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X-gal : 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido

RESUMEN

El objetivo general de este trabajo de tesis fue caracterizar a nivel molecular
una adenilil ciclasa (A.C.) de oocito de Xenopus laevis y su interaccion con otros
componentes que participan en el sistema de transduccion de sefial. Para ello
utilizamos sistemas de expresion en células en cultivo (sistema heterélogo), el cual
nos permitié realizar estudios de actividad de A.C. en respuesta a GppNHp,
forskolina, AlF4 y Ca?*/CaM. Posteriormente, los estudios realizados a través de la

técnica de doble hibrido, nos permitieron analizar la interaccidén entre las regiones
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citosolicas C1 y C2 de la A.C. de X. laevis y las subunidades Gas silvestres,
mutantes y quimeras.

Se obtuvo el gen completo que codifica para una adenilil ciclasa (A.C.) de
oocito de X. laevis. EI cDNA posee un tamafio de 4.372 pares de bases y contiene
un marco de lectura abierto para una proteina de 1.355 amino&cidos. La
comparacion de la secuencia de aminoacidos deducida con secuencias de A.C. de
mamifero, mostré un bajo indice de identidad (19,7%-24,2%), excepto con la A.C.
de tipo IX de ratdén (70%). A través de andlisis de transcripcién reversa y PCR se
detecté expresion del mRNA durante la oogénesis, pero no durante estados
tempranos de la embriogénesis (moérula y blastula), indicando probablemente su
participacion en el proceso de maduracion. La expresion de la A.C. de X. laevis en
células en cultivo COS-7 y HEK293 resulté en un aumento de la actividad basal, la
cual fue estimulada notoriamente por Gpp(NH)p y NaF, pobremente por forskolina
e insensible a calcio-calmodulina. Este tipo de regulacion es similar al mostrado por
la A.C. de tipo IX de raton, por lo que ambas A.C. representarian una nueva isoforma
de A.C. Utilizando el sistema de doble hibrido en levadura se analizo la interaccion
fisica entre los dominios C1 y C2 de la A.C. y la proteina Gas. Se encontro
interaccion entre C2 y entre C1y C2, pero no entre C1, lo que esta de acuerdo con
las estructuras cristalinas previamente descritas para este tipo de complejos.
También se observo interaccion solamente entre el dominio C2 y la especie activa
de Gas (Ga-GTP), lo que concuerda plenamente con estudios previos de tipo
cristalograficos y bioquimicos.

Todos estos resultados indican que la A.C. de X. laevis pertenece a un nuevo
isotipo de enzima dentro de esta gran familia de proteinas que es regulada
positivamente por la especie activa de la proteina Gas a través de su dominio

citosolico C2.
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