
utiliz6 una genoteca de ADNc construida a partir de ARNm procedente de distintos
tejidos porcinos (linfocitos, tiroides, higado, glandula pardtida, cerebro, rifion y
glandula suprarrenal) y el sistema ZAP Express Vector/Gigapack Cloning Kit
(Stratagene). Esta genoteca multi-tejido, amablemente cedida por el Dr. Patrick
Chardon (Laboratoire de Radiobiologie Appliquée et D Etude du Genome, INRA-CEA,

Jouy-en Josas, Francia), fue rastreada con una sonda especifica del gen CD29 porcino.
1.1. Obtencion de la sonda CD29

La sonda CD29 especifica, de una longitud 580 pb, fue producida por RT-PCR
mediante empleo de cebadores (P1/P2) correspondientes a regiones comunes, y por lo
tanto conservadas, de las secuencias CD29 humano (Argraves et al., 1987) y bovino
(McLaren y Wildeman, 1995). La secuencia de dichos cebadores se muestran en la
Tabla 4 de Materiales y Métodos (pagina 43).

El procedimiento se llevdo a cabo sobre ARN total procedente de distintos
tejidos porcinos: bazo, timo, células mononucleadas de sangre periférica y médula
6sea. En todos los tejidos analizados se obtuvo una banda de amplificacion del tamafio

esperado (Figura 7).

M M.O. PBMC Timo Bazo

580pb—

Figura 7: Obtencion de la sonda CD29. Resultado de la PCR
llevada a cabo sobre distintos tejidos porcinos. M:
¢x174Haelll; M.O.: médula 6sea.

La amplificaciéon obtenida en bazo, correspondiente a la banda de mayor
intensidad, fue clonada en pGEM-T, secuenciada y posteriormente marcada con
digoxigenina (DIG) mediante PCR. Finalmente, con objeto de conocer la naturaleza de
la secuencia obtenida, fue analizado su nivel de homologia frente a la base de datos de

secuencias GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) mediante el programa BLAST. El
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resultado obtenido reveld un elevado grado de homologia con las secuencias de los
genes CD29 caracterizados en distintas especies. En la Figura 8 se muestra solo el
resultado de la comparacion con las secuencias humana y bovina, que manifiesta un

nivel de homologia del 91,7 % y 94,9%, respectivamente.

Humano CTGGAGATGGGAAACTTGGTGGCATTGTTTTACCAARARATGATGGACABATGTCACCTGGARAA 1016
Cerdo CEGGAGATGGGAAACTTGGTGGCATTGTT TTTACCAAATGATGGACAERTGTCACCTGGARAA 1160
Vaca CTGGAGATGGGAAACTTGGTGGCATCETTTTACCEGAARATGATGGACARGBGTGTCACCTGGARAARA 845
Humano ATBABATATGTACACAATGAGCCATTATTARGATTATCCTTCTATTGCTCACCTTGTCCAGA 1076
Cerdo ATGATGTATACACAATGAGCCATTALETACGATTATCCTTCTATTGCTCACCTTGTCCARBARA 1220
Vaca ATGATGTGTACACAATGAGCCATTATTACGATTATCCTTCTATTGCTCACCTTGTCCAGA A 905
Humano AACTEAGEGAAARATAARATTCAGACAATTTTTGCAGTTACTGAAGAATTTCAGCCTGTTT 1136
Cerdo AACTAAGCGAAAATAACATTCAGACGATTTTTGCAGTTACTGAAGAATTT TCAGCCTGTTT 1280
Vaca AACTAAGCGAAAATAACATTCAGACGATTTTTGCAGT TACTGAAGAATTTCAGCCTGTTT 965
Humano ACAAGGAEGCTGAAAAAETTGATCCCTAAGTCAGCAGTAGGAACATTATCTGCAAATTCTA 1196
Cerdo ACAAGGAACTGAAAAATTTGATCCCEAAGTCAGCAGTAGGAACATTATCTGCAAATTCCA 1340
Vaca ACARAAGGAACTGAAARATTTGATCCCTAAGTCAGCEGGTAGGAACATTATCTGCAAATTCCA 1025
Humano GCAATGTAATTCAGTTGATCATTGATGCATACAATTCCCTTT TCCTCAGAAGTCATTTTGSG 1256
Cerdo GCAATGTAATTCAGTTGATCATTGATGCATACAATTCCCTTT TCCTCAGARAGTC CATTTTGG 1400
Vaca GCAATGTEGATTCAGTTGATCATEGATGCEBTACAATTCCCTTT TCETCAGAAGTCATTTTGG 1085

Humano AAAACEGCAAATTGECAGAAGGAGTAACAATARAEBTTACAAATCTT TACTGCAAGARAEGGGG 1316

Cerdo AAARAACAGCAAATTACCAGAAGGAGTAACAATAARATTACARATCTTACTGCAARBAARATGGGG 1460
Vaca AAARACAGCAAATTGECEGAAGGAGTAACARARATARAATTACAAGTCTTACTGCAAGARATGGG GG 1145
Humano TGAATGGAACAGGGGAAAATGGHEAGAAAATGTTCCAATATTTCCATTGGHEAGATGAGGTTC 1376
Cerdo TGAATGGAACAGGGGAAAAEGGGAGAAAATGCTCCAATATTT TCCATTGGGGATGAGGTTC 1520
Vaca TGAATGGAACAGGGGAAAATGGGAGAARATGCTCEBEAATATTT TCCATTGGGGATGAGGTTC 1205
Humano AATTTGAAATTAGCATAACTECAAATAAGBGTGTCCAAABAAGEBATTCTGAGAGCET TAARARA 1436
Cerdo ABTTTGAAATTAGCATAACTGCEAATAAATGTCCARATAAGAATTCTGAAACEATTARARAA 1580
Vaca AATTTGAAATTAGCATAACTGCAAATARATGTCCAAATARAGAACETCTGAAACCATTARARAA 1265
Humano TTABGCCTCTGGGCTTEACEGAGGAAGTAGAGETTATECTTCAGTHCATC 1487
Cerdo TTAAGCCTCTGGGCTTCACTGABGAAGTAGAGATBATCCTTCAGTTCATCT 1632
Vaca TTAAGCCTCTGGGCTTCACTGAGGAAGTEGAGATTATCCTTCAGTTCATCT 1316

Figura 8: Homologia de la secuencia usada como sonda (P1/P2) en tres especies: humano, cerdo y
vaca. Los nucleotidos discordantes se destacan en azul.

1.2. Rastreo de la genoteca

La genoteca fue hibridada con la sonda especifica sobre aproximadamente 10°
pfu, obteniendo 8 clones positivos (1, 2.1, 2.2, 3, 4.1, 4.2, 6 y 8). La especificidad de
dichos clones se confirm6 mediante PCR con los cebadores especificos P1/P2 (Figura
9).

Figura 9: PCR sobre los clones seleccionados del
primer rastreo con los cebadores P1/P2. M:
¢xc174Haelll.
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Como se observa en la Figura 9, el clon 3 result6 inespecifico en la PCR y fue
descartado, junto con el clon 6 que posteriormente no se logrdé escindir. El
procedimiento de escision se llevo a cabo con los 6 clones restantes, cuyo material
genético fue purificado y a continuacion sometido a restriccion con las enzimas EcoRI
y Xhol con el fin de conocer el tamafio del inserto contenido en el vector recombinante.
El resultado de la digestion con las enzimas de restriccion se muestra en la Figura 10,

de la que se deduce que los mayores insertos son los contenidos en los clones 4.2 y 8.

Figura 10: Digestiones dobles (EcoRl/Xhol) de los
clones escindidos. M1: AHindlIl y M2: ¢xl74Haelll.

La secuenciacion de ambos clones puso de manifiesto que unicamente el clon
4.2, identificado como CD29-4.2, contenia la secuencia completa del gen CD29

porcino.

1.3. Secuencia completa del gen CD29 porcino

El analisis de la secuencia del inserto del clon CD29-4.2 que se muestra en la
Figura 12 revel6 una secuencia de ADNc de 3.838 pb, que contenia una region
flanqueante 5” no traducida, de 247 pb, una fase abierta de lectura de 2.397 pb y una
region flanqueante no traducida en 3'de 1.194 pb.

La fase abierta de lectura genera un péptido deducido de 798 aminoacidos;
comienza con el codon de inicio ATG, que se localiza a 248 nt del extremo 5" y finaliza
con el codon fin de mensaje TGA que se sitlia en la posicion 2.642 nt.

La secuencia de aminoacidos deducida de la secuencia nucleotidica de CD29
porcina presenta el perfil de hidrofobicidad que se muestra en la Figura 11. En este
perfil se pueden apreciar dos regiones predominantemente hidrofobicas. La primera
region, que representaria al péptido sefial, se localiza en la region amino terminal y esté
constituida por los primeros 20 aminoacidos. La segunda regiéon hidrofobica se
encuentra en el extremo carboxilo terminal y estd constituida por 23 aminoacidos,

representando con probabilidad el inico dominio transmembranario de la molécula. A
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continuacion se observa una region predominantemente hidrofilica, de 47 aminoécidos,
que corresponderia al dominio citoplasmico. En este dominio se localizan dos sitios
potenciales de fosforilacion, tiroxina 763 y treonina 769, también conservados en otras
subunidades 3 de las integrinas (Lerea et al., 1999; Schaffner-Reckinger, 1998). La
existencia de estos dominios y de un sitio probable de escision del péptido sefial entre
los aminoécidos 20 y 21 manifiesta la similitud entre la estructura de la molécula CD29
porcina y otras cadenas 3 integrinas caracterizadas hasta el momento: existencia de un
dominio extracelular (21 aa-728 aa), un dominio transmembranario (729 aa-751 aa) y
un dominio citoplasmatico (752 aa-798 aa) (Figura 12).

Numero de Aminoacidos
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2.79
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0 0

Figura 11: Analisis de hidrofobicidad de la secuencia peptidica CD29 porcina por el método
de Kyte-Doolittle. Las flechas sefialan las regiones hidrofobicas correspondientes al péptido
sefial y al dominio transmembranario. La escala horizontal representa el numero de
aminodacidos y la vertical el indice de hidropatia.

Por consiguiente, excluyendo la secuencia sefial, el polipéptido CD29 maduro
porcino constaria de 778 aminodcidos, con un peso molecular estimado de 88.277
daltons, menor que el evidenciado para esta proteina en SDS-PAGE (115.000 daltons)
por Richard et al. (1998). Sin embargo, como se observa en la Figura 12, la secuencia
de CD29 porcina contiene 12 sitios potenciales de N-glucosilacion (Asn-X-Ser/Thr
donde X no puede ser Pro). Asumiendo que las cadenas de los hidratos de carbono, con
un peso molecular medio de 2.500, se unieran a los 12 sitios de glucosilacion, el peso
molecular total de la molécula de CD29 porcina madura seria de aproximadamente
116.248 daltons, valor mas acorde con el tamafio de CD29 porcina obtenido por SDS-
PAGE.

La secuencia CD29 porcina es rica en cisteinas al contener 57 restos de este
aminoacido (7,2% del total), todos ellos situados en el dominio extracelular, excepto
uno que se localiza en el péptido sefial. La mayoria de las cisteinas presentes en la
molécula estan dispuestas en un dominio localizado cerca del dominio

transmembranario (Figura 12).
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ggcacgagcggcggcggcectgaggagetggattgeccgegeggaggaggeggtgecgegggggtegtttectge
caggaggcggccccgegtegecgagtcectectecteccecgececgecgaaggaggaggagectgecgececgecgecgeccgegecgea
gccggggaggccacgccagecctecggacaggecgagegggagtegeggagegetggtggagecgaccgegegggecgggeyg
ccgcgggagaagATGAATTTACAACTGATTTTCTGGATTGGACTGATCAGTTCAGTTTGCTATGTGTTTGGCCAAGCAGAT
M N L QQ L I F W I G L I S S V I Y v F G QA D
GAAAATAGATGTTTAAAAGCAAATGCCAAATCATGTGGAGAGTGTATACAAGCAGGGCCAAATTGTGGATGGTGCACAAAT
E N REBLEK2DNAEKSBEoGecEBTIoanocscer @B ocw @ TN
TCAACATTTTTACAAGAAGGAATGCCTACTTCTGCTCGATGTGATGATTTGGAAGCCTTAAGAAAGAAGGGTTGTCATCCA
s T FLQEGMZPTS2REDDTILTE®S-2TLREKTZEKTGTEHT®P
GATGACATTGAAAATCCCAGAGGCTCCAAAAATATAAAGAAAAATAAAAATGTAACCAACCGTAGCAAAGGGACAGCAGAG
D b I ENPIRG S KNI K KNI KNV T NI R S K G T A E
AAGCTGCAGCCGGAAGATATCACTCAGATCCAACCACAGCAGTTGGTTTTGCAGTTACGATCAGGGGAGCCACAGACGTTT
K L Q p E DI T Q I Q0 P Q 0 L VL Q L R S G E P Q T F
ACGTTGAAATTCAAGCGAGCCGAGGACTATCCCATTGATCTCTACTACCTTATGGACCTCTCCTACTCCATGAAAGACGAC
T L K ¥F K R A E DY P I D L Y Y L M D L S Y S M K D D
TTGGAGAACGTGAAAAGCCTTGGAACAGATCTGATGAATGAAATGAGGAGGATTACTTCAGACTTCCGAATTGGATTTGGC
L E NV K s L 6 T DL MNEMWU RI R I T S D F R I G F G
TCTTTTGTGGAAAAAACTGTGATGCCTTACATTAGCACAACACCAGCTAAGCTCAGGAACCCTTGCACAAGTGAACAGAAC
s ¥ V E K T v M P Y I S T T P A K L R N P I T S E QO N
TGTACCAGCCCATTTAGCTACAAAAATGTGCTCAGCCTTACTGATAAAGGGGAAGTATTTAATGAACTTGTTGGTAAACAG
I T S P F s Y K N V L S L T D K G E V F N E L V G K Q
CGCATATCTGGAAATTTGGATTCTCCAGAAGGTGGCTTTGATGCAATCATGCAAGTTGCCGTTTGTGGATCTTTGATTGGC
R I s G N L D s P E G G F D A I M Q V A V I G S L I G
TGGAGGAATGTTACACGGCTGCTGGTGTTTTCCACGGATGCCGGGTTTCACTTTGCCGGAGATGGGAAACTTGGTGGCATT
W RNV TR L L VF S T DA GVF HUF A G DG K L G G I
GTTTTACCAAATGATGGACATTGTCACCTGGAAAATGATGTATACACAATGAGCCATTACTACGATTATCCTTCTATTGCT
v L P N D G H I H L E N D V Y T M S H Y Y D Y P S I A
CACCTTGTCCAAAAACTAAGCGAAAATAACATTCAGACGATTTTTGCAGTTACTGAAGAATTTCAGCCTGTTTACAAGGAA
H L v K L S E NN I @ T I F A V T E E F Q P V Y K E
CTGAAAAATTTGATCCCCAAGTCAGCAGTAGGAACATTATCTGCAAATTCCAGCAATGTAATTCAGTTGATCATTGATGCA
L K N L I P K S A V G T L S A N S S N V I 0 L I I D A
TACAATTCCCTTTCCTCAGAAGTCATTTTGGAAAACAGCAAATTACCAGAAGGAGTAACAATAAATTACAAATCTTACTGC
Y NS L s s E Vv I L E N S K L P E G V T I N Y K S Y
AAAAATGGGGTGAATGGAACAGGGGAAAACGGGAGAAAATGCTCCAATATTTCCATTGGGGATGAGGTTCAGTTTGAAATT
K N G VvV N G T G E N G R K I s N I S I G D E V Q F E I
AGCATAACTGCCAATAAATGTCCAAATAAGAATTCTGAAACTATTAAAATTAAGCCTCTGGGCTTCACTGAAGAAGTAGAG
S I T A N K I P N K N S E T I K I K P L G F T E E V E
ATAATCCTTCAGTTCATCTGCGAATGTGAATGCCAGAGCGAGGGCATCCCCAGCAGCCCCAAGTGCCATGACGGCAATGGG
1 1 Lo F I @BE@E@BosEcIP s s p KB HEDGNG
ACGTTTGAGTGTGGGGCCTGCAGGTGCAACGAGGGACGTGTTGGGAGACATTGTGAATGTAGCACAGACGAAGTGAACAGT
T F E§ ¢ a2~ B rRENEGRV R BEEEESsSsTDEV N S
GAAGACATGGACGCTTACTGCAGGAAAGAGAACAGTTCAGAAATCTGTACCAACAATGGAGAGTGTGTCTGCGGACAGTGT
EDMODOAYT@BREKXKETNSS sSETIIRBTUNDNGOGETERVEGO
GTATGTAGGAAGAGGGATAATACAAACGAAATTTATTCTGGCAAATTCTGCGAGTGTGATAATTTCAACTGTGATAGATCC
v B rRKRDNTNUNTZETIYs scZx F @B EEDODUNTFNTEDRS
AATGGCTTAATTTGTGGAGGAAATGGTGTTTGCAAGTGTCGAGTGTGTGAGTGCAACCCCAACTACACTGGCAGCGCCTGT
N G L I 86N~ vErxBrRVEEEDNPNTYTG S acCc
GACTGTTCTTTGGATACTACGTCCTGCATGGCTGTAAATGGACAGATCTGCAATGGCCGGGGTGTCTGTGAATGTGGGGTC
D s itpoprTrTs BuMaviveo1 @ vecrRc v EEEoacvV
TGTAAGTGTACAGATCCCAAGTTCCAAGGGCCAACTTGTGAGATGTGTCAGACCTGCCTCGGAGTCTGTGCTGAGCATAAA
K @ roppk FocpPpT@BEWMEOOTELIGcVvEAREEHK
GAATGTGTTCAGTGCCGAGCCTTCAATAAAGGAGAAAAGAAAGATACATGTGCCCAGGAATGTTCACATTTCAACATTACC
Ef Vv oBRrRA2FNZXKSGETZ KTE KT DTTERE=2oETRESSHEFNTIT
AAGGTTGAAAATCGGGACAAATTGCCCCAGCCAGGCCAGGTCGATCCCTTGTCCCATTGTAAGGAGAAGGACGTTGATGAT
K v E N R D K L P Q P G Q V D P L S H I K E K D V D D
TGCTGGTTCTACTTCACATACTCGGTGAATGGGAACAATGAGGCCACTGTTCATGTTGTAGAGACTCCAGAGTGTCCCACT
w F Y F T ¥ S VvV N G NN EA T V HV V E T P E I P T
GGTCCAGACATTATTCCAATTGTAGCTGGTGTGGTTGCTGGAATTGTTCTCATTGGCCTTGCACTGCTGCTCATTTGGAAG
G p DI I P I VA GGV VA G I VL I G L A L L L I W K
CTTTTAATGATTATTCACGACAGAAGGGAATTTGCCAAATTTGAAAAGGAAAARAATGAATGCCAAATGGGACACGGGTGAA
L .. M~» I I H D R R E F A K F E K E KMNA AI K W D T G E
AATCCGATTTATAAGAGTGCCGTGACAACCGTTGTCAATCCGAAGTATGAGGGAAAATGAgcagtgctgecgcagatctcag
N P I ¥ K S A V T T V V N P K Y E G K
cactgaatgccaagtagtaactgcagtcacagtgaggtagcttcagggcagecgtcgeccaagggtecgetatgggcaggttet
gaaaatgtataatatgtataatttgaaattttttttattattttgaaaataatgttatcaccaatgccagggactgacaaa
agacttgagacgggatggttatccttgtcagctaaggtcacattgtgectttttgaccttttcctegtgaactattgaagt
gcagctctcattggattaagtgatatttctagagtgattgaaaagacagtagtttaaagtaatgagtatggtgagagtatc
tgttagtcaggtattaaaactgatttttagectttgcagatatgtcggttttcagttacacagaatccaaagtaaatggttt
tctagctagtttagaattgtcttaagtttattattttgctatttgectaatattaagacatgactgatgacatatctgaga
gatgggtatgttgggagttactggtgtaaaataatgaaatatctgatctctaaaggccataggaaaagtcagttgggaggg
gaaaaatgtagctttaaaacctgtgtgccattttaagagttacttaatcctggtaacttttatgecttctcectttttaaatt
caagccttggataaaagtattgggaaattttctgcaaaaaaaagttctttatttagecgttatttacataaaggccttaatt
tacatagtacttgctaaattcaggacctttgggtgaatttatttttttcatttttattttgtttaaagectggtgettttt
atcacctcttcttctaatcatttaatgtatttgtttgcaatttggggtaagacttttttttaatcagtacttttttgttga
tgttttagctgtacagttgccttttaaatgaacatgtgaagttgtactgtggcttatgcaacagctatcacttaagcagtt
cttactttcatttcagttagtgctgtaagagaccactgtatatttactcctcactgtttgaattcecgttttttgtttcata
ctagtcacattcttattttaagtgccttttaattttaacagttcactttttacagtgctgtttactgaagttatttattga
ataaaaatgcgtaaaatatttaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Figura 12: Secuencia del clon CD29-4.2. ADNc que codifica para la proteina CD29
porcina y secuencia de aminoacido deducida. Péptido sefial: negro; sitios potenciales de
N-glucosilacion: gris claro; cisteinas: gris oscuro; dominio extracelular: azul, dominio
transmembranario: rojo; dominio citoplasmatico: verde; sitios potenciales de fosforilacion:

rosa; codon de inicio y terminacion de lectura: en negrita.
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1.4. Comparacion de la secuencia CD29 porcina con otras moléculas CD29

La secuencia de aminoéacidos de la molécula CD29 porcina fue comparada con
sus homologas caracterizadas en distintas especies. El procedimiento se llevo a cabo,
considerando la secuencia completa y cada uno de los dominios estructurales por
separado, mediante el empleo del programa Megalign perteneciente al software
integrado de analisis de secuencias DNASTAR s Lasergene. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 7.

ESPECIE PS EX ™ CI TOTAL
Vaca No 98,0 100 100 98,2
Humano 85 94,1 100 100 94,4
Rata 80 91,9 100 100 92.4
Gato 90 97,7 100 97,8 97,6
Raton 73,7 92,5 100 100 92,5
Pollo 25 84,9 100 100 84,5
Xenopus 20 79,6 100 100 79,6
Ictalurus 15 73,0 91,7 97,8 73,3

Tabla 7: Porcentajes de similitud entre la secuencia del gen CD29 de cerdo y sus homologas en otras
especies, considerando la secuencia completa y cada uno de los dominios estructurales por separado.
PS: péptido sefial; EX: extracelular; TM: transmembranario; CI: citoplasmatico.

La comparacion de la secuencia aminoacidica porcina con sus homoélogas en
distintas especies presento un alto grado de conservacion de aminoacidos, presentando
un porcentaje de homologia del 98,2% con CD29 bovina (GeneBank Accession:
U10865), 97,5% con CD29 felina (GeneBank Accession: U27351), 94,4% con CD29
humana (GeneBank Accession: X07979), 92,5% con CD29 murina (GeneBank
Accession: X15202), 92,4% con CD29 de rata (GeneBank Accession: U12309), 84,5%
con CD29 de pollo (GeneBank Accession: M14049), 79,6% con CD29 del anfibio
Xenopus laevis (GeneBank Accession: M20140) y 73,3% con CD29 del pez teledsteo
Ictalurus punctatus (GeneBank Accession: AF224337).

Considerando los diferentes dominios estructurales por separado, el estudio de
comparacion de nuevo pone de manifiesto el gran nivel de conservacion resultante en
todas las especies estudiadas. Este grado de conservacion afecta, en general, a todas las
regiones estructurales de CD29, aunque es mas evidente en los dominios
transmembranario y citoplasmatico, que son practicamente idénticos en todas las

especies, y muestra un menor nivel de conservacion en lo que respecta a la secuencia
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del péptido sefial que unicamente se conserva entre los mamiferos, y en menor grado,
considerados en el estudio.

La relacion filogenética entre las especies comparadas en este trabajo con base
en la secuencia nucleotidica del gen CD29, fue estimada mediante calculo de distancia
genética por el método Clustal (Higgins y Sharp, 1989). El resultado se muestra en la
Figura 13, confirmando los resultados obtenidos anteriormente en el estudio de
homologia. Asi, se puede observar que aves, anfibios y peces son las especies
evolutivamente mas alejadas del cerdo, en correspondencia con su menor homologia a
nivel de secuencia del gen CD29. De la observacion de la Figura 13 también se puede
deducir que las especies de mamiferos comparadas se agrupan en un nicleo comun
diferenciado del resto, debido al alto porcentaje de conservacion que presenta el gen
CD29 en estas especies, si bien la divergencia evolutiva de roedores parece ser, con
respecto a humano, que tuvo lugar con anterioridad a la diferenciacion de los animales

domésticos.
Vaca
Cerdo

Gato

g
e Humano
Rata
—{_
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Xenopus

Ictalurus

Figura 13: Analisis filogenético de CD29 en distintas especies.

La comparacién entre las secuencias aminoacidicas de las diferentes especies se
representa en la Figura 14, de la que se deduce que todas ellas comparten elementos
estructurales comunes, destacando la conservacion de 56 restos de cisteina presentes en
el dominio extracelular. Un residuo adicional de cisteina presente en el péptido sefial
porcino estaria también conservado en la secuencia de los mamiferos y en la del unico
representante de aves estudiado. A este respecto, nada conocemos de la secuencia sefial
bovina al no estar disponible en la base de datos.

Como se observa en la Figura 14, muchas de las cisteinas (31 restos) estarian
dispuestas en un dominio rico en cisteina, constituido por una secuencia de 40 aa
repetida en tandem. Esta caracteristica estructural de la integrinas se conserva en todas
las moléculas CD29 consideradas en este analisis de homologia.

En la Figura 14, también se observa que los 12 sitios de N-glucosilacion de la
secuencia porcina estdn conservados en todos los mamiferos. Ademas, 3 de estos
lugares de glucosilacion son exclusivos en estas especies, pero los 9 restantes estan

conservados en la secuencia de pollo. Finalmente, Xenopus e Ictalurus, presentan un
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menor numero de lugares de glucosilacion, 8 y 7, respectivamente, todos ellos
presentes en todas las especies.

PEPTI DO SENAL

C M------- NLQLI FW GLI SSVBYVF- - - - GQADEN IPDDI ENPRGSKNI KKNK 93

V  ceececicee e e e e nae e ENi IPNDI ENPRGSKDI KKNK 70

H M-- --NLQPI FW GLI SS - - - - AQTDENI IPNDI ENPRGSKDI KKNK 93

R M-- - - NLQLVFW GLI SLI @SVF- - - - GOTDKNI PSDI ENPRGSQTI KKNK 93

G M-- --NLQLI FW GLI SSI - - - - GQADEN IPDDI ENPRGSKDVKKNK 93

RN --------- NLQLVSW GLI SLI ESVF- - - - GOTDKNI SDI ENPRGSQT I KKNK 92

P MA-----ETNLTLLTWAG L--- 1 WEGSAQQGGS EQDI ENPRGSKRVLEDR 97

X MA----- H- - - YPVFTVGLLT- - - CLVLCI NAQQGGT! EDDI QNPRGRK- - QKLK 92

[ MNCRRS| RTEMKVM— WLMTVLL GFFSFCSAQLDGNI NNVENPRGTVWWANENK 103

C RSKGTAEKLQPEDI TQ QPQQL VL QLRSGEPQTFTLKFKRAEDYPI DL YYLMDL SYSMKDDL ENVKSL GTDLMNEMRRI TSDFRI GFGSFVEKTVVPYI ST 198

\ RSKGTAEKLQPEDI TQI QPQQL VL QLRSGEPQTFTLKFKRAEDYPI DL YYLMDL SYSMKDDL ENVKSL GTDLMNEVRRI TSDFRI GFGSFVEKTVMWPYI ST 175

H RSKGTAEKLKPEDI HQ QPQQL VL RLRSGEPQTFTLKFKRAEDYPI DL YYLMDL SYSMKDDL ENVKSL GTDLMNEMRRI TSDFRI GFGSFVEKTVMPYI ST 198

R RSKGVAEKLRPEDI TQI QPQQL LLKLRSGEPQKFTLKFKRAEDYPI DL YYLMDL SYSMKDDL ENVKSL GTDLMNEMRRI TSDFRI GFGSFVEKTVMPYI ST 198

G RSKGTAEKLQPEDI TQI QPQQL VL QLRSGEPQTFTLKFKRAEDYPI DL YYLMDL SYSMKDDL ENVKSL GTDLL NEMRRI TSDFRI GFGSFVEKTVIVPYI ST 198

RN RSKGVAEKLRPEDI TQI QPQQLLLKLRSGEPQKFTLKFKRAEDYPI DL YYLMDL SYSMKDDL ENVKSL GTDLMNEMRRI TSDFRI GFGSFVEKTVWPYI ST 197

P EVTNRKI GAAEKLKPEAI TQl QPQKLVLQ RVGEPQTFSLKFKRAEDYPI DL YYLMDL SYSMKDDL ENVKSL GTAL MREMEKI TSDFRI GFGSFVEKTVMPYI ST 202

X DI Pl TSKGKGERVDPANI TQLRPQQWFEL RSGEPQTFNLTFRRAEDYPI DL YYLMDL SFSMKDDL ENVKSL GTALMTEMEKI TSDFRI GFGSFVEKTVMPYI ST 197

| TVTNRKKDVVEKLKPDQ TQl QPQKL TLNLRAGEPQKFSLKFKRAEDYPI DLYYL MDWSYSMKDDL ENVKNL GTDLVREMQSVTSDFRI GFGSFVEKTVMPYI ST 208

C  TPAKLRNI SPFSYKNVL SLTDKGEVFNEL VGKQRI SGNLDSPEGGFDAI MVA RLLVFSTDAGFHFAGDGKLGG VLPNI L 303

V  TPAKLRN SPFSYKNVL SLTDKGEVFNEL VGKQRI SGNL DSPEGGFDAI MVA RLLVFSTDAVFHFAGDGKLGG VLPN L 280

H  TPAKLRNI TPFSYKNVL SL TNKGEVFNEL VGKQRI SGNLDSPEGGFDAI MVA RLLVFSTDAGFHFAGDGKLGG VLPNI L 303

R TPAKLRNI SPFSYKNVL SLTDRGEFFNEL VGQQRI SGNL DSPEGGFDAI MVA RLLVFSTDAGFHFAGDGKLGG VLPN L 303

G TPAKLRNI SPFSYKNVL SL TDKGEVFNEL VGKQRI SGNL DSPEGGFDAI MQVA) RLLVFSTDAGFHFAGDGKLGG VLPNI L 303

RN TPAKLRNI SPFSYKNVL SLTDRGEFFNEL W | SGNLDSPEGGFDAI MQVA RLLVFSTDAGFHFAGDGKLGG VLPNI L 302

P TPAKLRNI SPFSYKNVL SLTSEGNKFNEL VGKQHI SGNL DSPEGGFDAI MVA RLLVFSTDAGFHFAGDGKLGG VLPN L 307

X TPAKLIN SPFSYKNVLNL TKDGKL FNDL VGKQQI SGNL DSPEGGFDAI MVA RLLVFSTDAGFHFAGDGKLGG VLPNI L 302

| TPAKLLN SPFSYKNVL SL TEDGRQFNSLVSRQQ SGNLDSPEGGFDAI MVA RLLVFSTDAGFHFAGDGKLGG VLPN L 313

C  ENDVYTMBHYYDYPSI AHLVQKLSENNI QT FAVTEEFQPVYKELKNLI PKSAVGTLSANSSNVI QLI | DAYNSLSSEVI LENSKLPEGVTI NYKS! GT 408

V. ENDVYTMBHYYDYPSI AHLVQKLSENNI QT1 FAVTEEFQPVYKELKNLI PKSAVGTL SANSSNVI QLI | DAYNSLSSEVI LENSKLAEGVTI NYKS Gl 385

H  ENNMYTNMBHYYDYPSI AHLVQKLSENNI QTI FAVTEEFQPVYKELKNLI PKSAVGTLSANSSNVI QLI | DAYNSLSSEVI LENGKLSEGVTI SYKS! GI 408

R ENNVYTNMBHYYDYPSI AHLVQKLSENNI QT FAVTEEFQPVYKELKNLI PKSAVGTLSGNSSNVI QLI | DAYNSL SSEVI LENSKLPDGVTI NYKS Gl 408

G ENDVYTMBHYYDYPSI AHLVQKLSENNI QT FAVTEEFQPVYKELKNLI PKSAVGTLSANSSNVI QLI | DAYNSLSSEVI LENSKLPEGVTI SYKS GI 408

RN ENNVYTNMBHYYDYPSI AHLVQKLSENNI QTI FAVTEEFQPVYKELKNLI PKSAVGTLSGNSSNVI QLI | DAYNSLSSEVI LPNSKLPDAVTI NYKS! GI 407

P ENNMYTNMBHYYDYPSI AHLVQKLSENNI QT FAVTEEFQAVYKELKNLI PKSAVGTLSSNSSNVI QLI | DAYNSLSSEVI LENSKLPKEVTI SYKS Gl 412

X HENWTNMBHYYDYPSI AHLVQKLSENNI QTI FAVTEDFQPVYQELKNLI PKSAVGTL

| KDNLYTMSHYYDYPSI AHLVQKLSDNNI QT FAVTEEFQPVYKELKNLI PKSAVGTL.

C GDEVQFEI SI TANKBPNKNSET- | KI KPLGFTEEVE! | LQFI

Y GDEVQFEI SI TANKEPNKNSET- | KI KPLGFTEEVE! | LQFI

H GDEVQFEI SI TSNKEPKKDSDS- FKI RPLGFTEEVEVI LQYI

R GDEVQFE! SI TANKEPNKESENQLKLNPLGFTEEVEWLCFI

G GDEVQFEI SI TANI

RN GDEVQFE! SI TAN|

P GDEVRFEI NVTANI

X GDQVEFE! SVTAH|

[ GDEVTFDI Al TSK

C

\

H

R

G

RN

[

X

|

C EHKI FNKGEKKI HFNI TKVENRDKL POPGQVDPL SHEKEKI YFTYSVNGNNEATVHVVETPE 722

\ EHKI FNKGEKKD HLINI TKVENRDKL PQPGQVDPL SHEKEKI YFTYSVNGNNEATVHVVETPE 699

H EHKI FNKGEKKI YFINI TKVESRDKL PQPVQPDPVSHEKEKI YFTYSVNGNNEVMVHVVENPE 722

R EHKI FNKGEKKD HFNL TKVESREKL PQPVQVDPVTHEKEKDI YFTYSVNSKGEAHVHVWETPD 723

G EHKI FNKGEKKI HFNI TKVENRDKL PQPGQVDPL SHEKEKI YFTYSVNGNNEAI VHVWETPE 722

RN EHKI FNKGEKKI HFNL TKVESREKL PQPVQVDPVTHEKEKDI YFTYSVNGNNEAI VHVVETPD 722

P EHKI FEKGEKKI IFINMT RVESRGKL PQPVHPDPL SHEKEKDV! YFTYSVNSNGEASVHVVETPE 727

X EHKI FOQKGEK( FINI SLVDSREEL PQPGQAEAL THEKEKDAE! YFTYSVDSKNEVMVHVVKEPE 722

| EHKI FNTGEMKI El FKLTMVKEKEDL PQPNSKPYL SHEKERDAN FFI YATK- N\VSVEVYWEQLE 731
DOM NI O TRANSMEMBRANARI O DOM NI O Cl TOPLASMATI CO

C TGPDI | PI VAGWAG VLI GLALLLI WKLLM | HDRREFAKFEKEKMNAKWDTGENPI YKSAVTTVVNPKYEGK 798

Vv TGPDI | Pl VAGWAG VLI GLALLLI VKLLM | HDRREFAKFEKEKMNAKWDTGENPI YKSAVTTVVNPKYEGK 773

H TGPDI | Pl VAGWAG VLI GLALLLI VKLLM | HDRREFAKFEKEKMNAKWDTGENPI YKSAVTTVWNPKYEGK 798

R TGPDI | PI VAGWAG VLI GLALLLI VKLLM | HDRREFAKFEKEKMNAKWDTGENPI YKSAVTTVVNPKYEGK 799

G TGPDI | PI VAGWAG VLI GLALLLI WKLLM | HDTREFAKFEKEKMNAKWDTGENPI YKSAVTTVWNPKYEGK 798

RN TGPDI | PI VAGWAG VLI GLALLLI VKLLM | HDRREFAKFEKEKMNAKWDTGENPI YKSAVTTVVNPKYEGK 798

P SGPDI | Pl VAGWAG VLI GLALLLI VKLLM | HDRREFAKFEKEKMNAKWDTGENPI YKSAVTTVWNPKYEGK 803

X 'SGPDI | PI VAGWAG VLI GLALLLI VKLLM | HDRREFAKFEKEKMNAKWDTGENPI YKSAVTTVVNPKYEGK 798

| TGPDI | PI VAGLVAG VLI GLALLFI VKLLM | HDRREFAKFEKEKMNAKWDAGENP! YKSAVTTVVNPKYEGK 807

Figura 14: Analisis de homologia de la secuencia de aminoacidos de CD29 en distintas especies:
vaca (V), cerdo (C), humano (H), rata (R), gato (G), raton (RN), pollo (P), Xenopus laevis (X) e
Ictalurus punctatus (I). Residuos de cisteina: gris fuerte; sitios de N-glucosilacion: negro; sitios de
fosforilacion: rojo. La secuencia resaltada en gris claro corresponde al dominio rico en cisteina
estando numerados los restos que constituyen las cuatro repeticiones en tandem.
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1.5. Localizacion cromosomica del gen porcino CD29

Para la localizacion se utilizdo un panel de células hibridas somaticas cerdo-
roedor desarrollado por Yerle et al. (1996). La localizacion cromosomica se logro
gracias a la segregacion concordante de los resultados de PCR, usando cebadores de
CD29 especificos y los fragmentos de cromosomas que contienen las células hibridas,
como se detalla en Materiales y Métodos. Se detectd una banda especifica porcina de
361 pares de bases en 14 hibridos (hibridos 1, 2, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 18, 20, 21,25 y
26) entre los 27 hibridos que constituian el panel (Figura 15). Estos resultados
permitieron localizar al gen CD29 en la region ql7 del cromosoma porcino 10
(SSC10), con una probabilidad de 0.89, un grado de error inferior al 0.1% y dos clones
discordantes (hibridos 9 y 19).

Células Hibridas
1234567891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

SSC10++ + +4+ +++ +

Figura 15: Diagrama representativo del cromosoma 10 de cerdo. Las barras verticales sefialan los
fragmentos cromosémicos contenidos en cada linea celular del panel de hibridos somaticos. La letra se
refiere a la region citogenética del cromosoma- A: pl1-16, B: q11-12, C: q13, D: 1/2ql4, E: 1/2q14-16 y
F: ql7-.

- -
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1.6. Analisis de la expresion de CD29 de cerdo a nivel de ARNm

Para caracterizar la distribucion tisular y el nivel de expresion de esta proteina a
nivel de ARN se realizo RT-PCR sobre ARN total de distintos tejidos porcinos. Para la
reaccion se emplearon los siguientes tejidos y células: bazo, timo, médula Odsea,
macrofagos alveolares, plaquetas, PBL, higado y rifion con los cebadores especificos
del gen P1 y P2, descritos en Materiales y Métodos (pagina 43).

La banda de ADNc porcino de 580 pb generada por esta pareja de cebadores
puso de manifiesto una distinta distribucion tisular. Estos resultados fueron

confirmados por Southern blotting empleando como sonda homologa el mismo
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producto marcado con digoxigenina. Los resultados obtenidos, que se muestran en la
Figura 16, reflejaron que CD29 porcina, a pesar de expresarse en todos los tejidos
estudiados, presenta un alto nivel de expresion en tejidos linfoides y una expresiéon mas

baja en tejidos no linfoides.

Y Y Y I BB = 580 nt

a b c d e f g

e s

Figura 16: Estudio de expresion mediante RT-PCR sobre distintos tejidos porcinos
con los cebadores P1 y P2: a (bazo), b (timo), ¢ (macrofagos alveolares), d (médula
o6sea), e (leucocitos en sangre periférica), f (higado) y g (rifion).

1.7. Analisis de la expresion de la proteina CD29 en tejidos porcinos

El estudio de la distribucion celular y tisular de la proteina CD29 porcina se
llevo a cabo mediante el empleo de un anticuerpo policlonal especifico y técnicas de
inmunohistoquimica.

Para la obtencion de un anticuerpo policlonal anti-CD29, la secuencia
nucleotidica homologa al dominio de unidén al ligando de la molécula humana (Hu et
al., 1999), fue expresada en forma de proteina recombinante en un sistema de expresion
procariota utilizando la cepa E.coli BL21 (DE3) y el vector de expresion pET-28b. Para
su clonacion en el vector de expresion elegido, el fragmento especifico de cerdo fue
obtenido por PCR a partir del clon CD29-4.2 mediante el empleo de los cebadores
especificos F307 y R1017 (Tabla 6, pagina 49). Ambos cebadores generaron una
banda de amplificacion de 700 pb, restringida en sus extremos con BamHI y Hindlll,
los puntos de corte elegidos en el sitio de clonacion del vector para permitir la
adecuada fase de lectura del inserto.

La proteina correspondiente a la secuencia expresada (CD29R) fue obtenida en
cultivos bacterianos transformados con la construccion recombinante en presencia de
IPTG, para optimizar el proceso de expresion, y finalmente purificada con columnas
Ni-NTA mediante elucion a pH de 4,5 (Figura 17).
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« 27 kDa

Figura 17: Electroforesis en SDS-PAGE de extractos celulares
del cultivo inducido con IPTG (2) y sin inducir (1). La linea 3
corresponde a la proteina CD29R purificada.

Para la obtencion del anticuerpo policlonal se realizaron las inmunizaciones
necesarias con la proteina recombinante CD29R hasta conseguir un titulo de suero
elevado (1/20.480).

La especificidad del anticuerpo

policlonal producido fue comprobado

PQ  PBMC
i mediante inmunoblotting en condiciones no
<« 115 kDa .
reductoras frente a plaquetas y leucocitos
mononucleares porcinos, dos tipos celulares
en los que ha sido evidenciada su expresion
en humano (Bosman, 1993). Las muestras
Figura 18: Inmunoblottin . .
a gpanir de  lisados d% no fueron hervidas antes de la electroforesis
plaquetas (PQ) y células  SDS-PAGE, preservando asi la estructura de
mononucleadas de sangre , . ,
periférica (PBMC) con el  la proteina recombinante y del antigeno de
anticuerpo policlonal anti-  memprana presente en ambos  tipos
CD29R.
celulares.
Como puede observarse en la Figura 18, el anticuerpo policlonal anti-CD29R
reconoce una estructura de plaquetas y leucocitos mononucleares de un peso molecular
aproximado de 115 kDa, coincidiendo con el evidenciado por otros autores para la

proteina CD29 en condiciones no reductoras.
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La deteccion del receptor CD29 se estudid en cortes de 6rganos linfoides y no
linfoides de cerdo mediante técnicas inmunohistoquimicas.

Para la fijacion de las muestras de tejido se utilizaron dos fijadores,
formaldehido tamponado al 10 % y liquido de Bouin. El fijador idéneo para la
deteccion de los grupos antigénicos reconocidos por el anticuerpo policlonal anti-
CD29R fue el liquido de Bouin, ya que la inmunorreaccion con el formaldehido
tamponado al 10 % fue mas heterogénea y débil.

Otro pardmetro que hubo de ser ajustado fue la dilucion 6ptima de anticuerpo
policlonal anti-CD29R. Los resultados mostraron que ensayos con la dilucion mas alta,
1/1000, fue la que presentd mayor contraste entre zonas positivas especificas y zonas
positivas inespecificas o ruido de fondo.

En estas condiciones, la técnica se llevo a cabo en las siguientes muestras de
tejidos: médula 6sea, ganglio linfatico, bazo, timo, intestino delgado, placas de Peyer y
tonsilas.

Médula 6sea. El anticuerpo policlonal anti-CD29R reaccion6 con el musculo
liso de los vasos sanguineos, asi como con las células endoteliales. También se observo
mayor positividad en los megacariocitos maduros (nucleo de menor tamafio y mayor
citoplasma). Figura 19.

Bazo. La incubacion de cortes de bazo con el anticuerpo policlonal anti-CD29R
reveld inmunorreactividad en el endotelio de las arteriolas y las vénulas, asi como en el
musculo liso de ambas, exclusivamente. Dicha reaccion también se observd en las
trabéculas, apareciendo negativa en el tejido linfoide. Figura 20.

Ganglio linfatico. Se observd inmunorreaccion principalmente en monocitos,

pero también en algunos leucocitos polimorfonucleares neutrofilos. Las fibras
musculares lisas vasculares fueron positivas mientras que los linfocitos fueron
negativos. Figura 21 y 22.

Timo. La reaccidon se observo en las células epiteliales de los corptsculos de
Hassall de la médula. Los timocitos y macrofagos fueron negativos. El endotelio y el
musculo liso de los vasos sanguineos también reaccionaron intensamente con el
anticuerpo policlonal anti-CD29R. Figura 23 y 24.

Intestino. El anticuerpo policlonal anti-CD29R reacciond con las células
epiteliales de la mucosa intestinal de forma heterogénea. Asi, el epitelio de las criptas
de Lieberkhun fue negativo mientras que se observd una reactividad progresiva mas
intensa hacia el epitelio de superficie, coincidiendo con el grado de diferenciacion.
Ademas, se observo reaccion en toda la musculatura lisa intestinal, incluyendo la
muscular de mucosa y la capa muscular, y en el musculo liso vascular. En las placas de

Peyer no se observo reaccion. Figura 25, 26 y 27.
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Tonsilas. El anticuerpo policlonal anti-CD29R reacciond con el epitelio
escamoso de la superficie y de las criptas tonsilares. Las células de la capa basal
germinativa fueron negativas, y la reaccion aumentaba de intensidad con la
diferenciacion progresiva de las células basales del estrato escamoso. Las células
linfoides fueron negativas. Figura 28 y 29.

Figura 19: Médula osea porcina. Se observa inmunorreaccion en los
megacariocitos maduros (a), musculatura vascular lisa (b) y células
endoteliales (¢). Técnica inmunohistoquimica del ABC, contratincion nuclear
con hematoxilina (20x).

Figura 20: Bazo de cerdo. En este corte de pulpa roja se observa
inmunorreaccion en el muisculo liso de la trabécula (a). Técnica
inmunohistoquimica del ABC, contratincion nuclear con hematoxilina (20x).
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Figura 21: Ganglio linfatico. Corte de médula ganglionar en el que se observa
inmunorreaccion en la musculatura lisa de la vénula (a). Técnica
inmunohistoquimica de la  estreptavidina-biotina-fosfatasa  alcalina,
contratincion nuclear con hematoxilina (20x).

Figura 22: Ganglio linfatico. Corte de médula ganglionar en el que se observa
inmunorreaccion en los leucocitos polimorfonucleares neutroéfilos (a) y en los
monocitos (b). Técnica inmunohistoquimica de la estreptavidia-biotina-
fosfatasa alcalina, contratincion nuclear con hematoxilina (40x).
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Figura 23: Timo de cerdo. Se observan dos lobulos con la corteza periférica y
la médula central. La inmunorreaccion se encuentra en las células epiteliales
timicas o corpusculos de Hassall (a). Técnica inmunohistoquimica del ABC,
contratincion con hematoxilina (10x).

Figura 24: Timo de cerdo. Corte de la médula de timo en el que se observa
inmunorreaccioén en los corpusculos de Hassall o células epiteliales timicas
(a). Técnica inmunohistoquimica del ABC, contratincion nuclear con
hematoxilina (20x).
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Figura 25: Intestino delgado porcino. Se observa inmurreaccion en el tejido
muscular de la capa muscular y en la muscular de la mucosa, asi como en los
vasos sanguineos (a); en la mucosa reaccionan las células epiteliales
superficiales (b), reflejandose una reactividad progresiva por diferenciacion.
Técnica inmunohistoquimica del ABC, contratincion nuclear con
hematoxilina. (10x).

Figura 26: Intestino delgado porcino. Se observa inmunorreaccion en el
epitelio de la mucosa intestinal (a). Técnica inmunohistoquimica de la
estreptavidina-biotina-fosfatasa  alcalina,  contratincion  nuclear  con
hematoxilina (40x).
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Figura 27: Tejido linfoide asociado a intestino porcino. Se observa el tejido
linfoide no marcado (placa de Peyer negativa). El resto del corte presenta la
misma inmunorreaccion que en las preparaciones de intestino delgado, con el
tejido muscular (b) y las células epiteliales de la mucosa positivas (a). Técnica
inmunohistoquimica del ABC, contratincion nuclear con hematoxilina (10x).

Figura 28: Tonsila de cerdo. Se observa inmunorreaccion en el epitelio
escamoso de la superficie (a), observandose un aumento de intensidad
conforme las células del epitelio escamoso se diferencian. El tejido linfoide es
negativo (b). Técnica inmunohistoquimica del ABC, contratincion nuclear con
hematoxilina (20x).
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Figura 29: Tonsila de cerdo. Inmunorreaccion localizada en el epitelio
maduro de las criptas tonsilares (a), siendo negativas las células de la capa
basal germinativa (b). Técnica inmunohistoquimica del ABC, contratincion
nuclear con hematoxilina (40x).
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2. CARACTERIZACION DE LA SUBUNIDAD B; INTEGRINAS PORCINAS
(CD61)

2.1. Purificacion de CD61 porcino

Para la purificacion de la molécula CD61 porcina se empled el anticuerpo
monoclonal IM2ES5 (Pérez de la Lastra et al., 1997) y un lisado de plaquetas porcinas a
través de una columna de inmunoafinidad. La fraccion obtenida, se sometid a una
electroforesis en gel de acrilamida al 10% en condiciones no reductoras, mostrando dos
bandas con un peso molecular aproximado de 140 kDa y 105 kDa, respectivamente
(Figura 30 A). Mediante inmunoblotting se confirmé que la banda de 105 kDa
correspondia a CD61 porcino al ser reconocida especificamente por el anticuerpo
monoclonal JM2ES5 (Figura 30 B).

La proteina porcina purificada fue analizada

A B en su extremo amino-terminal mediante
<140 kDa

secuenciacion, obteniéndose la siguiente secuencia
<105 kDa— -

de aminoacidos: Gly-Pro-Asn-Ile-X-Ala-Thr-Arg-
Gly-Val.
El estudio de homologia llevado a cabo, con

Figura 30: (A) SDS-PAGE el fin de confirmar la naturaleza del antigeno JM2ES
de la fraccion protéica (JM2E5-Ag), puso de manifiesto el elevado grado
purificada con el AcMo o . . ]
JM2ES. (B) Inmunoblotting a de similitud existente entre la secuencia obtenida y
partit de un lisado de los extremos amino-terminales correspondientes a
plaquetas con el mismo '
anticuerpo monoclonal. proteinas CD61 de otras especies (Figura 31).

JM2ES-Ag GPNIXATRGYV

CD61 Humano GPNICTTRGYV

CD61 Conejo GPNICTTRGYV

CD61 Perro VSNICTTRGY

CD61 Raton ESNICTTRGY

Figura 31: Homologia del antigeno JM2ES5 con las secuencias CD61 de humano,
conejo, perro y raton. Estan sefialados los aminoacidos conservados entre las distintas
secuencias comparadas.
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2.2. Obtencion de la sonda CD61

La secuencia del gen CD61 fue obtenida mediante el rastreo de una genoteca de
ADNCc con una sonda especifica de cerdo. Para la obtencion de la sonda se realizdo RT-
PCR con la pareja de cebadores F-101/R-869 (ver Materiales y Métodos, pagina 47)
sobre distintos tejidos porcinos. La secuencia nucleotidica de F-101 fue deducida de la
secuencia aminoacidica correspondiente al extremo amino secuenciado con
anterioridad, mientras que el cebador R-869 se dedujo de regiones conservadas en la
secuencia CD61 en diferentes especies.

El procedimiento de RT-PCR se llevo a cabo sobre ARN total procedente de
bazo, timo, PBL e higado. Mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% se observo
el producto de amplificacion esperado (787 pb) en PBMC, bazo y timo. El tejido
elegido para la obtencion de la sonda fue bazo, donde se obtuvo una tnica banda de la
talla esperada y aparentemente con un mayor nivel de expresion (Figura 32).

El producto de amplificacién en bazo
Timo Bazo Higado PBMC

fue purificado mediante el método Genclean

IlI, clonado en pGEM-T 'y finalmente, 787pb->
secuenciado. A continuacion, y con el fin de
confirmar la naturaleza de la secuencia

obtenida, se analiz6 su grado de homologia

frente a la base de datos de secuencias
GeneBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). g%gfa 3r2r;e((;2t§t?iér;gf{la Ss(z)rlﬁz
Para ello fue empleado el programa de distintos tejidos porcinos.
secuencias BLAST y el resultado reveld una

elevada similitud entre la secuencia de cerdo y los distintos genes CD61 caracterizados
en otras especies. En la Figura 33 se muestra unicamente el resultado obtenido con las

secuencias humana y canina.
2.3. Rastreo de la genoteca

Se efecttio el rastreo sobre una genoteca comercial de ADNc construida a partir
de ARNm procedente de musculo liso porcino con el sistema Uni-ZAP XR Vector
System. La genoteca fue hibridada con la sonda CD61 especifica de cerdo,
seleccionandose 8 clones positivos (4.1, 4.2, 6.1, 6.2, 8.1, 9.1, 9.2 y 9.3) sobre un total
de 10° pfu examinadas. La especificidad de los halos de lisis positivos fue confirmada
mediante PCR empleando los cebadores F101/R869.
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cerdo
humano
perro

cerdo
humano
perro

cerdo
humano
perro

cerdo
humano
perro

cerdo
humano
perro

cerdo
humano
perro

cerdo
humano
perro

cerdo
humano
perro

cerdo
humano
perro

cerdo
humano
perro

cerdo
humano
perro

cerdo
humano
perro

cerdo
humano
perro

TGCCAGCAAT
TGCCAGCAGT
TGCCAGCAAT

CTGGGCACGC
CTGGGECTCAC
CTGGGATCTC

121

TAACCCGAAG
TGCCCCAGAA
TGCCCTGGAA

TACATTGAGT
TCCATCGAGT
TCCATTGAGT

181

GAGTGACAAG GGCTCTGGAG
CAGCGACAAG GGCTCTGGAG
TAGCAACAAG GGCTCTGGAG

241

GICTGGECTGT
GCCTGGCTGT
GICTAGCTGT

CCCGCTGTAA
CTCGCTGTGA
CCCGCTGTAA

TCCCCATCAG
TCCCAGTGAG
TCCCCATCAG

ACAGCTCCCA
ACAGCTCCCA
ACAGCTCCCA

GAGTCCCATG TGTGCCTGGT
GAGCCCCATG TGTGCCTGGT
GAGTCCTGTG TGTGCCTGGT

CCTGGAGGAG AATCTGCTGA
CCTGAAGGAG AATCTGCTGA
CCTGAAGGAA AATCTGCTGA

TGAGGCCAGA
TGAGGCCCGA
TGAGGTCCGC

ATCCTGGAGG
GTACTAGAGG
ATCCTGGAGG

GATAACTCAA
GGTCACTCAA
GATTACTCAA

GTCAGCCCCC
GTCAGTCCCC
GTCAGCCCTC

GCTCCGGCTC
ACTCCGGECTC
GCTGCGGECTC

CGGCCAGATG ATTCGAAGAG
CGGCCAGATG ATTCGAAGAA
CGGCCAGATG ATTCAAAGAA

TTTCTCCGIC
TTTCTCCATC
TTTCTCCATC

CAAGTCCGGC
CAAGTGCGGC
CAAGTTCGGC

301

TTACCCTGIG GACATCTACT
TTACCCTGIG GACATCTACT
TTACCCTGIG GACATCTACT

361

GAGCATCCAG AACCTGGGTA
GAGCATCCAG AACCTGGGTA
GAGCATCCAG AACCTAGGCA

421
GCGGATTGGC TTCGGGGCCT
GCGGATTGGEC
GCGGATTGGC

451

ACCACAGGECC
ACCAGAGGCC
ACCAGAGGECC

541

CTACAAACAT
CTACAAACAC
CTACAAACAT

601

GCAGAATGTA TCACGGAACC
GCAGAGTGTG TCACGGAACC
GCAGAGTGTG TCACGGAACC

661

TACTGICTGT
TACAGICTGT
TACAGICTGT

GACGAGAAGA
GATGAAAAGA
GATGAGAAGA

721

CACTGATGCC AAGACCCATA
CACTGATGCC AAGACTCATA
CACTGATGCC AAGACCCATA

ACTTGATGGA
ACTTGATGCA
ACTTGATGGA

CCAAGCTGGEC
CCAAGCTGGEC
CCAAGCTGGEC

TTGIGGACAA
TTGIGGACAA
TTGIGGACAA

CCTGCTATGA
CCTGCTATGA
CCTGCTATGA

TAACTGACCA
TAACTGACCA
TAACTGACCA

GAGATGCTCC
GAGATGCCCC
GAGATGCCCC

TTGGCTGGAG
TTGGECTGEAG
TTGCCTGGAG

745
TAGCG
TAGCA
TAGCG

CCTGICTTTC
CCTGTCTTAC
CCTGICTTAT

TCTATGAAGG
TCCATGAAGG
TCCATGAAGG

TTCCCAGATG
CACCCAGATG
CTCCCAGATG

CGTAAGCTCA
CGAAAGCTCA
CACAAGCTCA

GCCTGTGTCA
GCCTGTGTICA
GCCTGTIGICT

CCTTACATGT
CCATACATGT
CCATACATGT

TATGAAGACC ACCTGITTGC
TATGAAGACC ACCTGCTTGC
TATGAAGACC ACCTGITTGC

GGTGACCCGT
GGTGACCCGC
GGTGACCCGC

TTCAACGAGG
TTCAATGAGG
TTCAATGAGG

AGAGGGTGEC
AGAGGGTGGEC
AGAGGGECGEC

TTTGATGCCA
TTTGATGCCA
TTTGATGCTA

GAACGATGCA
GAATGATGCA
GAATGATGCA

TCCCACTTAC
TCCCACTTGC
TCCCACTTGC

60
GCTCAGATGA
GCTCTGATGA
GCTCAGATGA

120
ACGATCACTG
AGGATAACTG
AGGATAACTG

180
CCAGGCCCCT
ACAGGCCCCT
CCAGGCCCCT

240
AGAGGATCTT
AGAGGATTGC
AGAGGATTGC

300
AGGTGGAGGA
AGGTGGAGGA
AAGTAGAGGA

360
ATGATCTGGA
ATGATCTGIG
ATGATCTGIC

420
CCAGTAACCT
CCAGTAACCT
CCAGTAACTT

480
ACATCTCTCC
ATATCTCCCC
ACATCTCCCC

540
CCATGITTGG
CCATGITTGG
CTATGITTGG

600
AAGTGAAGAA
AAGTGAAGAA
AAGTGAAAAA

660
TCATGCAGGC
TCATGCAGGC
TCATGCAGGEC

720
TGGIGITTAC
TGGIGITTAC
TGGTATTTAC

Resultados

Figura 33: Homologia entre la secuencia amplificada en bazo con los cebadores F-101/R-
869 y sus correspondientes secuencias humana y canina. Los aminodcidos discordantes estan
sefalados en azul.
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El resultado se muestra en la Figura 34, donde se puede observar que el clon

9.3 debe ser descartado por ser inespecifico en la PCR.

M 9.1 81 6.2 6.1 42 41 93 9.2

Figura 34: PCR sobre los clones seleccionados después del
primer rastreo de la genoteca empleando los cebadores
F101/R869. M: ¢x174Haelll.

El tamafo del inserto contenido en los clones especificos fue estimado mediante
PCR empleando los cebadores universales, M 13 (-20) y M 13 reverse (-27), presentes
en pBluescript.

Fueron asi seleccionados los clones 6.2 y 8.1 (CD6I1-6.2 y CD61-8.1).
presentando ambos un tamafio de inserto adecuado como para contener el gen CD61,
tomando como referencia la longitud de la secuencia humana (Kumar et al., 1997).

A continuacion, se llevd a cabo la escision y purificacion de pBluescript
recombinante contenido en cada uno de los clones seleccionados. Finalmente, la
secuencia nucleotidica de cada inserto fue determinada mediante secuenciacion
(Figura 35). De los dos clones, inicamente contiene la secuencia completa el CD61-
8.1

2.4. Secuencia porcina de CD61

El andlisis del inserto contenido en el clon CD61-8.1 reveld una secuencia de
ADNCc de 4.566 pb que contenia una region flanqueante en 5, no traducida, de 31 pb,
una fase abierta de lectura de 2.352 pb que codifica un polipéptido de 784 aminoacidos
y una region flanqueante en 3’, no traducida, de 2.183 pb (Figura 35).

Como refleja la Figura 35, en la secuencia de CD61 se distinguen tres
dominios: dominio extracelular (97 nt-2174 nt), dominio transmembranario (2175 nt-
2260 nt) y dominio citoplasmatico (2261 nt-2386 nt). La secuencia de la integrina
porcina presenta 56 restos de cisteina y 8 sitios potenciales de glucosilacion (Asn-X-
Ser/Thr, donde X no es Pro), dispuestos todos en el dominio extracelular, con
excepcion de uno de los sitios de glucosilacion que se encuentra en el dominio

citoplasmatico. Como en la secuencia humana, el dominio citoplasméatico contiene dos

82



Resultados

sitios de fosforilacion en las posiciones 747 (tiroxina) y 753 (treonina) (Lerea et al.,
1999; Schaffner-Reckinger, 1998). La secuencia del extremo amino de CD61, obtenida
con anterioridad a la clonacién de CD61-8.1, aparece subrayada en la Figura 35 y puso
de manifiesto el sitio de escision del péptido sefal, localizado después del aminoacido
22. Finalmente, la fase abierta de lectura comienza con el coddn de inicio (ATG), que
codifica para el primer aminoacido, la metionina, localizdndose a 31 nt, y termina en un
codon fin de mensaje (TAG) situado en la posicion 2.398 nt.

La secuencia de aminoacidos deducida de CD61 porcina presenta un perfil de
hidrofobicidad caracteristico de las integrinas (Figura 36). En el perfil de CD61 se
pueden apreciar dos regiones predominantemente hidrofobicas que corresponderian al
péptido sefial y al dominio transmembranario. Este dominio transmembranario estaria
localizado entre los aminoacidos 715y 743, en la region del extremo carboxilo terminal
de la molécula (Figura 35); la secuencia de 41 aminoacidos que sigue,
predominantemente hidrofilica, representaria el dominio citoplasmico de la molécula
(Figura 35).

Numero de Aminoacidos
| T T l T T l T |

100 200 300 400 500 600 700

N
©

patia

Indice de Hidro

w
)
©

- 0

Figura 36: Analisis de hidrofobicidad de la secuencia peptidica CD61 porcina por el método de
Kyte-Doolittle. Las flechas sefialan las dos regiones hibrofobicas. La escala horizontal representa el
namero de aminoacidos de la proteina y la escala vertical es el indice de hidropatia.

Excluyendo al péptido sefal, la secuencia de CD61 consta de 762 aminoacidos
con un peso molecular estimado de 86.365 daltons. Teniendo en cuenta los 8 sitios
potenciales de N-glucosilacion que contiene la secuencia, y que el peso molecular
medio de una cadena de hidratos de carbono es de 2.500 daltons, el peso molecular de
la proteina madura seria de aproximadamente 106.365 daltons, mas cercano al obtenido
con anterioridad mediante SDS-PAGE (Figura 30 A).

La secuencia de aminoacidos deducida de CD61 porcina contiene 56 restos de
cisteina, lo que representa el 7.2% del total de aminoacidos. Este elevado contenido en

cisteinas se concentra exclusivamente en el dominio extracelular, proximo al dominio
transmembranario (Figura 35).
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[cp61-8.1
ctgaggcggagggcggcagcgggtggacgagatgcgagcgcggccgctctgggccgctgtgctggtggtgggggcgctggcgggcgtcgqc 91
M R A R P L W A A G A L A G V G 20
gtcggagggcccaacatctgtgccacacgaggtgtgagctcctgccagcaatgtctggctgtgagtcccatgtgtgcctggtgctcagatgag 184
VG G P NI @BaATURGVSsS sEoo L aryv p M B a2 w @ s pE 51

gatctgcctctgggcacgccccgctgtaacctggaggagaatctgctgaacgatcactgtaacccgaagtacattgagttccccatcagtgag 277
D L P L G T P R I N L E E N L L N D H I N P K Y I E F P I S E 82
gccagaatcctggaggccaggcccctgagtgacaagggetctggagacagectcccagataactcaagtcagecceccagaggatcttgeteegg 370
A R I L EARPL S DI KGS GD S S I T QV S P QR I L L R 113
ctccggccagatgattcgaagagtttctecegtccaagtececggcaggtggaggattacecctgtggacatctactacttgatggacctgtettte 463
L R P DD S K S F SV QV R QV ED Y PV DI Y Y L M D L S F 144
[cp61-6.2
tctatgaaggatgatctggagagcatccagaacctgggtaccaagetggecttecccagatgegtaagectcaccagtaacctgeggattggette 556
s M K b DL E S I (QNLGTI KLASOQOMU BRI KTIL T SN L R I G F 175
ggggcctttgtggacaagecctgtgtcaccttacatgtacatctctccaccacaggcectcaaaaacccctgectatgatatgaagaccacctgt 649
G A F V DK PV S P Y M Y I S P P Q A L K N P I Y D M K T T I 206
ttgcccatgtttggctacaaacatgtgctcacactaactgaccaggtgacccgtttcaacgaggaagtgaagaagcagaatgtatcacggaac 742
L P MPF G Y K HV L TL T DV TR FNEEV K K QN V S R N 237
cgagatgctccagagggtggctttgatgccatcatgcaggctactgtctgtgacgagaagattggectggaggaacgatgcatcccacttactg 835
R b A PE G GF DATIMOQA AT V I D E K I G W R N D A S H L L 268
gtgtttaccactgatgccaagacccatatagcgctggatggaaggctggcaggcattgtccaacccaatgatggacagtgtcatgttggcagt 928
v P T T D A K T H I A L D G R L A G I V Q P N D G Q I H vV G S 299
gacaaccattactctgcctccactaccatggattatccctctectggggetgataactgagaagctatcccagaaaaacatcaatttgatctttl021
D N HY SA S T T MDY P S L G L I TEJI KIL S Q KN I N L I F 330
gcagtgacagaaggtgtagttagtctttaccagaactacagtgaactgatcccagggaccacagtgggggtgctgtcctccaattccagcaatlll4
AV T E GV Vs L Y QNY S EL I P GT TV GV L S S N s S N 361
gtcctccagctcattgtggatgecttatggcaaaatccgetectaaagtggagectecgaagtgegtgacctecctgaggagetgtegttatecttcl207
v L Q L I Vv DAY G XK IR S KV ETLEVU RDTZLUPEZETL S L S F 392
aatgccacctgtctcaacaacgaggtcatcccaggccttaagtettgtgttggactcaagattggagacacggtgagecttcagcattgaggecl300
N ArTP@g1rnNNEVIUPGTLIE KSQPEUVGLEKTIG DTV VS F S I E A 423
aaggtgcgtggctgcccccgggagaaggagaagtccttcaccatcaagcccgtgggcttcaaagacagcctcactgtccaggtcaccttcaacl393

K V R G I P R E K K s ¥ T I K P V G F K D S L T V Q V T F N 454
tgtgactgtgactgccaggctcaagctgagcctgacagcccccqctqcaacaatggcaatgggacctttgagtgtggggtgtgccactgtggg1486
D EDPE o299 arEU©PDST®PRTIENNSGNSGTT FE @ v B B B 6 485

cctggctggctggggttccagtgtgagtgctcggaaaaggactaccgcccctcccagcaggatgagtgcagcccccagcagggccagcccatcl579
P G WL G F o B EE s E XK Dy RPsS Qo DETFESsS?PQ QG Q P I 516
Tgcagccagcggggcgagtgtctctgtggccagtgtgtctqccacagcagtgactttggcaagatcacgggcaagtactgtgagtgtgacgacl672

s o R GEUPETLEGoEVEERSsDFGEKITGTZ K Y@ E o b 547
ttctcctgtgtccactacaagggggagatgtgctcaggccatggccagtgcagctgcggggactgtctgtgtgactccgactggactggcttcl765
F S B VvV H Y K G E E s ¢cu 6 o@ s B p @@L EDSDMWT G F 578

tactgcaactgtaccacgcgcaccgacacctgcttgtctagcaacgggctgctgtgcagcgggcggggcaattgcgaatgcggcagctgcgtcl858

Yy ENETTRTODTIETL S s N GTULTULTIESGR RTGNTET ETET G- s E v 609
tgcatccagccaggctcctacggggacacctgtgagaagtgtcecccacttgecctgatgectgecacctttaagaaggggtgtgtggagtgtaaal 951
E 1 op GG s yvyceprTEEUEKE©®PTE©PDAETT FEZ KZ KGIEVEE K 640
aagtttaaccggggatccctctacgaggcaaatacttgcaaccgttactgtegtgatgagattgagtctgtgaaggagettcaggacagtgge2044
K F N R G S LY EANTTER®ENRY@RDETITES SV XKETLIOQD S G 671
aagaatgcagtgaattgtacctacaagaatgaggatgactgtgtcgtcagattccagtactatgaagactccagtggaaagtccatcecctgtat2137
K N A V N I T ¥ K N E D D I vV VvV R F Q Y Y E D S S G K s I L Y 702
gtggtagaagagccagagtgtcccaagggccctgacatecctggtggtectgetttcagtgatgggggeccattctgetcateggecttgetact2230
v VvV E E P E I P K G P DI L VYV L L SVMGATIULULTI G L A T 733
ctgctcatctggaagctcctcatcaccatccatgaccggaaggagtttgectaaatttgaagaagagagagccagagccaaatgggacacagec2323
L L I W K L L I T I H D R K E F A K F EEE R AR AI K W D T A 764
aacaatcccctgtataaagaggccacatccaccttcaccaacatcacctaccggggcacttagtgacaagcaatcatcctcagatcactgtcaz416
N N P L Y K E A T S T F TN I T Y R G T 784
gactgtcccaggattgtgggtgtctectgetgtcatgtttacagggggcaatatctgtggggcagaactgggggettggagtgggatgggttgg2509
aagagagagagagagagagagagagagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgegtgcgcacgcactgtgtgtgggggegtgtataatttaaaacttgt2611
gatatgttccagataagtggggcttctcagectttgtecctcaaaatgecteccttcagggagtettectgettcacctgagggtgacctacaca2695
gctgagcaggtttcttcattacctcagtgggaageccagetttecttctcaggecattttecttgaagagaagggcaaggectcaggectectegtt2788
ccagagaaatggaccttgatttacccagtctgtggttcttgggectggetctcagecagetectggtaggaactgeccaggectttgtatggettet288l
gtgcctcactctectcectectttececctcaggeccaaaggagaaatcggecggggggttgggggggaaccgaaccatcagggectgtetgtetttgec2974
atcaccccaacccatcatggttctctcataagggaagtccttgetgectecatettctatttgggagtgaggatggcagggecacccaggggte3067
atgcatggccttggggaaggtgcctgagtccccagttcataattataaccetteggatttgectegttggecageteccaccctagaggttecet3160
tagaagtgtatcacccttagaccagcatcacctctttacctectatteccaccctetcatggectgttgacatttgectaggtactaggaatectet3253
ctcactaccaaaagcttttcctctcagggagagtgctatggttagagecagaggtectggtectcacccatcaggecttttgeecccttgtceccag3346
gcacctccacacacccaaccctgtatttctatgtgectgtgecacccatggggetgattgtatttatctacctettgggtgtecttgtgaaggaa3439
tcattcccatgggtctctgagtctgctggggacaaatgeccagggtggaatgatgggeccattgtatcagecatgtgtggeccattectecccaggg3s532
gccaggcaacctcgttataactcagtctttaatctgagagtgcaattgttttatttttctcattggagcacctgaaaccatggtgaggectge3625
ttaatataaaggagcataaacataaacacatgtccattatatttgtaattttatttgatgatgaggaagtagaagataaaaaaaaccacacag3718
acttgggctggatgcagactctcgcacttggcaaattcatagcagtgactgcccagtggetgggtctgtaagggectectctgatcctggaagec3811
tgtggggatagacacatggacaagccagacctttcccgaggaggaaaaatgggctettetttttttctagcaaaagcagttgecteccattgatg3904
tttacattcattcaatattaacagctccaccactccccaagaaaaaggaaatggcectataaacagtggtctgagggtcagaaaatctaaggec3997
tggcctcagtgttgcagctaaggaactttaaccttaaggcaagtcactttecttctecectggggetagtttcattttccagattgaaacatgat4090
gggtttggaccagccagtctagaaagtctceccttctgtatcaacattctatgttgectgggacttactgtggcatcaagcatgcagtcaagattc4183
tgggggatgttgattagcgtttatttttttcagttgggagattggagagacctggtttggtaagagcagatgttctccaatatcacctttctcd276
aatgaaaaaccctcatcctggagttcccatecgtggectcagtggttaacgaatccgactaggaaccatgaggttgegggttecgatececectggect4369
tgctcagtgggttaaggatccggtgttgecgtgagectgtggtgtaggttgcagacacggettggatccagegttgetgtgactctggegtaggd462
ccagcagctacagctctgattggactcctagecctgggaacctccacatgecgcaggagtggcccaagaaatggcaaaaagaccaaaaaaaaaad555
aaaaaaaaaaa 4566

Figura 35: Secuencia del clon CD61-8.1. ADNc que codifica para la proteina CD61 porcina y
secuencia de aminoacidos deducida. Péptido sefial: negro; sitios potenciales de N-glucosilacion: gris
claro; cisteinas: gris oscuro; dominio extracelular: azul; dominio transmembranario; rojo; dominio
citoplasmatico: verde; sitios de fosforilacion: rosa; codén de inicio y de terminacion de lectura: ambos
en negrita; secuencia del extremo amino obtenido con el AcMo JM2ES: subrayado; clones
secuenciados: CD61-8.1 y CD61-6.2
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2.5. Comparacion de la secuencia CD61 porcina con otras moléculas CD61

La secuencia de aminoacidos de la molécula CD61 porcina fue comparada con
sus homologas caracterizadas en distintas especies. El procedimiento se llevd a cabo
utilizando el programa Megalign perteneciente al software integrado de andlisis de
secuencias DNASTAR's Lasergene, que proporciona los porcentajes de similitud y de
divergencia entre las distintas secuencias analizadas.

El resultado obtenido se muestra en la Tabla 8, en la que se observa que la
secuencia porcina muestra un 92,2% de identidad con la CD61 humana (GenBank
Accession: U95204) y CD61 canina (GenBank Accession: AF116270), 91,7% con la
CD61 de conejo (GenBank Accession: AF170529), 89,0% con la CD61 murina
(GenBank Accession: AF026509), 79,5% con la CD61 de pollo (GenBank Accession:
X72378) y 72,8% con Xenopus laevis (GenBank Accession: L13591).

PORCENTAJE DE SIMILITUD

C H P CO |R P X
C 92,2 192,2 (91,7 (89,0 [795 [72,8 |C
H 7,5 [*** 1954 |95,1 (90,0 80,8 |734 |H
P 7,8 [43 [*** 93,8 [90,8 [80,2 |73,0 |P
Co (8,0 (49 |6,1 [*** 90,1 |79,8 [72,3 |Co
R 10,6 19,7 8,7 |95 |*** [784 |72,0 |R
P 19,5 (182 [18,6 [19,2 [20,8 [*** [74,1 [P
X 26,5 [25,7 1263 |26,6 [26,9 [254 |*** [X

C H P Co |R P X

PORCENTAJE DE DIVERGENCIA
Tabla 8: Comparacion entre las secuencias aminoacidicas de CD61 distintas especies: C: cerdo; H:
humano; P: perro; Co: conejo; R: raton; P: pollo y X: X. laevis. Los porcentaje de similitud entre
las secuencias estan sefialadas en rojo y las de divergencia en azul. Los datos relativos a la CD61
porcina se encuentran destacados en negrita

El andlisis de homologia entre las secuencias aminoacidicas de las diferentes
especies se representa en la Figura 37. Todas las proteinas comparten elementos
estructurales comunes, entre los cuales hay que destacar la conservacion absoluta de los
56 restos de cisteina, en posicion y nimero, a lo largo de toda la molécula y la similitud
en el tamano del dominio transmembranario.

De nuevo, y como ha sido observado para CD29, se observa una distribucion de
las cisteinas en un dominio rico en este aminoacido constituido por cuatro secuencias
homologas en tandem (Figura 37). Dicha estructura estd conservada en todas las
especies consideradas en el estudio, al igual que los sitios potenciales de fosforilacion
(Figura 37).

Sin embargo, los sitios de glucosilacion varian entre las especies comparadas.
Asi, las secuencias de cerdo y conejo contienen 8 sitios de glucosilacion conservados

entre si, mientras que humano y perro poseen sélo 7. Un total de 6 sitios de
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glucosilacion se localizan en ratén, siendo compartidos por todos los mamiferos

estudiados. El unico representante de aves (pollo) presenta 8 sitios de glucosilacion, de
los cuales 6 son los conservados en mamiferos y 1 en Xenopus laevis. Esta Gltima
especie posee 6 sitios potenciales de glucosilacion, 4 de ellos conservados con el resto
de especies.

La relacion filogenética entre las especies comparadas, estimadas en base al
porcentaje de similitud entre las secuencias de aminodcidos de CD61, se muestra en la
Figura 38, deduciendo de ella que aquellas especies que como se ha visto
anteriormente presentaron un menor nivel de homologia con cerdo (Xenopus y pollo)
son las que evolutivamente se encuentran mas alejadas con respecto a esta especie.

Humano

Perro

Conejo

Cerdo

Ratén

- Pollo

Xenopus
Figura 38: Estudio filogenético de las proteinas CD61 en distintas especies.

La homologia entre la secuencia de cerdo y el resto de especies ha sido también
estudiada considerando los dominios estructurales por separado. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 9.

De nuevo, y como se ha visto al considerar la secuencia completa, se observa
para cada dominio un elevado nivel de conservacion entre los mamiferos considerados,
siendo relevante el resultado obtenido en el caso del dominio citoplasmatico, que es

idéntico en todos ellos; en general, los niveles de homologia son menores con pollo y

Xenopus.

ESPECIE PS EX ™ CI

Humano 72.7 92.2 96.7 100
Perro 86.4 91.6 100 100
Conejo 81.8 91.5 93.3 100
Raton 59.1 88.9 100 100
Pollo 21.1 80.2 96.7 87.8
Xenopus 13.6 73.0 90.0 87.8

Tabla 9: Porcentajes de similitud entre las secuencias de las distintas especies, considerando los
dominios estructurales por separado. PS: péptido sefial; EX: extracelular; TM: transmembranario; CI:
citoplasmatico.
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PEPTIDO SENAL
Cerdo  MRAR----PLWAAVLVVGALAGVGVGGPNIBATRGVSSBooBLAVSPM
Humano MRARPRPRPLWVTVLALGALAGVGVGGPNI@TTRGVSSEQQOEBLAVSPM
Perro  MRARP----LWAAVLLLGALAGTGVGVSNIQTTRGVHSEQQELAVSP
Conejo MRARARPRPLWAAVLALGALAGVGVGGPNIETTRGVSSEQLELAVSPM
Ratén  MRAQ-WPGQLWAALLALGALAGVVVGESNI@TTRGVNSEOQ@LAVSP
Pollo  M------ EELRVAFSIL-VLCAAGSWGSNIBATRGVTSEKQELAVSPL
Xenopus MKPDVYI--VYTCIVQL-LLLTAGTWGASIQATRGVSSEOKELSVSPQ)

SDEDLPLGTPRE@NLEENLLNDHENPKYIEFPISEARILEARPLSDKGS 96
SDEALPLGSPRE@DLKENLLKDNE@APESIEFPVSEARVLEDRPLSDKGS 100
SDEALPLGSPRENLKENLLKDNEALESIEFPISEVRILEARPLSNKGS 96
SDEALPVGSPRE@DLRENLLODNEAPESIEFPVSEAQILEARPLSDKGS 100
SDETLSQGSPRENLKENLLKDNEAPESIEFPVSEAQILEARPLSSKGS 99
SAEVVAQSTPREDLFANLLONGEGRDFIEFPRSSITVLEERPLSDKGS 93
SQEVFGKGAPRE@DLKSELLSNGEELKNIEFPVSTVLVAENRPLSVKGS 97

R

Cerdo -GDSSQITQVSPQRILLRLRPDDSKSFSVQVRQVEDYPVDIYYLMDLSFSMKDDLESIONLGTKLASQMRKLTSNLRIGFGAFVDKPVSPYMYISPPQAL 195
Humano -GDSSQVTQVSPQRIALRLRPDDSKNFSIQVRQVEDYPVDIYYLMDLSYSMKDDLWSIQNLGTKLATQMRKLTSNLRIGFGAFVDKPVSPYMYISPPEAL 199
Perro —GDSSQITQVSPQRIALRLRPDDSKNFSIQVRQVEDYPVDIYYLMDLSYSMKDDLSSIQNLGTKLASQMHKLTSNLRIGFGAFVDKPVSPYMYISPPEAL 195
Conejo -GDSSQVIQVSPQRIALRLRPDDSKTFSIQVRQVEDYPVDIYYLMDLSYSMKDDLRSIQNLGTKLASQMRKLTSNLRIGFGAFVDKPVSPYMYISPPEAL 199
Ratén -GSSAQITQVSPQRIVLRLRPDDSKIFSLQVRQVEDYPVDIYYLMDLSFSMKDDLSSIQTLGTKLASQMRKLTSNLRIGFGAFVDKPVSPYMYISPPQAI 198
Pollo -GGST-TTOQMSPQRIQLNLRPDDSQMFRVHVRQVEDYPVDIYYLMDLSNSMKDDLKNIQNLGTKLASEMRKLTSNLRIGFGAFVDKPISPYMYISPPEAT 191
Xenopus EGDTREITQMSPQKIDLFLRPDDTKVENLQVRQVEDYPVDIYYLMDLSYSMKDDLIKIQTLGTSLSERMRRLTSNLRIGFGAFVDKPMSPYMFMSPPEVI 197

Cerdo KNP@YDMKTT] LPMFGYKHVLTLTDQVTRFNEEVKKQIVSRNRDAPEGGFDAIMQATV DEKIGWRNDASHLLVFTTDAKTHIALDGRLAGIVQPNDG! 295
Humano ENP@YDMKTTELPMFGYKHVLTLTDQVTRFNEEVKKQSVSRNRDAPEGGFDAIMQATVEDEKIGWRNDASHLLVFTTDAKTHIALDGRLAGIVQPNDG! 299
Perro KNP@YDMKTTELPMFGYKHVLTLTDQVTRFNEEVKKQSVSRNRDAPEGGFDAIMOATVEDEKIGWRNDASHLLVFTTDAKTHIALDGRLAGIVQPNDG! 295
Conejo RNPEYDMKTT] LPMFGYKHVLTLTDQVTRFNEEVKKQEVSRNRDAPEGGFDAIMQATV DEKIGWRNDASHLLVFTTDAKTHIALDGRLAGIVRPNDG! 299
Ratén KNPEYNMKNAGLPMFGYKHVLTLTDQVSRFNEEVKKQSVSRNRDAPEGGFDAIMQATVEDEKIGWRNDASHLLVFTTDAKTHIALDGRLAGIVLPNDGHE 298
Pollo KNPE@YEIGEKE@LPMFGYKHVLTLTDEVMRFNEEVKKQSVSRNRDAPEGGFDAIIQATVEDEKIGWRNDASHLLVFTTDAKTHIALDGRLAGIVQPNDA( 291

Xenopus KNPE@YEFNTE@MPTFGYKHVLTLTEEVLRFNEEVQKQKVSRNRDSPEGGFDAVLQAAV] DEKIGWREESSHLLVFTTDARTHIALDGRLAGIVQPNDG 297

Humano HVGSDNHYSASTTMDYPSLGLMTEKLSQKNINLIFAVTENVVNLYQNYSELIPGTTVGVLSMDSSNVLQLIVDAYGKIRSKVELEVRDLPEELSLS T 399
Perro HIGSDNHYSASTTMDYPSLGLMTEKLSQKNINLIFAVTENVVNLYQNYSELIPGTTVGILSTDSSNVLQLIVDAYGKIRSKVELEVRDLPEELSLS T 395
Conejo HIGGDNHYSASTTMDYPSLGLMTEKLSQKNINLIFAVTENVFNLYQNYSELIPGTTVGVLST!SSNILQLIVDAYGKIRSKVELEVRDLPEELSLS T 399
Ratén HIGTDNHYSASTTMDYPSLGLMTEKLSQKNINLIFAVTENVVSLYQNYSELIPGTTVGVLSDDSSNVLQLIVDAYGKIRSKVELEVRDLPGELSLS T 398
Pollo HIDKDNFYSASTTLDYPSLGLMTEKLSQKNINLIFAVTDTVVGLYQENYSELIPGTTVGTLSRDSSNVLQLIVDAYGKIRSKVELEVRDLPEELSLS T 391
Xenopus HLDLNNDYAASTTLDYPSIGLMTEKLSDKNINLVFAVTNEVLSLYTKYSELIPGTTVGVLSQDSGNVIQLIENSYEKIRSKVELEVRDLPEELSLSFSAS 397

Cerdo HVGSDNHYSASTTMDYPSLGLITEKLSQKNINLIFAVTEGVVSLYQHYSELIPGTTVGVLSSISSNVLQLIVDAYGKIRSKVELEVRDLPEELSLS IAT 395
A
A
A

1 4 56 78
Cerdo LNNEVIPGLKS@VGLKIGDTVSFSIEAKVRGEPREKEKSFTIKPVGFKDSLTVQVTEFNED QAQAEPDSPRENNGNGTFECGVEHEGPGWLGFQEEE 495
Humano LNNEVIPGLKS@MGLKIGDTVSFSIEAKVRGEPQEKEKSFTIKPVGFKDSLIVQVTFDED QAQAEPNSHRENNGNGTFECG GPGWLGSQEEE 499
Perro LNNEVIPGLKS@VGLKIGDTVSFSIEAKVRGEPQEKEKSFTIKPVGFKDSLTIQVTFDED QAQAEPSSHRENNGNGTFECGVELEGPGWLGSQCEL 495
Conejo LNNEVIPGLKS@VGLKIGDTVSFSIEAKVRGEPQEKEKSFTIKPVGFKDSLTVQVTFDED QAHAEPHSHRENNGNGTFEEGG GPGWLGSQEEE 499
Ratén LNNEVIPGLKS@VGLKIGDTVSFSIEAKVRGEPQEKEQSFTIKPVGFKDSLTVQVTEFDED QAFAQPSSPRENNGNGTFECG DOGWLGSMEEE@ 498
Pollo LNDEVITGLKS@MGLKIGDTVSFSIEAKVRGEPQERQKSFTIKPVGFKDSLTVVVNED ESQAEANSSFESKGNGSLECG NPGRLGSHEEE 491
Xenopus EONDELTPGLKS@TGLKIGDTVSFSIEAKVREEPSVRQKTFTIKPVGFKDSLTVTVHEQ) QENDQPNSTLENHGNGTLSEGIEOENPGWLGPYCEE 497

1 2 34 56 7 8 2 34 56
Cerdo SEKDYRPSQQDEESPQQGQPIESQRGE] elo) IHSSDFGKITGKY| HYKGEMESGHG! G LSSNGL 595
Humano SEEDYRPSQQDEE@SPREGQPVESQORGE IHSSDFGKITGKY] RYKGEMESGHG G SSNGL 599
Perro SEEDYHPSQQDEESPREGOPACSQORGE] HSSDFGKITGKY] RYKGEMESGHG! G SSNGL 595
Conejo SEEDYSPSQQDOESPKEGQPIESORGE] IHSSDFGKITGKY| YKGEMESGHG! G SSNGL 599
Ratén SEEDYRPSQQEEESPKEGQOPIESQORGE] HSSDFGKITGKY] RYKGEMESGHG! G STNGL 598
Pollo SEEEYNPSEQDNESPQPGQPLESQRGE] IHGSDFGKVTGKY| FKGQMESGHG! G SSNGL 591
Xenopus SEEEYNPSQQDRESSKEGAPVESRRGE RASDLGKVWGKY] DDFSELRYKGE! G SSSGL 597
2 34 56 7 8
Cerdo LESGRGNEELGS| TQPGSYGDTEEKEPTEPDABTFKKGEVEGKKFNRGSLYEANT@NRY@RDE IESVKELQDSGKNA TYKNEDD@VVRFQYYEDS 695
Humano LE@SGRGKEEEGS! IQPGSYGDTE@EKEPTEPDACTFKKEGVEEKKFDRGALHDENT@NRY@RDE IESVKELKDTGKDA’ ITYKNEDD@VVRFQYYEDS 699
Perro LEGGRGKEELGS| TQPGSYGDTEEKEPTEPDABTFKKEQVEEGKKFDRGTLHDDNT@NRY@RDE IESVKELKDTGKDA TYKNEDD@VVRFQYYEDS 695
Conejo LESGRGKEEEGS! IQPGSYGDTE@EKEPTEPDACTFKKEGVEEKKFERGVLHEENT@SRY@RDEME SVKELRDTGKDA’ TYKNEDDEVVRFQYYEDS 699
Ratén LESGRGNEELGS! QPGSYGDTEEKEPTEPDAGSFKKEQVEGKKFNRGTLHEENTE@SRYERDDIEQVKELTDTGKNA! TYKNEDD@VVRFQYYEDT 698
Pollo SGHGT GK IQPGSYGNTEEKEPTESDABT IKKEEGVEGKKYERGTLVEQQSEGRVERDE IETVQELGDRGKDA TYKDEND@VVRFQYYEDS 691
Xenopus LESGRG! GKEE@TOPGSYGDTEEKEPTEPDAGTFKKGEVEGKKFERGPWFEDSSEKQIERDEIESVTELVDNGKNA' TYKDEND@VIRFQYHEDA 697
DOMINIO TRANSMEMBRANARIO DOMINIO CITOPLASMATICO
Cerdo SGKSILYVVEEPE@PKGPDILVVLLSVMGAILLIGLATLLIWKLLITIHDRKEFAKFEEERARAKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRG-T 784
Humano SGKSILYVVEEPEE@PKGPDILVVLLSVMGAILLIGLAALLIWKLLITIHDRKEFAKFEEERARAKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRG-T 788
Perro SGKSILYVVEEPE@PKGPDILVVLLSVMGAILLIGLATLLIWKLLITIHDRKEFAKFEEERARAKWDTANNPLYKEATSTFTMITYRG-T 784
Conejo SGKSILYVVEEPE@PKGPDILVVLLSVMGAILLIGFALLLIWKLLITIHDRKEFAKFEEERARAKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRG-T 788
Ratén SGRAVLYVVEEPE@PKGPDILVVLLSVMGAILLIGLATLLIWKLLITIHDRKEFAKFEEERARAKWDTANNPLYKEATSTFTMITYRG-T 787
Pollo SGKSILYVIEEPE@PKGPDILVVLLSVMGAILLIGLAALLIWKLLITIHDRREFARFEEEKARAKWDTGNNPLYKEATSTEFTNITYRG-NM 781
Xenopus SGKSVLYVINEAEEPHGPDILVVLMSVMGAILLIGLVALLIWKLLITIHDRREFAKFEEERAKAKWDTAHNPLYKGATSTFTNITYRGNTE 788

Figura 37: Comparacion de la secuencia aminoacidica CD61 porcina con otras secuencias CD61.
Sitios potenciales de N-glucosilacion: negro; restos de cisteina: gris oscuro; sitios potenciales de
fosforilacion: rojo. Dentro del dominio rico en cisteina sefialado en gris claro, estin numerados los
restos de aminoacidos dentro de las cuatro secuencias repetidas en taindem.
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2.6. Localizacion cromosomica del gen porcino CD61

Para la localizacion cromosomica se utilizd un panel de células hibridas
somaticas cerdo-roedor desarrollado por Yerle et al. (1996). Los resultados se
obtuvieron por la segregacion concordante entre los resultados de PCR obtenidos
usando cebadores especificos y los fragmentos de cromosomas que contienen las
células hibridas, tal y como se detalla en Materiales y Métodos. Se detectd una banda
especifica de 733 pares de bases en 9 hibridos (hibridos 16, 20, 21, 22, 23, 24, 25,26y
27) de entre los 27 hibridos que constituyen el panel (Figura 39). Estos resultados
permitieron localizar al gen CD61 en la region p11-2/3p13 del cromosoma porcino 12
(SSC12) con una probabilidad de 0.89 y un grado de error inferior al 0.1%.

Células Hibridas
1234567891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

1.5
1.4 A
1.3
1.2 B
11
1.2
1.3 C
1.4
1.5

SSC12 + + + + + + + + + +

Figura 39: Diagrama representativo del cromosoma 12 porcino. Las barras verticales sefalan los
fragmentos cromosdmicos contenidos en cada linea celular de hibridos somaticos. La letra se refiere a
la region citogenética del cromosoma -A: 1/3p13-15, B: p11-2/3p13 y C: q11-ql5-.

2.7. Analisis de la expresion de CD61 de cerdo a nivel de ARNm

La distribucion tisular de CD61 de cerdo mediante la estimacion de la expresion
a nivel de ARNm se realizdo empleando la técnica RT-PCR sobre ARN total aislado a
partir de distintos tejidos. Los tejidos empleados fueron bazo, timo, médula oOsea,
macrofagos alveolares, plaquetas, PBL rifidon e higado y la RT-PCR fue llevada a cabo
utilizando los cebadores especificos del gen: F797 y R2361 (Tabla 10), que generan un
producto de amplificacion de 1.590 pb.
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‘ 5'-GAGAAGATTGGCTGGAGGAACGATGC-3¥ | F797 ‘

‘ 5'-CTAAGTGCCCCGGTAGGTGATGTTGG-3' | R2361

Tabla 10: Pareja de cebadores especificos de CD61 de cerdo
utilizados para el estudio de su distribucion tisular mediante RT-
PCR.

Los resultados obtenidos fueron confirmados mediante Southern blotting
empleando como sonda homologa el mismo producto de amplificacion marcado con
digoxigenina, que pusieron de manifiesto que el ARNm que codifica para CD61 de
cerdo presenta el nivel mds alto de expresion en plaquetas, aunque se expresa, en
menor medida, en el resto de tejidos y células linfoides, estando ausente su expresion

en los tejidos no linfoides estudiados (rifién e higado) (Figura 40)

an i — . o (7 1590 pb

a b c d e f g h
= ===~ = — Rt

Figura 40:Estudio de expresion mediante RT-PCR sobre diferentes tejidos y células porcinos con los
cebadores F797 y R2361: (a) timo; (b) macrofagos alveolares; (¢) higado; (d) bazo; (¢) médula dsea; (f)
plaquetas; (g) rifidn y (h) leucocitos en sangre periférica.

2.8. Analisis de la expresion de la proteina CD61 en tejidos porcinos

La distribucion tisular de la proteina CD61 de cerdo fue determinada mediante
anticuerpos monoclonales especificos y el empleo de técnicas inmunohistoquimicas.

Los anticuerpos monoclonales anti-CD61 utilizados en este trabajo fueron
producidos mediante inmunizacion de ratones BALB/c con una proteina recombinante
obtenida a partir de la secuencia porcina homologa a la que en humano contiene los
sitios de union al ligando (Hu D.D. et al., 1999).
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La proteina recombinante utilizada como inmunoégeno, CD61R, de 33kDa, fue
producida mediante el empleo del kit pET System, mediante la clonacion en el vector
de expresion procariota pET-28b de la secuencia nucleotidica de 742 pb comprendida
entre las posiciones 101 y 843 (Tabla).

Con la construccion recombinante se llevd a cabo la transformacion de un
cultivo de bacterias E. coli BL21 (DE3) que fue inducido con IPTG. Como se observa
en la Figura 41 A el nivel de expresion de la proteina CD61R se vio incrementado con
la induccion por IPTG del cultivo transformado.

Finalmente, la proteina CD61R fue purificada mediante una columna Ni-NTA

empleando un tampon de elucion a pH 5.9 (Figura 41 B).

1 2 M D6IR M
kDa D6 kDa
A B 116
116
66
66
45
45
30 30

Figuras 41 A y B: (A) Electroforesis en SDS-PAGE de extractos celulares del cultivo
inducido con IPTG (1) y sin inducir (2). M: marcador; (B) Electroforesis en SDS-
PAGE de la proteina purificada CD61R. M: marcador de peso molecular.

Para la obtencion de los anticuerpos monoclonales, se llevaron a cabo 2
fusiones. De la fusion I fueron seleccionados 30 hibridos por su reaccion positiva en
ELISA frente al inmundgeno, mientras que de la fusion II se seleccionaron 17. De los
hibridos seleccionados, solo 2 fueron estables en su crecimiento: AJ2G11 (fusion I) y

AJRC2 (fusion II). Ambos hibridos
A B presentan un isotipo IgM y su
kDa especificidad fue confirmada
-45 mediante inmunoblotting frente a la
proteina recombinante CD6IR en
condiciones no reductoras (Figura
42).
Figura 42: Inmunoblotting
-14 de control de los los AcMo

AJ2G11 (A) y AJRC2 (B)
frente la proteina CD61R. 90
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La caracterizacion molecular del antigeno reconocido por los anticuerpos
monoclonales 4J2G11 y AJRC?2 fue llevado a cabo mediante inmunoprecipitacion a
partir de lisados de plaquetas marcadas con biotina.

El resultado correspondiente a AJ2G11 se muestra en la Figura 43, en la que se
observa que en condiciones reductoras, el anticuerpo monoclonal identifica dos bandas
de 110 y 100 kDa, aproximadamente, correspondientes al tamafio de las cadenas ay 8
del receptor CD41/CD61 en estas condiciones (Pérez de la Lastra et al., 1997). La
inmunoprecipitacion realizada con el anticuerpo monoclonal AJRC2 sobre lisados de

plaquetas porcinas bajo las mismas condiciones no inmunoprecipitd proteina alguna.

116-

110 kDa

o7 ~ 100 kDa

Figura 43: Inmunoprecipitacion con el
anticuerpo monoclonal 4J2G11 a partir de
un lisado de plaquetas en condiciones
reductoras. 1: control negativo; 2: AJ2G11.

La distribucion tisular y celular del receptor CD61 se analizdo mediante técnicas
inmunohistoquimicas en 6rganos linfoides y no linfoides.

Para la fijacion de las muestras de tejido se utilizaron dos fijadores:
formaldehido tamponado al 10% y liquido de Bouin. El fijador idoneo para la deteccion
de los grupos antigénicos reconocidos por ambos anticuerpos monoclonales anti-
CD61R, A4J2G11 y AJRC2, fue el liquido de Bouin, al presentar el otro fijador una
inmunorreaccion mas débil y menos homogénea.

Para establecer la dilucion optima de los anticuerpos monoclonales AJ2GI11 y
AJRC2 en este ensayo, se partio del sobrenadante puro en ambos monoclonales; sin
embargo, los resultados manifestaron que el anticuerpo monoclonal obtenido de la
fusion I (4J2G11) no necesitaba ninglin ajuste de dilucion, mientras que el de la fusion
I (4JRC2) precis6 una dilucion 1:10.
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Las muestras tisulares se obtuvieron de tres cerdos: dos sin lesiones a nivel
histologico y uno con lesiones caracteristicas de la enfermedad de Glasser, infeccion
por Haemophilus parasuis que cursa con septicemia, meningitis, artritis, poliserositis y
lesiones locales debidas a la formacion de coagulos en los vasos sanguineos (Smith et
al., 1990).

Bajo estas condiciones (liquido de Bouin y sobrenadante puro o diluido 1:10) se
realiz6 la técnica sobre los siguientes tipos de tejidos porcinos: ganglio linfatico, bazo,
médula 6sea, timo, rifién, pulmon e higado.

Los resultados obtenidos con ambos anticuerpos monoclonales fueron idénticos.
Sin embargo, a pesar de la calidad de las inmunorreacciones con ambos anticuerpos
monoclonales, se observd que la obtenida con AJ2G11 presentaba mas nitidez y
contraste entre zonas positivas especificas y zonas positivas inespecificas.

Presentamos, pues, los mejores resultados obtenidos con ambos anticuerpos
monoclonales, 4J2G11 y AJRC2, en cada uno de los tejidos testados.

Bazo. Ambos anticuerpos monoclonales reaccionaron con el musculo liso
vascular y trabecular, asi como con el endotelio vascular y con macrofagos (Figura
44). Ademas se observo inmunorreaccion de tipo puntiforme en la pulpa roja. Las
estructuras inmunopositivas se identificaron como plaquetas mediante el uso de un
anticuerpo frente al antigeno relacionado con el factor VIII (Figura 45). Con
frecuencia, las plaquetas positivas se observaron formando un anillo periférico en
megacariocitos no reactivos (Figuras 46 y 47). No se observo inmunorreaccion en los
linfocitos esplénicos.

M¢édula ésea. Se observd inmunorreaccion principalmente en el citoplasma de
células de la serie mieloide y de megacariocitos. Al igual que en el resto de tejidos, el
anticuerpo monoclonal reacciond intensamente con el musculo liso y los endotelios
vasculares (Figuras 48).

Ganglio linfatico. Se observé inmunorreaccion en el musculo liso y el endotelio

de los vasos sanguineos, asi como también en los monocitos presentes en los senos
ganglionares. Las células linfoides fueron negativas (Figura 49 y 50).

Timo. Se observé inmunorreactividad en alguna de las células epiteliales de los
corpusculos de Hassall (Figura 51), mientras que el tejido linfoide es negativo.

Rifion. Se observo inmunorreactividad en la musculatura lisa de los vasos
sanguineos y sus células endoteliales (Figura 52), asi como en el epitelio de los tibulos
contorneados distales (Figura 53). Algunos leucocitos polimorfonucleares reactivos se
observaron en los capilares glomerulares (Figura 54).

Pulmoén. Como en el resto de tejidos, la inmunorreactividad se localizé en la

musculatura lisa, tanto vascular como bronquial (Figura 55) y en las células

92



Resultados
endoteliales. También se observd reaccion en algunas células localizadas en el interior

de los capilares sanguineos. Estas células presentaron tanto una morfologia redondeada,
por lo que fueron identificados como monocitos circulantes, como una morfologia
fusiforme y adosados al endotelio vascular, por lo que fueron identificados como
macrofagos intravasculares pulmonares (Figura 56).

Higado. La incubaciéon de cortes de higado con los anticuerpos monoclonales
revelaron inmunorreactividad en musculo liso vascular y en las células endoteliales, asi
como en células aisladas localizadas en los sinusoides hepaticos (Figura 57) y que

corresponden a monocitos y a células de von Kupffer.

Figura 44: Bazo de cerdo. Se observa inmunorreactividad en las fibras
musculares lisas de las trabéculas (a) y los vasos sanguineos (b), asi como en
los macréfagos esplénicos (c). AJ2G11. Técnica inmunohistoquimica del
ABC, contratincion nuclear con hematoxilina (40x).

Figura 45: Bazo de cerdo. En esta imagen, se observan dos tipos de estructuras
con el anticuerpo anti-antigeno relacionado con el factor VIII: un
megacariocito (a) y grupos dispersos de morfologia granular que corresponden
a plaquetas (b). Técnica inmunohistoquimica del ABC, contratincién nuclear
con hematoxilina (40x). 93



Angeles Jiménez Marin Tesis Doctoral

Figura 46: Bazo de cerdo. En la pulpa roja se observa un megacariocito que
presenta una banda periférica positiva mientras que el resto de citoplasma es
negativo. AJ2G11. Técnica inmunohistoquimica del ABC, contratincion
nuclear con hematoxilina (40x).

Figura 47: Bazo de cerdo. Se observa intensa positividad en las fibras
musculares lisas de las trabéculas (a), en macrofagos aislados (b) y en uno de
los dos megacariocitos en forma de halo periférico (c¢). AJRC2. Técnica
inmunohistoquimica del ABC, contratincion nuclear con hematoxilina (40x).
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Figura 48: Médula 6sea de cerdo. Se observa una intensa reaccion en células
redondas de nucleo tnico (a) o lobulado (b) asi como en el citoplasma de un
megacariocito (¢) de forma mas ligera. 4J2G11 .Técnica inmunohistoquimica
del ABC, contratincion nuclear con hematoxilina (40x).

Figura 49: Ganglio linfatico de cerdo. Se observan células positivas aisladas
en la médula ganglionar de citoplasma grande (a) que corresponde a
monocitos. Los linfocitos son negativos (b). AJ2G11 Técnica
inmunohistoquimica del ABC, contratincioén nuclear con hematoxilina (20x).
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Figura 50: Ganglio de cerdo. A la derecha se observa inmunorreactividad en
las fibras musculares lisas de una vena (a), mientras que a la izquierda se
observan  monocitos  aislados  positivos  (b). AJRC2.  Técnica
inmunohistoquimica del ABC, contratincion nuclear con hematoxilina (40x).

Figura 51: Timo de cerdo. Algunas de las células epiteliales de los corptisculos
de Hassall presentan positividad en el citoplasma (a) con ocasiones referencias
de membrana (b). AJ2G11. Técnica inmunohistoquimica del ABC,
contratincion nuclear con hematoxilina (40x).
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Figura 52: Rinon de cerdo. Se observa intensa positividad en la pared
muscular de una vena (a), en el endotelio de una vénula (b) y en el epitelio de
algunos tubulos renales (¢). AJRC2. Técnica inmunohistoquimica del ABC,
contratincion nuclear con hematoxilina (20x).

Figura 53: Rifion de cerdo. Se observa la reaccion del anticuerpo AJ2G11 con
las células epiteliales de algunos tubulos renales. Técnica inmunohistoquimica
del ABC, contratincién nuclear con hematoxilina (40x).
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Figura 54: Rinon de cerdo. Se observan dos leucocitos polimorfonuclares en
el interior de un glomérulo renal. AJRC2 . Técnica inmunohistoquimica del
ABC, contratincion nuclear con hematoxilina (40x).

Figura 55: Pulmén de cerdo. Se observa reaccion en el musculo liso vascular
(a) y bronquial (b). AJRC2 .Técnica inmunohistoquimica del ABC,
contratincion nuclear con hematoxilina (20x).
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Figura 56: Pulmon de cerdo. Algunas células de los tabiques alveolares son
positivas: monocitos (a) y macréfagos intravasculares pulmonares (b). Los
macrofagos alveolares pulmonares (¢) son negativos. AJ2G11. Técnica
inmunohistoquimica del ABC, contratincion nuclear con hematoxilina (40x).

Figura 57: Higado de cerdo. Se observan dos células positivas entre los
cordones de hepatocitos negativos, que corresponden a un monocito (a) y una
célula de von Kupffer (b) localizados en un sinusoide. AJ2G11 .Técnica
inmunohistoquimica del ABC, contratincion nuclear con hematoxilina (40x).
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Discusion
1. ESTRUCTURA DE LAS INTEGRINAS B; Y B3 PORCINAS

La caracterizacion molecular de los receptores CD29 y CD61 en el cerdo ha
revelado que, al igual que en el resto de las especies en las que han sido estudiadas, las
[ integrinas porcinas son glucoproteinas transmembranarias del tipo I, constituidas por
un dominio extracelular mayoritario con aproximadamente 800 aminoacidos, una Unica
region de anclaje a la membrana de la célula y un corto dominio citoplasmatico de unos
50 aminoacidos o menos. Este esquema general de estructura se mantiene constante en
todas las subunidades [ caracterizadas hasta el momento, independientemente de la
especie que se trate, con excepcion de la subunidad 4 humana que posee un dominio
citoplasmatico inusualmente largo, constituido por algo méas de 1000 aminoacidos
(Hogervorst et al., 1990).

1.1. CD29

La secuencia completa de la molécula CD29 ha sido por primera vez obtenida
en la especie porcina, si bien algunas aproximaciones al conocimiento de su estructura
han sido llevadas a cabo anteriormente mediante el empleo de anticuerpos
monoclonales (Holzknecht y Platt, 1995; Richard et al., 1998). El resultado de estos
trabajos previos fue la obtencién de secuencias parciales de péptidos internos de la
molécula que han sido confirmados en su totalidad mediante comparacion con la

secuencia de aminodcidos deducida en el presente trabajo (Figura 58).

NNIQTIFAXT Péptido interno extracelular
NNIQTIFAVT CD29 Porcino
KWDTGENPIY Péptido interno citoplasmatico
KWDTGENPIY CD29 Porcino

Figura 58: Homologia comparada de secuencias aminoacidicas de CD29 porcina y
secuencias parciales de péptidos internos previamente caracterizadas por otros autores,

los residuos conservados estan sefialados (¢).

La comparacion de la secuencia de CD29 de cerdo con sus moléculas
homologas caracterizadas en otras especies ha puesto de manifiesto el alto grado de
conservacion de esta molécula a lo largo de la evolucion, observandose una mayor
homologia con las secuencias de mamiferos (una media del 95% de similitud), en
contraste con la observada cuando se compara con las secuencias correspondientes a

especies evolutivamente mas alejadas: pollo, Xenopus e Ictalurus (84,5, 79,6 y 73,3%
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respectivamente). El estudio de filogenia llevado a cabo mediante el calculo de
distancias genéticas, en base al analisis de homologia de la secuencia del gen CD29,
estd en concordancia con la divergencia evolutiva de las especies, al agruparse los
mamiferos comparados en un nucleo comin diferenciado del resto de especies menos
evolucionadas. Este resultado pondria de manifiesto que la variacion dentro de este gen
podria ser debida a presiones selectivas que tuvieron lugar en el momento de la
especiacion. De esta manera, si se asume la existencia de integrinas ancestrales en
periodos evolutivos muy tempranos (Hynes, 1999), las modificaciones posteriores en la
secuencia de los genes probablemente fueron consecuencia del progresivo desarrollo
fisioldgico de las especies y por consiguiente de la necesidad de dar respuesta a una
mayor complejidad en los mecanismos de adhesion celular.

La similitud entre las distintas [3; integrinas no se manifiesta inicamente a nivel
de secuencia de nucledtidos o aminoacidos, sino que todas ellas comparten elementos
estructurales comunes. Asi, los primeros 20 aminodcidos de la molécula CD29 porcina
son predominantemente hidrofébicos y corresponden con probabilidad a la secuencia
del péptido sefal con una identidad de 18 de los 20 aminoacidos que la conforman con
la secuencia humana en esta misma zona de la proteina (Argraves et al., 1987). En el
extremo opuesto de la proteina, en la region carboxilo-terminal, un segmento de 23
aminoacidos hidrofobicos constituye el dominio transmembranario de la molécula y
muestra un 100% de identidad con todas las especies comparadas, a excepcion del
unico representante de peces considerado. Similares niveles de homologia entre
especies muestra también el domino citoplasmatico de todas las subunidades [,
integrinas, con el interés adicional de que todos presentan idéntica longitud. La
conservacion de este dominio en todas las especies estudiadas probablemente esté en
relacion directa con su funcion de interaccion con proteinas presentes en el
citoesqueleto de la célula como la actina, vinculina y tensina y otras implicadas en el
proceso de regulacion de la transduccion de sefiales (Dedhar y Hannigan, 1996;
LaFlamme et al., 1997).

La region extracelular de la proteina CD29 madura en la especie porcina
presenta dos caracteristicas estructurales tipicas de las B integrinas. La primera, es su
elevado contenido en el aminoacido cisteina, concretamente 56 residuos, cuya
importancia en el mantenimiento de la estructura o funcién de estas moléculas puede
ser deducida por el hecho de que se conservan en igual nimero y posicion, no sélo en
todas las subunidades 3; comparadas en este estudio (Figura 14), sino también en las
B1, B2, B3, Bs Y Ps humanas e incluso en las subunidades  que han sido descritas en una

especie tan alejada en la evolucidn como Drosophila melanogaster (Calvete et al.,
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1991; Hynes, 1992). La mayoria de los residuos de cisteina, concretamente 31,
constituyen, en la proximidad de la region citoplasmatica, cuatro dominios homologos,
dispuestos en tandem e internamente unidos mediante puentes disulfuro. El primer
dominio repetido es incompleto, mientras que los siguientes tres contienen ocho
cisteinas cada uno y la siguiente secuencia consenso:
C1xxxXCrxxxxC3xCyxCsxCexxxxC7xxCs.

La segunda caracteristica de la region extracelular es que contiene 12 puntos
potenciales de N-glucosilacion. Si se considera que el peso molecular estimado de la
secuencia de aminoacidos del polipéptido CD29 maduro es de 88,277 kDa y que el
observado en geles SDS-PAGE es de 115 kDa, se podria concluir que todos los sitios
potenciales de glucosilacion en la molécula estdn ocupados. Si esto es asi, la subunidad
B seria la integrina con mayor nivel de glucosilacion presente en las membranas
celulares de las células endoteliales porcinas y ello explicaria el hecho evidenciado en
el xenotrasplante de ser la molécula endotelial mas eficientemente reconocida por los
anticuerpos anti-gal-a-(1,3)gal presentes en el suero humano.

El analisis de homologias entre las secuencias de aminoacidos llevado a cabo en
este trabajo ha permitido evidenciar que los 12 puntos de glucosilacién de la molécula
porcina estan conservados en nimero y posicion en todas las demas especies de
mamiferos estudiadas. A pesar de ello, algunas especies presentan particularidades,
como es el caso de la rata, donde la diferencia existente entre el peso molecular
estimado y el observado permite suponer que no todos los sitios potenciales de
glucosilacion parecen estar ocupados (Malek-Hedayat y Rome, 1995), como ocurre en
las 3; integrinas humana y porcina.

Por otro lado, la comparacion de las distintas [3; integrinas ha puesto de
manifiesto que el nimero de lugares de glucosilacion aumenta en la escala evolutiva
(Figura 14), si bien es de interés resaltar que los siete puntos de glucosilacion
presentes en la molécula de Ictalurus, la especie mas antigua de las consideradas en
este trabajo, se mantienen conservados en igual niimero y posicion en todas las
especies, a pesar de la divergencia evolutiva posterior (Figura 59). De la misma
manera, los 8 puntos de glucosilacion presentes en Xenopus estan incluidos en los 9 de
pollo y éstos en los 12 de mamiferos, no existiendo aparentemente un lugar de
glucosilacion en la molécula de una determinada especie que no se encuentre incluido

en los que aparecen en otra especie mas evolucionada.
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Ictalurus punctatus N4—N5—N6 N8—N9—N10—N11

Xenopus laevis N4—N5—N6 N8—N9—NI10—N11—N12
Gallus gallus N4—N5—N6—N7—N8—N9—N10—N11—NI12
Mamiferos NI—N2—N3—N4—N5—N6—N7—N8—N9—N10—N11—N12

Figura 59: Lugares potenciales de N-glucosilacion en las moléculas CD29 de las especies analizadas. El
ordinal afiadido al aminoacido asparragina corresponde al orden de distribucion en la secuencia
aminoacidica de mamiferos.

1.2. CD61

La subunidad B3 de las integrinas es probablemente la molécula de adhesion
mejor estudiada en la especie humana por su implicacion en procesos fisioldgicos tan
relevantes como el desarrollo embrionario, las metastasis tumorales, la agregacion
plaquetaria, la proliferacion vascular y la cicatrizacion de heridas (Hynes, 1992). En los
animales, los estudios dirigidos a la caracterizacion y analisis de la funcion de esta
integrina han sido hasta el momento reducidos, a pesar de que, en las especies de
interés econdmico y aquellas otras que pudieran ser empleadas como modelo animal de
enfermedades humanas, un incremento en el nivel de conocimiento acerca de esta
importante molécula estaria plenamente justificado.

En el presente trabajo, la caracterizacion molecular de la integrina CD61 de
cerdo ha sido llevada a cabo empleando una estrategia alternativa a la utilizada para la
caracterizacion de CD29 en la misma especie, gracias al empleo del anticuerpo
monoclonal IM2ES, especifico del complejo CD41/CD61 porcino (Pérez de la Lastra et
al., 1997) que permitid la obtencion del extremo amino terminal de la molécula CD61
porcina.

De manera similar a lo observado en el caso de la subunidad B, la comparacion
de la secuencia de aminoacidos de CD61 de cerdo con la correspondiente a las
moléculas B3 de otros vertebrados, de nuevo pone de manifiesto el notable grado de
conservacion de las integrinas de la clase B en las distintas especies. Asi, si bien se
observa que la secuencia porcina presenta mayor similitud con sus homologas en
mamiferos (91% de media), cuando es comparada con especies evolutivamente mas
alejadas, como aves y anfibios, el nivel de identidad que se obtiene es también muy
elevado (79,5% y 72,8%, respectivamente).

La conservacion de esta proteina se hace ain mdas evidente cuando es
considerado el nivel estructural en el andlisis comparativo, y pone de manifiesto la

existencia de similares dominios estructurales en las moléculas B3 de todos los
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vertebrados. Puesto que, como en todas las moléculas de interés bioldgico, la relacion
entre estructura y funcion estd, en general, intrinsicamente relacionada, la conservacion
de las subunidades 3 de las integrinas durante al menos los tltimos 350 millones de
anos, a partir del momento en el que se produce la divergencia evolutiva de los
anfibios, probablemente ha tenido lugar como consecuencia de la existencia de una
fuerte presion selectiva sobre la estructura de estos receptores (DeSimone y Hynes,
1988; Davids et al., 1999).

Entre los dominios estructurales comunes observados en todas las 33 analizadas,
la secuencia del péptido sefial en el cerdo esta constituida por 22 aminoacidos, de
manera similar a la observada en la especie canina, y con 4 aminoacidos menos que la
que determina el gen humano (Villa-Garcia et al., 1994). Esta diferencia es
consecuencia de la repeticion de seis pares de bases (CGGCCG) en la secuencia
humana. Como se observa en la Figura 60, a pesar de que este motivo nucleotidico
esta presente en cerdo y conejo, en estas especie no se produce su repeticion en tandem.
En la Figura 60 también queda reflejado que la menor longitud de la secuencia sefial
de la molécula B3 porcina, en comparaciéon con la humana, es consistente con las
observaciones de McHugh y colaboradores en el raton (GeneBank Accesion AF026509,
1998), especie en la cual el péptido sefial determinado por el gen CD61 es también mas
corto que en humano.

Cerdko M R A R P L W A A V L V V G A L A G V G V G
atgcgageoRRpeEctctgggcegetgtgctggtggtgggggcgetygegggegteggegtegga

Humano M R A R P R P R P L W A T V L AL G A L A G V G V G
atgcgageolepreelcggcc Rt c tctgggegactgtgetggegetgggggegetggegggegt tygegtagga

Ratbn M R A Q W P G Q L W A A L L A G A L A G V V V V G
atgcgagcgcagtggccgggacaactctgggecggctectgetggecgetgggggegectggecgggegttgttgttgga

Perro M R A R P L W A A V L V V G A L A G V G V G
atgcgggcoe@ctctgggecgeggtgetgetgetgggggegetggegggeaceggegtegga

Figura 60: Comparacion de las secuencias de aminoacidos y nucleétidos correspondientes a las
secuencias sefiales de las integrinas ; humana, de cerdo, perro y ratéon. En azul ha sido sefalado el
motivo nucleotidico repetido dos veces en la secuencia humana y una sola en cerdo y perro.

El segundo segmento hidrofobico de la molécula CD61 porcina esta constituido
por 29 aminoacidos y representa el dominio transmembranario, particularmente
conservado en todas las especies analizadas. Concretamente, las secuencias porcina,
canina y murina son idénticas y su nivel de homologia con el resto es elevado, con un
numero de sustituciones en este fragmento muy reducido como se observa en la Figura
61.
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Cerdo 7141 LVVLLSVMGATILLIGLATLLIWKLLITT 43

Humano  ;;,ILVVLLSVMGAILLIGLALLIWKLLITI -4,

Perro 714ILVVLLSVMGAILLIGLATLLIWKLLITI 745  Figura 61: Anlisis comparativo de los
Conejo 716 ILVVLLSVMGATLLIGARLLIWKLLITI 149 dominios transmembranarios con las
Ratén 7171 LVVLLSVMGAILLIGLATLLIWKLLITT 44 distintas ﬁS consideradas Estan
Pollo 710 L LVVLLSVMGAILLIGLARLLIWKLLITL 755 yoqnitados los residuos discordantes.
Xenopus 1, ILVVLYSVMGAILLIGLELLIWKLLITI 45

La conservacion de los dominios transmembranarios en especies pertenecientes
a clases distintas de vertebrados sugiere que, ademas de la hidrofobicidad, otras fuerzas
selectivas, entre las que se pueden incluir la interacciones de la subunidad B con la
subunidad a o con otras proteinas (DeSimone y Hynes, 1988), han debido actuar sobre
dicha region de CD61, determinando de esta manera la permanencia de su importancia
funcional a lo largo del tiempo.

El dominio citoplasmatico es idéntico en todas las especies comparadas, a
excepcion de las dos especies mas distantes evolutivamente, los representantes de aves
y anfibios. Por homologia con la secuencia humana, en la region citoplasmatica de la
molécula porcina se localizan dos sitios potenciales de fosforilacion, el residuo 747 y el
753, correspondiendo a una tirosina y una treonina, respectivamente. La conservacion
de estos residuos entre las distintas 3 y otras subunidades (3 integrinas, como la B,
permite sugerir que la fosforilacion de estas moléculas podria estar relacionada con un
mecanismo comun de modulacion de la avidez de las integrinas por sus ligandos y en
las interacciones de estos receptores de membrana con el citoesqueleto celular. En
efecto, algunas evidencias experimentales sugieren que la fosforilacion de la subunidad
B3 en la treoninasss;, da lugar a una modificacion de la carga idnica de la molécula, y
esta implicada en los cambios de conformacion de los lugares especificos de union al
ligando del heterodimero auypfB; (Lerea et al., 1999). Por otro lado, el papel de la
fosforilacion de la tirosina;4; en el aumento de avidez por el ligando permanece en
controversia debido a contradictorios estudios mutacionales, si bien dicha fosforilacion
es requerida en las interacciones con el citoesqueleto (Calvete, 1999).

La secuencia de aminoacidos correspondiente a la proteina CD61 madura, esto
es, la que resulta después de eliminar el péptido sefial, presenta en el cerdo una longitud
de 784 aminoacidos, el 90% de los cuales constituyen la region extracelular de la
molécula. En la molécula humana, una de las caracteristicas mas representativas de este

dominio es la presencia de dos largos puentes disulfuro que unen el extremo amino
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terminal con la seccion media de la proteina y esta a su vez con el extremo carboxilo.
Estos dos grandes puentes intramoleculares estan implicados en el mantenimiento de la
estructura proteica de esta integrina y las cisteinas involucradas en dichas uniones
corresponden a las posiciones Ci(5)-C16(435) y C14(406)-Cs4(655), respectivamente
(Calvete et al., 1991). En la molécula porcina, las 56 cisteinas que contiene el dominio
extracelular se conservan en idéntico nimero y posicion que en la secuencia humana
por lo que cabe esperar que ambos puentes disulfuro también colaboren en el
mantenimiento de la estructura proteica en esta integrina en el cerdo. Como se ha visto
antes, similar patrén de distribucion de las cisteinas extracelulares puede ser observado
en la secuencia de la molécula porcina CD29 permitiendo suponer una conformacion
estructural similar en todas las integrinas de la clase 3 en la especie porcina.

La presencia en el dominio extracelular de la integrina ;3 porcina de una zona
rica en cisteinas constituida por cuatro repeticiones en tindem de unos 40 aminoacidos
en la proximidad de la region transmembranaria, confirmaria la anterior suposicion. En
la Figura 62 se puede observar la semejanza estructural del dominio rico en cisteinas
en las dos B integrinas caracterizadas en este trabajo, un dominio implicado en el
mantenimiento estructural de la molécula y que recientemente ha sido descrito como
zona de resistencia a la proteolisis en el dominio extracelular de la B3 (Plow y Byzova,
1999. En base a la conservacion de su estructura, cabe suponer la misma funcion de

esta region en el resto de las 3 integrinas.

1 2 4 56 7 8
Bl 466 CQSEG PSSPKCHDGNGTFECGACRCNEGR- VG - - - - RHCE- CSTDEVNSEDVDAY 515
B3 459 OQAQAEPDSPRCNNG\IGTFECGVCHCGDG\N LG ---- FQCE CSEKDYRPSQ]DE 507
34 56
Bl 516 CRKENS— - SEI cm NGECVCGQCVCRKRDNTNE YSG(FCE— CDNFN- -------- 559
B3 508 CSPQQG Pl CSQ RGECL CGQCVCHSSDFGK- | T- GKYCE- CDDFS- - - - - - - - - 549
34 56 7 8
Bl 560 CDRSNG- - LI CG- GNGVCKCRVCECNPN- YTG- - - - - SACD- CSLDTTS- - - - - - - 598
B3 550 CVHYKG - - EMCS- GHGQCSCGDCLCDSD- WG - - - - FYCN- CTTRTDT- - - - - - - 588
2 34 56 7 8
Bl 599 CIVAVNG - - Q C- NGRGVCECGVCKCTDPKFQ- - - - - GPTCEMOQT- - = = - - - - = - - 635
B3 589 CLSSNG - - LLC- SGRGNCECGSCVCI QPGSY- - - - - GDTCEKCPT- - - == ===~ - - 625

Figura 62: Representacion de la conservaciéon del dominio rico en cisteina en las subunidades
B integrinas caracterizadas en el presente estudio. Se encuentran resaltados y numerados los distintos
restos de cisteinas que lo constituyen.

Finalmente, es necesario hacer mencion al hecho de que la proteina CD61
porcina es una molécula menos glucosilada que CD29, al presentar unicamente ocho
sitios potenciales de glucosilacion, frente a los doce que hemos visto que presenta la
subunidad B;. A pesar de que ambas integrinas estan presentes en el endotelio vascular

porcino, la notable diferencia en el nimero de moléculas de glucosilacion entre ambas
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explicaria razonablemente la menor implicacion de la subunidad B; integrina en el
rechazo hiperagudo al xenotransplante mediado por la accion de los anticuerpos
naturales humanos. Por otro lado, como se pone de manifiesto en resultados, la
distribucion de estos sitios en las especies comparadas es mas heterogénea que en el
caso de CD29, y no se observa un aumento de lugares de glucosilacion a medida que
las especies alcanzan mayor grado de evolucion.

En la especie humana la proteina CD61 es la integrina mas polimorfica, con al
menos 7 alelos caracterizados a nivel molecular, siendo este polimorfismo causado por
mutaciones que provocan sustituciones en las posiciones aminoacidicas 33, 40, 143,
407, 489 y 636 (Newman y Valentin, 1995). La secuencia de aminoacidos deducida de
la B3 porcina se corresponde con la forma alélica més frecuente en humano para cinco
de los seis lugares de mutacion: LeussLeuspArgia3Prosg7Argess, siendo la glutamina el
aminoacido que ocupa la posicion 489 en el cerdo, mientras dicha posicion es ocupada
con mayor frecuencia por la arginina en la raza caucasica (Newman y Valentin, 1995).

El polimorfismo de integrina 3 estd intimamente ligado a la funcioén de las
plaquetas en la hemostasis (Nurden, 1995), presentando ademds un significativo
caracter inmunogénico al desencadenar un numero clinicamente importante de
determinantes aloantigénicos que son responsables de la respuesta inmune que tiene
lugar en algunos desordenes inmunopatoldgicos como la trombocitopenia aloinmune
neonatal (NATP)y el sindrome ptrpura postransfusional (PTP) (Newman et al., 1989).

El polimorfismo de CD61 mas frecuente implicado en estos desoérdenes es el
sistema PI*'/P1*? (o HPA-1a/HPA-1b), que es causado por una transicion leucina (alelo
HPA la)—prolina (alelo HPA 1b) en la posicion 33 de la secuencia de aminoacidos
humana (Llanes D. et al., 2001). La molécula porcina caracterizada en este trabajo
corresponde por tanto al alelo HPA-1* (PI*"), al presentar en la posicion 33 el mismo
aminodcido caracterizado en humano para este polimorfismo.

El sistema dialélico HPA-4 (Pen) corresponde al polimorfismo definido por la
sustitucion arginina (HPA-4a, Pen®)—>glutamina (HPA-4b, Pen®) en la posicion 143 y
es la causa mas frecuente para los sindromes NATP y PTP en algunas poblaciones
asiaticas (Wang et al., 1992). Algunos autores han considerado que este cambio en el
aminodcido 143 podria afectar a la funcion de la molécula al localizarse en el dominio
de union al ligando RGD (Newman et al., 1995); sin embargo, se ha observado que la
presencia de histidina, como en el caso de la B; canina no manifiesta cambios
sustanciales en la agregacion plaquetaria (Lipscomb et al., 1999). La arginina es el
aminoacido en la posicion 143 en la CD61 porcina, por lo tanto, corresponderia al alelo
HPA-4a.
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Los sistemas aloantigénicos HPA-6, HPA-7 y HPA-8 son raros. El antigeno
plaquetario HPA-6 (Ca) corresponde con el polimorfismo descrito en la posicion 489:
arginina (HPA-6a, Ca")—glutamina (HPA-6Db, Cab) y ha sido asociado al sindrome
NATP humano (Wang et al., 1993). La molécula porcina se corresponde con el alelo
HPA-6b que es el que con mayor frecuencia se encuentra en el hombre.

El sistema aloantigénico plaquetario HPA-7 (Mo) involucra a la mutacion en en
el lugar 407 de la secuencia humana definido por el cambio prolina (HPA-7a, Mo")
—salanina (HPA-7b, Ca") (Nurden, 1995) mientras que el sistema HPA-8 (Sr) se
corresponde con la sustitucion arginina (HPA-8a, Sr*) —cisteina (HPA-8b, Ca’) en la
posicion 636 y fue el primer aloantigeno plaquetario detectado en el sindrome NATP
humano (Santoso et al., 1994). Para estas dos series polimorficas, la secuencia
aminoacidica deducida de la molécula CD61 porcina presentaria los alelos mas
frecuentes en humano: HPA-7a y HPA-8® respectivamente.

Por lo tanto, el modelo porcino podria ser ejemplar para las investigaciones de
los mecanismos de las enfermedades que afectan a las especies humana y veterinarias,
pudiendo ser también considerado a la hora de desarrollar agentes antiplaquetarios y

estudios de terapia génica.
1.3 ESTRUCTURA Y FUNCION EN LAS SUBUNIDADES f INTEGRINAS

Como ha sido visto con anterioridad, la caracterizacion de las integrinas
porcinas CD29 y CD61 ha puesto de manifiesto su elevado grado de conservacion en
otras especies de vertebrados. Numerosos autores han considerado que el grado de
conservacion estructural de las moléculas de adhesion esté intrinsicamente relacionado
con la conservacion de su funcion (Schwartz et al., 1995; Shattil et al., 1998; Dedhar y
Hannigan, 1996 Calvete, 1999). Esta relacion entre la estructura de las integrinas y la
funcion biologica que desarrollan ha sido estudiada fundamentalmente en el hombre
mediante el empleo de anticuerpos monoclonales, ensayos con enzimas proteoliticas,
mutagénesis dirigida a la modificacion de potenciales motivos funcionales y técnicas
de reaccion cruzada con péptidos sintéticos inhibidores de la asociacion ligando-
receptor. El resultado ha sido un incremento en el conocimiento de las interacciones de
los heterodimeros off con sus ligandos especificos mediante la caracterizacion de las
regiones estructurales de estas moléculas implicadas en la interaccion con el ligando, la
activacion de la integrina o bien otras directamente relacionadas con la relacion del
receptor con el interior celular y la transduccion de sefiales. Con el fin de elucidar la

funcion de las integrinas B porcinas, hemos llevado a cabo una aproximacion al estudio
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de su estructura en base al hecho constatado en este trabajo de que muchas de las
regiones funcionales de las integrinas 3 humanas estan conservadas en las integrinas f3

porcinas.
1.3.1 Motivos funcionales de la region extracelular

1.3.1.1. Union al ligando

Dentro del dominio extracelular de las subunidades P integrinas humanas se
localizan dos regiones de union al ligando. La primera es la secuencia localizada entre
los aminodcidos 109-171 en la B3 humana (correspondientes a 120-182 en la f3;)
(D’Souza et al., 1988), implicada en la unidn de la integrina a péptidos que contienen el
motivo aminoacidico RGD (Arginina-Glicina-Aspartico). Dentro de esta region el
motivo aminoacidico DXSXS (Asp119, Serl121, Ser123, en la subunidad 3 humana)
esta absolutamente conservado en todas las subunidades 3 y su importancia en la unién
de la integrina a su ligando especifico ha sido demostrada mediante ensayos de
mutacion dirigida llevados a cabo sobre B; (Takada et al., 1992), B, (Bajt et al., 1995) y
B3 (Bajt y Loftus, 1994). En el cerdo atn no han sido llevados a cabo estudios
funcionales similares, sin embargo nuestros resultados ponen de manifiesto la
conservacion de este motivo en las regiones homoélogas de las integrinas B; y Ps
porcinas (Figura 63 A) permitiendo suponer un procedimiento de interaccion de las
integrinas porcinas con sus ligandos especificos muy similar al evidenciado en la

especie humana.

Bl Humana Pl DLYYL MKDDLEN,, LooRl SGNLBSPEGG,,,
Bl Porcina Pl DLYYL MKDDLEN,, LRl SGNLBSPEGG, .,
A

B3 Humana . PVDI YYL VKDDLWB
3 Porci na ,..PVD YYL VKDDL ES
133

156 237SVSRN G%48

152 23sNVSRN GG,
B

Figura 63: Comparacion de las regiones funcionales de union al ligando entre las subunidades 3

porcinas descritas en este trabajo y sus homologas en la especie humana. A: sitio de unién al ligando

que contienen la secuencia RGD; B: sitio de union al fibrindgeno en la B; integrina. Resaltado en rojo

se encuentra la conservacion absoluta, mientras que en gris la conservacion parcial.

La anterior suposicion se ve sustentada cuando se considera el segundo sitio
potencial que interactuaria con el ligando, descrito en la subunidad 3 humana como
lugar especifico de union al fibrinégeno (Charo et al., 1991) y constituido por los
aminoacidos 211-222 (correspondientes a 220-231 en [3;). Como se observa en la

Figura 63 B, esta region funcional tiene sus secuencias homologas representadas en las
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integrinas 3; y P, caracterizadas en esta tesis, en las que se mantiene la presencia de
dos aminoacidos cuya participacion en la interaccion ligando-receptor se ha revelado
esencial en la especie humana. Se trata de los residuos Asp,;7 y Gluyyg de la subunidad
B3 humana cuya sustitucion mediante mutagénesis dirigida supone la pérdida de la
funcion del complejo aypP; (Tozer et al., 1996). La conservacion de estos aminoacidos
en la B3 porcina de la misma manera que estan presentes en las 3; humana y porcina

probablemente sea un indicio de su importancia en la funcion de estas integrinas.
1.3.1.2 Activacion

Las integrinas son proteinas alostéricas que pueden existir en un estado activo o
inactivo, siendo unicamente en el primer caso cuando son competentes para establecer
la interaccion con su ligando especifico. A nivel celular, la activacion de una integrina
puede ser controlada a través de su dominio citoplasmatico mediante la transduccion de
sefiales desde el interior al exterior celular y viceversa. La secuencia 227-238 de la
subunidad [3; humana esta situada entre las dos zonas directamente relacionadas con la
union al ligando anteriormente analizadas, y, aunque no esta directamente implicada en
esta interaccion, los cambios producidos en su conformacion podrian estar relacionadas
con una pérdida de contacto entre las cadenas o y B, dando como resultado la
exposicion al ligando de ambas regiones (Green et al., 1998). Este hecho ha sido
evidenciado mediante anticuerpos monoclonales especificos de este epitopo que son
capaces de reconocer preferencialmente el estado activo de la integrina mientras que se
unen con mucha menor afinidad al estado inactivo de la molécula (Mould et al., 1996).
En la especie porcina, la regulacion de la actividad de las B, integrinas podria ser
ejercido de la misma manera que en humano ya que la secuencia NKGEVFNELVGK
esta presente integramente en su secuencia (Figura 64). Esta secuencia reguladora no
se encuentra en las subunidades B3 humana y porcina sugiriendo que el estado de
activacion en las integrinas B3 debe ser regulado mediante un procedimiento diferente y

hasta el momento desconocido.

Bl Hunana 227 38
Bl Porcina . .8
B3 Humana .. DQVTRENEEVKK, .
B3 Porcina .0 DQVTRENEEVKK,

Figura 64: Comparacion del sitio de activacion-inhibicion entre las integrinas ; y B; humanas y
porcinas. En rojo se sefiala la conservacion absoluta entre las B; de ambas especies. En gris la
conservacion parcial de estas secuencias en las [3;.

111



Angeles Jiménez Marin Tesis Doctoral

1.3.2 Motivos funcionales de la region citoplasmatica

El dominio citoplasmatico de las integrinas estd conectado a los
filamentos de actina que constituyen el citoesqueleto celular y estd implicado en la
transmision de sefiales desde el exterior al interior de la célula (outside-in signaling).
Por otro lado, mediante su interaccion con proteinas intracelulares especificas, actua
modulando la afinidad de la integrina por su ligando mediante la propagacioén de
cambios conformacionales hacia el dominio extracelular (inside-out signalling).

La caracterizacion molecular de la B; y B3 porcinas revela la existencia en la
region citoplasmatica de ambas moléculas de dos potenciales dominios funcionales
implicados en la regulacion de adhesion celular mediada por las integrinas. Se trata de
la de los motivos constituidos por las secuencias KLLxxxxD y NPxY que como se
observa en la Figura 65 estan presentes en las 3 integrinas humanas y porcinas. La
primera de estas secuencias, la mas cercana a la zona transmembranaria contiene
residuos importantes en la asociacién de la cadena B con el motivo aminoacidico
GFFKR, conservado en la mayoria de las cadenas o (Baker et al., 1997). En particular
el aspartico terminal del motivo en B3 ha sido evidenciado en humano que interactua
con la arginina de su motivo complementario en oy, (Hughes et al., 1996). Este
aspartico estd conservado en las secuencias de las integrinas ; y B3 porcinas (Figura
65) sugiriendo que esta region es funcionalmente importante también en la especie

porcina.

REFAKFEKEKMNAKWDT
REFAKFEKEKMNAKWDT!

EFAKFEEERARAKVIDT A
EFAKFEEERARAKVDT A
Figura 65: Comparacion de la region citoplasmatica de las subunidades 3; y 3; humanas y porcinas.

La conservacion de los motivos funcionales estan sefialados en rojo y conservacion parcial de estos
dominios en gris. Los asteriscos sefialan la presencia de dos sitios potenciales de fosforilacion.

KSAVTTWNPKYEGKm
KSAVTTWNPKYEGKM
KEATSTFTNI TYRGT

KEATSTFTNI TYRGI

B1 Humana .,
Bl Porcina ,,
B3 Humana ,,,
B3 Porci na

M|
M |
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I
I'T

738l

784

El segundo dominio, el representado por el motivo NPxY, se encuentra presente
en las regiones intracelulares de todas las 3 integrinas humanas, a excepcion de la B4, y
como también estd conservado en las integrinas 3 porcinas caracterizadas en esta tesis.
La importancia de esta secuencia ha sido generalmente puesta de manifiesto mediante
ensayos de mutacion dirigida que han demostrado su implicacion directa en la
activacion de la molécula, esto es en la eficiencia en su interaccion con ligandos
especificos (Reszka et al., 1992).
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Uno de los residuos que constituyen este segundo dominio funcional es una
tirosina cuya fosforilacion es requerida para que se desencadenen los fenomenos de
unién al ligando, como ha sido evidenciado mediante estudios de mutacion dirigida
afectando a los residuos aminoacidicos que afectan a la interaccion ligando-receptor
(Schaffener-Reckinger et al., 1998). Otro sitio potencial de fosforilacion en la region
citoplasmatica estd representado por la treonina 779 de la cadena (33 humana,
conservada en las 3; humana y porcina al igual que en la B3 de cerdo (Figura 65). La
fosforilacion de este aminoacido ha sido propuesto como un mecanismo de regulacion
de la funciéon de las moléculas de adhesion al observarse que la inhibicion de las
fosfatasas citoplasmaticas producen el bloqueo de algunas funciones de las integrinas
como por ejemplo la agregacion plaquetaria mediada por el receptor o33 (Lerea et al.,
1999).

2. LOCALIZACION CROMOSOMICA DE LOS GENES

Los genes para las subunidades B; y B3 de cerdo han sido mapeados en
colaboracion con el Departamento de Genética Celular del Centro INRA de Toulouse
(Francia) mediante el empleo de un panel de células hibridas somaticas cerdo-roedor
desarrollado en el marco del Programa de Cartografia del Genoma Porcino (PigMap)
en el que actualmente se encuentran implicados diversos grupos de investigacion
europeos y de EEUU.

El gen CD29 esté localizado dentro del cromosoma 10 porcino (SSCR10) en la
region ql7, siendo, junto con la secuencia codificante de la proteina de expresion
tumoral vimentina (Tosser-Klopp et la., 1998) el segundo gen porcino mapeado dentro
de esta region. Este resultado esta en consonancia con los datos de mapeo comparativo
obtenidos hasta el momento y que tienen como objetivo el establecimiento de
correspondencias entre las regiones cromosdmicas humana y porcina (Goureau et al.,
1996). De esta manera, la identificacion de homologia entre los cromosomas de ambas
especies mediante el sistema denominado Zoo-FISH (Fronicke et al., 1996) ha
evidenciado la correspondencia entre la region 1/2q12-q17 del cromosoma 10 porcino
con el brazo corto del cromosoma 10 humano (HSAP 10p15-p11.2) y ello apoyado en
la localizacion del gen de la vimentina humana en HSAP 10p13 (Ferrari et al., 1987).

El gen CD61 se encuentra en el cromosoma 12 de cerdo (SSCR12), en la region
pl1-2/3p13. De nuevo, como en el caso anterior, los datos de mapeo comparativo entre
especies confirman este resultado ya que el cromosoma 12 porcino en su totalidad es
homologo al 17 humano (HSAP17) (Yerle et al., 1997). Ademas, el gen de la 33
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integrina humana estd localizado en la region q21.32 de HSAP17 (Sosnoski et al.,
1988) en una situacién muy cercana al sitio de mapeo del gen oy, (Bray et al., 1987)
constituyendo, junto con los genes GIP y HOX un grupo de sintenia que se agrupa de
manera similar en el cromosoma 11 del ratén (Bentley et al., 1993). Como se observa
en la Figura 66, en el cromosoma 12 porcino se presenta un agrupamiento de genes
similar al que encontramos en el cromosoma 17 humano, por lo que podemos deducir
la existencia de un grupo de ligamiento también en la especie porcina. Sin embargo, la
comparacion de ambos cromosomas nos indica una ordenacion inversa de los genes en
ambas especies, efecto que también ha sido puesto de manifiesto en cabra, en donde el

reordenamiento genético es similar al que encontramos en cerdo (Pinton et al., 2000).

Sscr12

Figura 66. Mapa fisico del cromosoma 12 de cerdo (SSCR12) y el 17 humano (HSAP17)
indicando la correspondencia entre ambos

A pesar de que desde un punto de vista estructural las integrinas son moléculas
heterodiméricas constituidas por una cadena a y otra 3 asociadas, en general, los genes
que codifican para ambos tipos de moléculas no mapean juntos dentro del genoma. Asi,
en ninguna especie ha sido evidenciada la presencia de un sitio de ligamiento entre el
gen CD29 y alguno de los genes que codifican para la amplia variedad de cadenas a
con la que esta subunidad [; de las integrinas se encuentra asociada.
Excepcionalmente, sin embargo, los genes para la integrina LFA-1 humana CD1la
(subunidad o integrina) y CD18 (subunidad [3; integrina) se localizan juntos en HSAP
21q2 (Corbi et al., 1988) y como ha sido indicado con anterioridad, los
correspondientes al receptor de plaquetas a3 (CD41/CD61) mapean juntos en HSAP

17921. Algunos autores han relacionado este ligamiento genético con la funciéon de
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ambos receptores. Concretamente Thornton y col. (1999) proponen que el sitio
cromosomico ay,-f3 podria estar constituyendo un locus especifico de expresion de la
integrina durante el proceso de megacariopoyesis. Una hipotesis similar podria ser
planteada en la especie porcina, aunque para ello, previamente habria de ser confirmada
la presencia del gen CD41 en SSCR12.

3. EXPRESION DE LAS INTEGRINAS B; Y f; PORCINAS

La expresion de las integrinas porcinas ; y B3 ha sido estudiada en esta tesis
desde la consideracion de dos aproximaciones distintas y complementarias. En primer
lugar ha sido analizada mediante RT-PCR la expresion de los transcritos de cada
molécula en diferentes tejidos. A continuacion, se abordo el estudio de la distribucion
celular de cada proteina mediante técnicas de inmunohistoquimica con un anticuerpo
policlonal en el caso de CD29 y anticuerpos monoclonales para CD61.

Los resultados de RT-PCR indicaron la expresion del gen CD29 en todos los
tejidos analizados, si bien con un nivel mas reducido en aquellos tejidos de naturaleza
no linfoide. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos en otras especies,
concretamente humano y raton donde la expresion del ARNm que codifica para esta
proteina presenta también una amplia distribucion tisular (Altruda et al., 1990;
Pinkstaff et al., 1999; Baudoin et al., 1996). Por otro lado, estudios preliminares en
humano han puesto de manifiesto que los transcritos especificos del gen CD29
presentan niveles de expresion reducidos en tejidos no linfoides y no llegan a ser
detectados por andlisis de Northern-blot (Altruda et al., 1990).

La expresion de los transcritos especificos de CD61 es patente en tejidos
linfoides, resaltando el alto nivel de expresion de este gen en plaquetas. Este analisis
del gen CD61 porcino refleja, al igual que las referencias en humano, que su expresion
no estd limitada a las plaquetas, presentandose en otros tipos celulares (Wall et al.,
1997). La alta expresion del gen CD61 porcino en plaquetas estd en concordancia con
la abundante presencia de esta proteina en la superficie de estas células, al estar
descrito en humano alrededor de 80.000 copias del receptor a3 en su superficie
celular (Shattil et al., 1998).

Con la produccion de anticuerpos frente a una secuencia parcial de ambos genes
porcinos se analizo la distribucion de sus heterodimeros en tejidos y células de cerdo
mediante técnicas inmunohistoquimicas.

En estudios preliminares se observo que la fijacion del tejido con formaldehido
tamponado al 10% afectaba al reconocimiento del antigeno, enmascarando los grupos

antigénicos y disminuyendo o incluso anulando la reaccion con el anticuerpo. Este
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hecho es atribuible a la accion desnaturalizante que este tipo de fijador ejerce sobre las
proteinas, si bien es mas eficaz en la inmovilizacion de los componentes proteicos y la
conservacion de su morfologia (Palacin Forgue, 1984).

Al no existir un fijador universal, la eleccion debe de estar en funcion de los
grupos antigénicos que se pretenden detectar, tratando de buscar un equilibrio entre la
preservacion de la morfologia y de la inmunorreactividad (Palacin Forgue, 1984). En
nuestro estudio el fijador que cumple estos requisitos es el liquido de Bouin.

La distribucion tisular de la B; integrina porcina fue estudiada mediante el
anticuerpo policlonal anti-CD29R. En general, el patron de inmunorreaccion en los
distintos tejidos estudiados pone de manifiesto que esta proteina estd expresada
principalmente en musculo liso, endotelio de los vasos sanguineos y células del linaje
mieloide, y no se ha encontrado expresion en las células del linaje linfoide.

La presencia de CD29 en el musculo liso vascular probablemente sea debida al
receptor o131, como se pone de manifiesto con el estudio de Skinner y colaboradores
(1994), donde se detecta este heterodimero en el musculo liso vascular de arterias
humanas. La localizacion de esta integrina en musculo liso no vascular se debe
presumiblemente a la integrina asf;, al estar descrita su homodloga humana en
interaccion con la fibrina (Yee et al., 1998). Sin embargo, en el endotelio puede estar
reconociendo distintos miembros de la subfamilia ;, ya que el endotelio vascular
humano expresa a o1, 02f1, o3P, asPr y aePi (Kramer et al, 1990). A pesar de que la
subunidad B, fue originalmente caracterizada en linfocitos T activados, formando parte
de los heterodimeros a1 y o231 (Hemler, 1990), el anticuerpo policlonal no reconoce
este tipo celular, y ésto probablemente sea debido a la diferente expresion de CD29
durante la activacion celular del tejido linfoide (Hemler, 1990), no siendo perceptible
tal diferencia probablemente por la técnica de estudio empleada. Esta ausencia de
inmunorreaccion entre los linfocitos también se ha observado con otros estudios
inmunohistoquimicos realizados en humano y ave (De Strooper et al., 1988; Favre et
al., 1992). Estos trabajos preliminares concuerdan también con la presencia de reaccion
en la vasculatura y tejido muscular liso en estas especies (De Strooper et al., 1988).

El estudio de distribucion tisular pone de manifiesto un aumento de expresion
de la CD29 porcina conforme algunos tipos celulares progresan en su estado de
maduracion. Entre los tejidos que presentan esta distribucion en la expresion de la B se
encuentra el intestino, donde se observa una graduaciéon en la intensidad en la
inmunorreaccion conforme las células epiteliales de la mucosa intestinal se diferencian,
localizdndose la mayor intensidad de reaccion en las células con mayor estado de

maduracion, en los bordes estriados de los villi y las glandulas (Figura 25). Al analizar
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la expresion de esta molécula en tonsilas se observa también una distribucion
heterogénea relacionada con el estado de maduracion de las células. En este tejido las
c¢lulas menos maduras no presentan inmunorreaccion, correspondiendo a la capa basal
germinativa del epitelio escamoso. Con su progresiva maduracion hacia la superficie,
se observa un aumento en la intensidad de reaccion y aparecen mdas marcadas las
c€lulas apicales del epitelio escamoso de la superficie y de las criptas tonsilares
(Figura 28 y 29). En la médula 6sea se distingue el grado de maduracién en los
megacariocitos observandose mayor marcaje del citoplasma de los megacariocitos
maduros y apareciendo mas débilmente marcado el citoplasma de los inmaduros. En la
especie humana también se ha evidenciado este patron inmunohistoquimico de
aumento de expresion de esta proteina conforme se desarrolla la maduracion celular en
un estudio de expresion en timo, ganglio linfatico y piel (Favre et al., 1992).

Esta interesante distribucion de la proteina en estos tejidos sugiere que el
receptor CD29 porcino podria ser considerado como un posible marcador de la
diferenciacion de algunos tipos celulares. Este papel es conocido en su homologo
humano, donde experimentos con anticuerpos inhibidores evidencian una importante
funcion de esta proteina durante la diferenciacion de un gran nimero de tipos celulares,
incluyendo los osteoclastos, las células epiteliales mamarias, queratinocitos y los
mioblastos (Brakebusch et al., 1997).

Para el estudio inmunohistoquimico de la [3; integrina se utilizaron los
anticuerpos monoclonales AJ2G11 y AJRC2, obteniendo idénticos resultados en
ambos casos. En primer lugar, hay que destacar su nivel de reaccion en el endotelio
vascular de todos los tejidos, debida probablemente a la expresion constitutiva del gen,
evidenciada también por algunos autores en estudios de expresion de la integrina B3 y
el receptor ayfPs en cerdo y rata, respectivamente (Singh et al., 2000; Moreno et al.,
2002). Otro tejido donde se observa siempre la expresion de esta integrina es en
musculo liso, localizdndose en los vasos sanguineos, las trabéculas del bazo y el tejido
bronquial. Esta expresion, también se debe probablemente a la presencia de ayfs en
este tejido, como se ha sido indicado en estudios previos de expresion en humano (Yee
et al., 1998). Ambos anticuerpos monoclonales son ademds marcadores de la serie
mielode al aparecer inmunorreactividad en todos los tejidos analizados donde hay
presencia de este tipo celular. De esta forma se encuentran marcadas las células de la
seriec mieloide en la médula 6sea, macrofagos en el bazo, monocitos del ganglio
linfatico, pulmon e higado, y leucocitos polimorfonucleares en el glomérulo renal.

Sin embargo, los anticuerpos monoclonales 4AJ2G11 y AJRC2 no presenta
inmunorreactividad frente a células del linaje linfoide, como ha sido observado en las

preparaciones de ganglio linfatico, timo y bazo. Este mismo resultado se ha puesto de
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manifiesto en humano mediante el empleo del anticuerpo monoclonal 7E3, sobre
poblaciones de linfocitos de tonsilas, timo, ganglio linfatico, bazo o apéndice intestinal
humanos (Zutter, 1991).

El empleo de muestras de bazo procedente de un cerdo con la enfermedad de
Glasser permitid6 observar la liberacion de plaquetas a partir de megacariocitos
conforme sufrian su diferenciacion celular en el proceso de megacariocitopoyesis. La
enfermedad de Glasser se caracteriza por la aparicion de una infeccion generalizada por
la bacteria gramnegativa Haemophilus parasuis (Smith et al., 1990). El shock séptico
producido por esta enfermedad provoca una respuesta inmunologica extrema por parte
del organismo, llegando a producir lesiones vasculares que conducen a la activacion del
sistema de coagulacion (Cotran et al., 2000). La necesidad por parte del organismo de
aumentar la respuesta inflamatoria y favorecer la eliminacion de las lesiones vasculares
provocan un déficit plaquetario que debe ser contrarrestado mediante la activacion de
sus precursores celulares, provocando la inusual presencia de los megacariocitos en el
bazo (Cheville, 1999). Estos megacariocitos liberan las plaquetas dentro de la pulpa
roja esplénica observandose alrededor de su progenitor en forma de anillo periférico,
siendo mas reducido en megacariocitos inmaduros que en maduros (Figura 46 y 47),
como se evidencia mediante el uso de ambos monoclonales y con un marcador de
plaquetas (Factor VIII) para comprobar la especificidad de la inmunorreaccion.
También se observa con frecuencia reactividad en agrupaciones de plaquetas
distribuidas de forma heterogénea en la pulpa esplénica (Figura 45).

Este efecto no se observa en muestras de médula o6sea de cerdos
fisiologicamente normales. En este tejido el abastecimiento constitutivo de plaquetas
por parte de estos animales, en ausencia de este tipo de respuesta inmunoldgica
extrema, hace que los anticuerpos muestren una inmunorreactividad menos evidente,
apreciandose la reaccion de forma mas ligera en el citoplasma de sus precursores
(Figura 48). Este hecho es debido probablemente a la presencia en el citoplasma de a-
granulos que sufren también un proceso de maduracion conforme los megacariocitos se
diferencian en plaquetas y en los que se encuentra el receptor oupBs (Heijnen et al.,
1998).

Por lo tanto, ambos anticuerpos podrian constituirse como posibles marcadores
de la maduracién de este tipo celular al observarse una reaccion mas patente del
megacariocito liberando plaquetas en el bazo y una tincién mas débil en el citoplasma
del megacariocito en la médula 6sea debido probablemente al proceso de diferenciacion
celular que da lugar a las plaquetas.

En las preparaciones de pulmoén la reaccion con ambos anticuerpos esta presente

en algunas células mononucleadas, identificadas como monocitos y macrofagos. Esta
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distribucion tisular se observa en parte también en un estudio previo de expresion en
cerdo realizado con el anticuerpo anti-oyPs (Singh et al., 2001) que reaccion6 con
células mononucleadas del parénquima pulmonar y los espacios alveolares, pero sin
especificar qué tipos celulares eran. Sin embargo nuestros anticuerpos evidencian la
expresion de CD61 en células mononucleadas localizadas en el interior de los capilares
sanguineos del parénquima pulmonar, identificandose por su morfologia como
monocitos circulantes y macrofagos intravasculares pulmonares (M.L.Ps.), no
reconociendo ninguna de las célula en el espacio alveolar, que han sido identificadas en
nuestro caso, como macrofagos alveolares pulmonares (M.A.Ps.) (Figura 56). La
ausencia de inmunorreaccion en esta subpoblacion celular, probablemente sea debida a
la pérdida de adhesion de estos macrofagos al endotelio, que posiblemente esté
mediada por esta integrina, o bien al uso de un fijador que afecte a la conformacion de
este receptor de membrana en la preparacion de la muestra en estudio. Profundizar en el
reconocimiento de los M.I.Ps., uno de los tipos celulares reconocidos, seria de gran
interés ya que forman una subpoblacion de macrofagos altamente reactiva adherida al
endotelio capilar del pulmén con gran importancia inmunolégica y distintos papeles de
vigilancia en algunas especies de mamiferos (Chitko-McKown y Blecha, 1992L).

La expresion de la subunidad 3 porcina con ambos anticuerpos monoclonales
en rifion presenta inmunorreaccion similar a la descrita en trabajos preliminares en
cerdo (Singh et al., 2001; Moreno et al., 2002), localizdndose reactividad en el epitelio
de los tubulos renales (Figura 53). Una revision de la expresion de las integrinas en
este tejido en mamiferos, entre los que no se encuentra la especie porcina, ponen de
manifiesto una expresion mas amplia de esta integrina al localizarse en los podocitos y
la capsula de Bowman de los glomérulos renales (Kreidberg y Symons, 2000). Sin
embargo, esta expresion no es detectada por los anticuerpos monoclonales AJ2G11 y
AJRC2, por lo tanto, el resultado indicaria que la subunidad B3 porcina podria mostrar
una distribucion mas restringida en este tejido. Por otra parte, la presencia de esta
integrina en el epitelio porcino ha sido también observada en las preparaciones de timo
empleadas, donde se observa que las células epiteliales que constituyen los corptisculos
de Hassall en este 6rgano aparecen marcadas con los anticuerpos monoclonales
empleados.

Por ultimo, en higado la expresion de CD61 porcina con ambos anticuerpos
monoclonales presenta inmunorreaccion en células aisladas de los sinusoides hepaticos
que corresponden a células de von Kupffer (Figura 57). Un trabajo previo de esta
integrina en cerdo describe inmunorreactividad no solo en estos macréfagos hepaticos
sino también en el epitelio de los conductos biliares (Singh et al., 2001). Sin embargo,

no se dispone de mucha mas informacion en cuanto a su distribucion tisular y, como en
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el caso anterior, parece tratarse de un tejido con una expresion reducida de esta

integrina, como se pone de manifiesto en trabajos previos (Moreno et al., 2002; Singh
etal., 2001).
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Conclusiones

1. Mediante el empleo de sondas especificas de ADN y genotecas de expresion,
han sido caracterizadas las secuencias codificantes de los genes de las subunidades B; y
3 de las integrinas porcinas. El andlisis de la estructura molecular de estas proteinas y
la comparacion con sus homologas en distintas especies de vertebrados han puesto de
manifiesto el elevado grado de conservacion que mantienen estas moléculas a lo largo
de la evolucion. Esta conservacion estructural, con probabilidad deberd estar
relacionada con un mantenimiento de la funcion de ambas integrinas en los procesos de

adhesion celular que tienen lugar en la especie porcina.

2. La subunidad B, presenta 12 sitios potenciales de N-glucosilacion mientras
que la B3 presenta unicamente 8. Esta diferencia en el nivel de glucosilacion de ambas
moléculas probablemente sea el motivo de que CD29 sea mas eficientemente

reconocida que CD61 por los anticuerpos naturales humanos en el xenotransplante.

3. El gen CD29 mapea en la region ql7 del cromosoma 10 del cerdo, y el gen
CD61 en la regién p11-2/3p13 el del cromosoma 12. Ambas localizaciones estan en
consonancia con los datos de mapeo comparativo llevado a cabo entre las especies
humana y porcina confirmando, la correspondencia entre la region 10q12-ql7 y el
cromosoma 12 en el cerdo y la region 10p15-pl11.2 y el cromosoma 17 humano,

respectivamente.

4. El estudio de expresion de la subunidad B, de las integrinas ha indicado que
esta proteina se expresa exclusivamente en musculo liso, endotelio vascular, epitelio y
células hematopoyéticas del linaje mieloide, pudiendo ser considerada un marcador de
este ultimo tipo celular frente a las células de linaje linfoide en donde no aparece

expresada.

5. El analisis de la distribucion tisular de la proteina CD29 porcina ha puesto de
manifiesto el aumento en su nivel de expresion a medida que progresaba el estado de
maduracion en algunos tipos celulares, indicando que al igual que en la especie
humana, en el cerdo, la subunidad 3; de las integrinas podria representar un importante

papel en los procesos de diferenciacion celular.
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6. El estudio de expresion de la subunidad 35 de las integrinas porcinas pone de
manifiesto que, se trata de una molécula con un patron de distribucion similar al
observado en otros vertebrados, con presencia en musculo liso, endotelio, epitelio,
plaquetas y células del linaje mieloide. Sin embargo, los resultados obtenidos en rifion
e higado reflejan que en el cerdo esta molécula presenta una expresion mas restringida

que su homologa humana.

7. La ausencia de expresion de CD61 en células del linaje linfoide indica que
esta molécula puede ser considerada como un marcador del linaje mieloide, dentro del
cual ha manifestado una heterogeneidad en la expresion en megacariocitos en diferente
estado de maduracion, lo que puede estar relacionado con una posible funcion de esta

molécula en la diferenciacion de este tipo celular.

8. Los anticuerpos monoclonales AJ2G11 y AJRC2 reconocen los macrofagos
intravasculares pulmonares, pero no los macréfagos alveolares pulmonares, sugiriendo
su posible utilidad en la distincion de estas dos importantes subpoblaciones celulares

cuya funcidn esta relacionada con la vigilancia inmunolégica dentro del pulmon.
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Anexo 1

ANEXO 1: REACTIVOS

Agua DEPC (dietilenopirocarbonato): 0,2% DEPC (Sigma), agitar vigorosamente
durante una hora e inactivar el reactivo mediante el autoclave.

CTAB 5%: 2,5 g de bromuro hexadeciltrimetil amonio (Merck) en 50 ml.

Formamida desionizada: A la formamida (Sigma) se anade resina de intercambio
16nico (Sigma) en una proporcion de 1/10 p/v en agitacion lenta a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Se retira la resina por filtracion.

GB1: 100mM Tris-HCl pH 7,5 y 150mM NacCl.

GB2: 2% agente de bloqueo en GB1.

GB3: 100mM Tris-HCI pH 9,5, 100mM NaCl, 50mM MgCl,.

LB agar: 1,5 % agar / litro LB, autoclavar.

Liquido de Bouin: 78,8% solucion de 4cido picrico acuoso saturado, 26%
formaldehido 40% y 5,25% acido acético glacial.

Medio de congelacion: 45 ml de suero fetal bovino, previamente inactivado durante
una hora a 56°C, 5 ml de dimetil-sulfoxido (DMSO) (Sigma).

Medio HY con antibidtico: 2.500 U/L penicilina (Sigma), 2,5 mg/l streptomicina
(Sigma), en medio HY.

Medio HY suplementado: 0,1mM hipoxantina (Sigma), 0,016mM timidina (Sigma),
2.500 U/L penicilina, 2,5 mg/l streptomicina, 10% suero fetal bovino (Sigma) en medio
HY.

Medio HY: 13,3% Medio HY (Sigma), 3,5% NaHCOs, pH 7,3.

Medio LB (Lennox L Broth Base): 2% LB (Sigma), autoclavar.

Medio selectivo HAT (hipoxantina/aminopterina/timidina): 0,ImM hipoxantina
(Seromed), 0,016mM timidina (Seromed), 0,4uM aminopterina (Seromed), en medio
HY.

NEW Wash: 20mM Tris pH 7,4, ImM EDTA, 0,1M NacCl, 50% EtOH.

NZY: 85,5mM NaCl, 8mM MgSO,, 0,5% extracto de levadura (Difco), 1% caseina
hidrolizada (Sigma), pH 7.5 con NaOH.

NZY-agar: composicion igual a NZY, pero con 1,5% agar.

NZY-agarosa de cobertera: composicion igual a NZY, pero con 0,7% agarosa.
PBS/PBST (tampon fosfato salino/ tampon fosfato salino-tween): 8,1 mM NaHPOy,,
1,5 mM KH,POy, 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, pH 7,4/ Tween-20 0,1% (Panreac).
Psi-a: 0,5% Bacto extracto de levadura (Difco), 2 % bacto triptona (Panreac), 0,5 %
MgSOs, 1,4% bactoagar (Difco), pH 7,6 con KOH.

Psi-b: Composicion igual a Psi-a, pero sin agar.
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Solucién 1 (stock de monomeros): 29,2% acrilamida (Serva), 0,8% de bis-acrilamida
(Amresco).

Solucion 4: 10 % SDS (dodecil sulfato sddico).

Solucién APS: 10% APS.

Soluciéon BCIP: 50 mg/ml 5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato (BCIP) (Roche) en
dimetilformamida.

Solucion de B-mercaptoetanol: 1,8 ul de B-mercaptoetanol (Merk) y 98,2 ul de agua
(1.8%).

Solucion de anticuerpo anti-Digoxigenina: 1:10000 6 75 mU/ml de anti-digoxigenina
AP Fab fragments (Roche) en solucion de bloqueo GB2.

Solucién de ARNasa: 10 mg/ml de ARNasa (Roche).

Solucién de bloqueo: Leche desnatada en polvo 5% en PBS o BSA (Roche) 2% en
PBST.

Soluciéon de bromuro de etidio: 10 mg/ml bromuro de etidio (Roche).

Solucion de carga (secuenciacion): 25mM EDTA pH 8.0 con azul de dextrano
(Sigma) 50 mg/ml; en proporcion 5:1.

Solucién de carga 10X (electroforesis agarosa): 40% sacarosa (Merck) en agua,
0,25% azul de bromofenol (Panreac), 0,25 % xileno cianol (Sigma).

Solucion de coloracion: 4,5 ul de NBT, 3,5 ul de BCIP/ml GB3.

Solucion de detencion: 0,5N Fluoruro Sodico (Panreac).

Solucién de Ficoll-Urografin: 8% ficoll 400 (Pharmacia Biotech) en agua destilada al
que se aiade amidotrizoato sodico y meglumina al 76% (Schering) hasta alcanzar una
densidad de 1,080 g/ cm’.

Solucién de glurataldehido: 0,5% de glutaraldehido en PBS.

Solucion de hibridacion: 50% formamida desionizada, 5xSSC, 0,1% p/v N-
lauroilsarcosina, 0,02 % p/v SDS 'y 2% p/v agente de bloqueo.

Solucién de lisozima: 50 mg/ml lisozima (Roche).

Soluciéon de PEG (polietilén glicol): 1,6M NaCl, 13% PEG 8000 (Merk).

Solucién de poli-L-lisina: 1mg de poli-L-lisina (Sigma) en 100 ml de PBS.

Solucion de tincion: 0,125% Coomassie Blue R-250 (Panreac), 50% metanol, 10%
acido acético.

Solucién decolorante: 50% metanol, 10% éacido acético en agua destilada.

Solucion desnaturalizante: 0,5N NaOH y NaCl 1,5M.

Solucion eosina: 0,25% eosina (Panreac), 0,02% NaN; en PBS.

Solucién gel concentrador 4%: 7ml H,O, 1,5 ml solucion 1, 2,87 ml tampén de
trasferencia 3, 120 ul solucién 4, 100 ul solucion APS, 10 ul TEMED.
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Solucién gel separador 10%: 8 ml H,O, 6,67 ml solucién 1, 5 ml tampén de
transferencia 2, 200 ul soluciéon 4, 100 pl solucion APS, 10 ul TEMED.

Solucién gel separador 15%: 3,1 ml H,O, 6,4 ml solucion 1, 3,2 ml tampdén de
electroforesis 2, 130 ul solucion 4, 80 ul solucion APS, 8 ul TEMED (N, N, N’, N-
tetrametil-etiléndiamina) (Sigma).

Solucion gel separador 5%: 7,3 ml H,O, 2,2 ml soluciéon 1, 3,2 ml tampon de
transferencia 2, 130 ul solucidn 4, 80ul solucion APS, 8ul TEMED.

Solucién I: 25mM Tris-HCI pH 8, 50mM Glucosa, 10mM EDTA.

Solucion I1: 0,2M NaOH, 1% SDS.

Solucion III: 3M KOH, 5 M acido acético.

Soluciéon NBT: 75 mg/ml tetrazolio de nitroazul (NBT) (Roche) en dimetilformamida
al 70%.

Solucion negro-amido: 0,1% negro-amido 10-B, 45% metanol, 10% acido acético.
Solucion neutralizante: 1M Tris-HCI pH 7,5 y 1,5M NaCl.

Solucién reveladora de ELISA: 0,5M acido citrico pH 4 (Panreac), 1/100 (v/v) 2%
ABTS (acido 2,2 azino-bis (3-etilbezo-tiazolin-6-sulfonico)) (Roche), 0,03% H,0..
Solucidn salina: 0,45% NaCl en agua destilada.

Solucién Tris: Tris 0,05M, pH 7,6.

SSC 5X (sal de citrato sddico): 0.75M NacCl, 0.075M citrato sédico, pH 7.

STET (Sacarosa-Triton-EDTA-Tris): 8% sacarosa, 0,1% triton X 100, 50mM EDTA,
50mM Tris-HCI, pH 8.

TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1x: 0,04M Tris-Acetato, 0,001M EDTA, pH 8,5.

Tampon 2 de electroforesis: 1,5M Tris-HCI, pH 8,8.

Tampon 3 de electroforesis: 0,5M Tris-HCI, pH 6,8.

Tampoén de acoplamiento: 0,1M NaHCO; pH 8,3, 0,5M NaCl.

Tampon de electroforesis 10x(ARN): 0,2M MOPS (4cido morfolino-
propanosulfonico) (Sigma), 20mM NaOAc (Merck), 20mM EDTA pH 8, pH 7 con
NaOH 2N.

Tampon de elucion: composicion igual a tampdn de lisis B, pH 5,9 6 4,5 con HCL
Tampon de lavado C: composicion igual a tampon de lisis B, pH 6,3 con HCI.
Tampoén de lisis B: 8M urea, 0,1M NaH,POy, 0,01M Tris, pH 8 con NaOH.

Tampén de lisis celular: 10mM Tris-HCI, 150mM NaCl, ImM EDTA, ImM
PMSF(fluoruro fenilmetilsulfonico) (Merck), 0,05% NP-40 (Sigma), pH 7,4.

Tampon de lisis: 100mM CINa, 10mM Tris-HCI pH 8; 25mM EDTA (4cido etilén-
diaminotetracético) pH 8, 0,5% SDS, 0,1 mg/ml de proteinasa K.
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Tampon de transferencia: 25mM Tris, 192mM Glicina, 20% metanol, pH 9,2.
Tampon de tratamiento de muestras: 0,125M Tris-HCI, 4% SDS, 20% glicerol,
(10% 2-mercaptoetanol) (Merck), 0,1% Brilliant blue (Sigma), pH 6.8.

Tampon puente electroforesis: 0,025M Tris-HCI, 0,192M Glicina, 0,1% SDS.
Tampon SM: 100mM NaCl, 10mM MgS0O,47 H,0, 0,01% gelatina, 50mM Tris-HCI pH
7,5.

TBE 10X (Tris-Borato-EDTA): 0,9M Tris-Borato, 0.02M EDTA.

TBE Modifier: Manitol 1M (Sigma).

TE (Tris-EDTA): 10mM Tris-Cl, ImM EDTA, pH 8,0.

TFb 1: 30mM Acetato de potasio, 100mM KCl, 10mM CaCl,, 50mM MnCl,, 15 %
glicerol, pH 5,8 con 4cido acético 0.2M.

TFb 2: 10mM MOPS, 75mM CaCl,, 10mM KCI, 15% Glicerol, pH 6,5 con KOH.
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ANEXO 2: APARATOS Y MATERIAL

Agitador orbital HeidolpH UNIMAX 1010

Bafio de 37°C (Precisterm-pSelecta)

Bomba de vacio Pharmacia LKB-VacuGene (Pharmacia)

Bomba peristaltica P-1 (Pharmacia)

Botella o placas de cultivo(Greiner)

Caja de Petri de 92 mm/150 mm de didmetro (Greiner)

Centrifuga Heraeus-Sepatech Megafuge 1,0 (Heraheus Instruments)
Colector de fracciones (Pharmacia LKB-RediFrac)

Cubetas de electroforesis Gel electrophoresis apparatus GNA-100 (Pharmacia)
Equipo de transferencia semiseco (Millipore)

Espectrofotometro SmartSpec 3000 (Bio-Rad)

Formador de gradientes SG SERIES (Hoffer Scientific Instrument)
Fotomicroscopio Olympus BH 2

Fuente de alimentacion 2103 POWER SUPPLY (LKB BIOCHROM)
Fuente de alimentacion LKB-MultiDrive XL (Pharmacia)

Horno de hibridacion Stuart Scientific

Incubador INFORSHT

Lector de ELISA Microplate Reader Model 550 (Biorad)
Megacentrifuga Beckman J2-21

Microcentrifuga Sorvall MC 12V (DuPont)

Microtomo MICRON HM325

Placas microtest p96 (Greiner)

Procesador automatico SHANDOM Hypercenta XP y SHANDOM Histocentre 2
Secuenciador automatico ABI 373 XL Strech (Perkin Elmer)

Sistema de transferencia Pharmacia LKB-VacuGene XL (Pharmacia)
Soportes de electroforesis SE 250y SE 600 (Hoffer Scientific Instrument)
Termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer)
Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer) (secuenciacion)
Transiluminador LKB 2011 MacroVue (LKB BIOCHROM)

Tubos de 1,5/2 ml Eppendorff

Tubos de 10/50 ml Falcon
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