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1. INTRODUCCION

El nucleo de la célula eucariota esta separado del citoplasma por una doble
membrana, que divide eficazmente los procesos nucleares, como la replicacion de
DNA vy la transcripcion/maduracion de RNA, de la traduccion del mRNA en el
citoplasma. El transporte de macromoléculas hacia dentro y fuera del nucleo es
esencial para la regulacion del crecimiento celular y estd mediado por canales que
permean la envoltura nuclear, llamados complejos de poros nucleares (NPC).
Mientras que la mayoria de la moléculas pequeiias (menores de 40 kDa) pueden
difundir pasivamente a través del NPC, muchas proteinas contienen sefiales en su
secuencia aminoacidica que facilita un transporte nucleocitopldsmico dependiente de

energia, especifico y rapido (Nigg et al., 1997).

Las sefiales de localizacion nuclear (NLS, nuclear localization signal) hacen posible
la importacion nuclear mediante la unidn directa a uno o mas receptores de la familia
de las a-importinas o B-importinas (Ohno et al.,1998). Otras secuencias proteicas
median el proceso contrario, es decir, la exportacion proteica del nucleo al
citoplasma (Nakielny y Dreyfuss, 1997). Este trasporte al citoplasma se lleva a cabo
gracias a las llamadas sefiales de exportacion nuclear, (NES) (nuclear export signal),
y las rutas y los detalles de este mecanismo estan menos estudiadas que las de
importacion. Las proteinas que contienen ambas secuencias, NLS y NES, tienen la
capacidad de alternar su localizacion nucleocitoplasmica; y por lo tanto, mediante la
regulacion de este movimiento, la célula es capaz de controlar la localizacion y la
actividad de dichas proteinas (Hood y Silver, 1999). Ambos procesos, de

importacion y exportacion nuclear se resumen en la Figura 1.

Las primeras NESs “transferibles”, es decir, aquellas secuencias capaces de
proporcionar la exportacion cuando se fusionan a otras proteinas, fueron
identificadas en la proteina Rev del VIH-1 (Pemberton ef al., 1998) y en el inhibidor
de la protein kinasa (PKI) (Wen et al, 1995). Desde el descubrimiento de estas
sefiales se han podido detectar mas proteinas celulares, de muy diversas funciones,
que también las contenian, entre ellas la famosa proteina supresora de tumores p53
(Nguyen et al., 2012). Los estudios iniciales de estas secuencias llevaron a proponer

un consenso de NES [¢' — (X)2:3 — ¢* — (X)23 — ¢° - (X) — ¢"], con cuatro residuos



hidrofébicos conservados (¢'™*) separados por un nimero variable de residuos
intermedios (X) (Prieto et al, 2014). Este tipo de sefial realiza su funcidon uniéndose
directamente a un receptor de exportacion nuclear llamado CRM1/exportina, y la
formacion del complejo nuclear NES-CRMI se estabilizada por la RanGTPasa unida

a GTP, como se muestra en la Figura 1 (Senapedis et al. 2014).
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Figura 1. Representacion de los procesos de importacion y exportacion nuclear mediada por las NLSs y
las NESs. La importacién nuclear ocurre cuando la a-importina reconoce y se une a las sefiales de importacion
nuclear (NLS) presentes en algunas proteinas. La importacién se facilita mediante la posterior unién de la -
importina en el citoplasma y este complejo se transporta hacia el nucleo a través del complejo de poros
nucleares (NPC). Una vez en el nucleo la unién de RanGTP induce la liberacion de la proteina carga. La
exportacion nuclear ocurre cuando CRM1 reconoce y se une a la sefial de exportacién nuclear de la proteina. La
exportacion en este caso se ve facilitada por la posterior union de RanGTP formando un complejo que se
trasporta hacia el citoplasma a través del NPC. En el citoplasma RanGTP se hidroliza a RanGDP gracias a la
presencia de RanGAP, que facilita la hidrdlisis, liberando asi la proteina carga. RCC1 y RanGAP aseguran un
control exhaustivo de la importacién y de la exportacién mediante un gradiente de Ran GDP:GTP a través de la
envoltura nuclear (Senapedis et al. 2014)

Las secuencias NES poseen una destacable importancia en la actividad de algunas
proteinas. Se ha demostrado que tienen un papel importante en la transicion epitelio-
mesenquimal (Mugbil et al., 2014), aunque la implicacion que tienen estos
mecanismos en el cdncer quiza sea la mas llamativa y la mas interesante a la hora de
buscar razones para indagar aun mas en ellos. Esta reconocido que los exportadores
nucleares, en particular el CRMI, se expresan de forma aberrante en el cancer,

provocando la exportacion de muchos de los represores de tumores conocidos y de



muchos reguladores del crecimiento celular como p53 y FOXO (Turner et al., 2012).
Por ello, hay laboratorios que tratan de buscar moléculas inhibidoras de CRMI,
llamadas colectivamente inhibidores selectivos de la exportacion nuclear, SINEs,

como un tratamiento universal para el cancer.

En este proyecto los mecanismos de trasporte nucleocitopldsmico han inspirado una
busqueda de proteinas que puedan contener este tipo de sefiales, y una familia de
proteinas a ser estudiada por su transcendencia en la actualidad, por los avances en
su estudio y por su interés en la investigacion del cancer en particular es, sin duda
alguna, la relacionada con los telomeros. El término telomero hace referencia a un
gran complejo nucleoproteico encontrado en los extremos de los cromosomas, donde

su estructura es diferente al resto de la cromatina.

El DNA de los telomeros de todos los organismos eucariotas consiste en secuencias
cortas y repetitivas. Para todos los vertebrados, incluyendo a los humanos, la
secuencia repetitiva es d(TTAGGG) (Gémez et al., 2012). La mayor parte de ese
DNA esta organizado en nucleosomas, solamente la parte mas distal se puede
encontrar en la conformacion especial de los telomeros. La hebra rica en guanina
siempre se encuentra en sentido 5°-3" hacia la porcion final del cromosoma y
contiene un extremo de unos 200 nucleodtidos que sobresale debido al problema de la
replicacion terminal. El hecho de que el DNA sea sintetizado solamente en la
direccion 5°-3’significa que la cadena retrasada de la horquilla de replicacion se
sintetiza en la forma de fragmentos de DNA discontinuos (fragmentos de Okazaki),
cada uno de los cuales es cebado con un cebador de RNA por una enzima separada.
Sin embargo, cuando la horquilla de replicacion se aproxima al extremo de un
cromosoma, la maquinaria de replicacion se encuentra con un problema: no hay
lugar para establecer el cebador de RNA necesario para comenzar el fragmento de
Okazaki (Alberts, 3th ed.). Sin una estrategia para enfrentar este problema, en el
cromosoma queda un extremo de hebra sencilla. Los telomeros forman vueltas
llamadas 7-loops que sirven para aislar los extremos de los cromosomas y
protegerlos. En esta conformacion, como se observa en la Figura 2, la parte de doble
hebra describe un amplio bucle estabilizado por las proteinas de union a telémeros o
complejo shelterina, mientras que al final del 7-/oop, la seccion de hebra sencilla

desplaza una de las hebras del tramo de hebra doble e interacciona con una de ellas.



A esta estructura de triple hebra se le llama D-loop, del inglés displacement loop

(Zvereva et al., 2010).

Figura 2. Representacion de un teldmero con la configuracion de T-loop y D-loop. La hebra doble de los
telémeros adquiere la conformacién de T-Loop, mientras que la hebra sencilla desplaza a una de las hebras
anteriores para adquirir una configuracion de triple hebra llamada D-Loop. Esta configuraciones estan
estabilizadas por los complejos shelterina. (Gémez et al., 2012)

Como ya se ha indicado, un gran nimero de proteinas interactiian con las secuencias
repetitivas de los telémeros. La telomerasa es, quizd, la mas conocida de todas. Se
trata de una transcriptasa inversa especifica, y es, en la mayoria de los mamiferos, la
encargada de mantener la longitud telomérica. Es una ribonucleoproteina compuesta
por una unidad catalitica llamada TERT (telomerase reverse transcriptase) y por una
parte de RNA que sirve como molde para sintetizar las unidades repetidas de los
telomeros (Wyatt et al., 2010). La localizacion subcelular de la telomerasa parece
estar regulada por la proteina TCAB1 (Zhong ef a/, 2011). Durante la fase S TCABI1
controla la localizacién del complejo telomerdsa en los cuerpos de Cajal, por lo que

se trata de un elemento esencial para la actividad de este complejo.

Previamente se ha mencionado el complejo shelterina, las proteinas de uniéon a
telomeros. En humanos los teldémeros estan unidos por un complejo de seis proteinas
llamado complejo shelterina, que como se puede observar en la Figura 3 esta
constituido por TRF1, TRF2, RAPI1, TIN2, TPP1 y POT]1. Este complejo previene la
activacion de la respuesta de dafio del DNA (DDR) en los extremos de los

cromosomas y actiia en la regulacion de la actividad de la telomerasa.

Las proteinas mas conocidas del complejo son la TRF1 y TRF2, siendo TRF1 la
primera en ser descubierta. El extremo C terminal de esta proteina reconoce y se une
especificamente a un fragmento de DNA telomérico. TRF2, por otra parte, tiene

funciones tnicas actuando como estabilizador de la hebra sencilla que sobresale en



los extremos y previniendo la fusiéon de telomeros (Smogorzewska et al.,, 2000).
TRF1 y TRF2 impiden la actividad de la telomerasa, lo que se traduce en inhibicion

de la elongacion telomérica (Bianchi y de Lange, 1999).

La proteina RAP1 es reclutada por la TRF2, aunque hasta la fecha su rol in vivo se
desconoce. Aun asi, se ha demostrado que su sobreexpresion causa la elongacion de
los teldmeros y que su deficiencia contribuye a la fragilidad y a la recombinacion de
los mismos (Martinez et al.,, 2010). Rap1 no solo se une a los telémeros, si no que
también a secuencias no teloméricas mediante el reconocimiento del motivo
TTAGGG, y tiene roles fuera de los telomeros como factor de transcripcion que

controla la expresion de enzima glicoliticas y genes ribosdmicos.

Figura 3. Representacion esquematica de las proteinas de unién a telémeros o complejo shelterina. En la
figura se muestran dos complejos shelterina con sus componentes proteicos interaccionando entres si y con las
secuencias teloméricas. También se muestra el complejo telomerasa compuesto por su unidad catalitica (TERT)
y el RNA molde (Gémez et al., 2012).

La proteina TPP1, por otro lado, es necesaria para reclutar a la telomerasa in vivo, tal

y como lo demostraron Tejera et al (2010).

Finalmente, en el complejo shelterina, se encuentra POT1, acronimo de protection of
telomeres. La anteriormente mencionada TPP1 se une a POT1 por su extremo
carboxilo terminal. Esta union es constante y necesaria para la localizacién de POT1
en los teldmeros y para la regulacion de la elongacion de los teldémeros mediante la
interaccion con la telomerasa. En la Figura 4 se puede ver como POTI regula la
elongacion telomérica actuando como un activador o como un inhibidor de la
telomerasa dependiendo de la posicion de POTI1 en el extremo 3" del DNA de hebra
sencilla. POT1 contribuye a la proteccion de los telomeros inhibiendo la formacion
de puentes anafasicos y evitando que el sistema de reparacion de DNA reconozca

erroneamente la hebra sencilla (Baumann y Price, 2011).
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Figura 4. Regulacion de la telomerasa y del sistema de reparacion del DNA llevado a cabo por POT1. (A)
POT1 impide el acceso de la telomerasa aislando el extremo terminal del DNA. (B) Durante la fase S un modo
alternativo de unién hace accesible el extremo 3" a la telomerasa. (C) La ausencia de POT1 conlleva a la
activacion del sistema de reparacion del DNA.

Ademas de las proteinas que interacttian directamente con los telémeros, existen
otras que actian interaccionando con el complejo shelterina, y entre ellas destaca la
tanquirasa, el principal factor asociado a TRF1. La tanquirasa es un enzima
responsable de polimerizar unidades de ADP ribosa especificamente en los residuos
de 4cido glutdmico de TRFI1. Hsiao y Smith (2007) demostraron que esta
modificacion post-traduccional conlleva a que TRF1 pierda la afinidad por el DNA,
lo que le lleva finalmente a ser ubiquitinada y degradada por el proteosoma. Por lo
tanto, la tanquirasa es un regulador positivo de la elongacion de los telomeros, pues
actta efectivamente eliminando a TRF1 de los telémeros. También tiene una funcion
durante la mitosis, en la transiciéon metafase-anafase. En este paso las cromaétidas
hermanas requieren la tanquirasa para poder segregar los telomeros hermanos.
Ambas funciones nucleares pueden verse en la Figura 5. Ademas de en el nucleo,
también tiene otras funciones en el citoplasma, donde se asocia con el aparato de
Golgi y cataliza la misma reaccion en sustratos en un proceso importante de trasporte

vesicular inducido por insulina.
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Figura 5. Funciones nucleares de la tanquirasa. (A) La tanquirasa es un regulador positivo de la elongacion
telomérica. (B) Ademas es requerida para la segregacion de los telémeros hermanos en la transicion metafase-
anafase. (Hsiao y Smith, 2007)

Teniendo en cuenta la importancia de las funciones que tienen las proteinas
mencionadas en la regulacion de la estructura de los telémeros e indirectamente en
las bases moleculares del cancer; y destacando, ademas, que algunas de ellas
presentan funciones en varios compartimentos celulares, este proyecto pretende
localizar sefiales de localizacion nuclear (NLS) y sefales de exportacion nuclear
(NES) en dichas proteinas. Asi pues, se pretende estudiar las NES y NLS que puedan
contener 8 de las proteinas relacionadas con los telomeros: TERT, TCAB1, TRF1,

TRF2, RAP1, TPP1, POT1 y tanquirasa.

El estudio de estas sefiales consta de dos partes. Por un lado se realiza un analisis
bioinformatico mediante programas en web, cuyos algoritmos de busqueda de
senales se complementan para priorizar candidatos. La segunda parte consiste en un
ensayo de exportacion nuclear in vivo, basado en una proteina quimérica
fluorescente y trasportadora de la secuencia a testear, que permitird determinar la

actividad exportadora que contiene esta ultima.

Las ocho proteinas fueron sometidas al andlisis bioinforméatico y dos de ellas fueron

seleccionadas para ser estudiadas mediante el ensayo experimental.



2. MATERIALES Y METODOS
2.1. ANALISIS BIOINFORMATICO.
2.1.1 Prediccion de NLS

Para analizar la secuencia de aminodcidos de las 8 proteinas propuestas se usaron
tres programas web de prediccion de NLS: Wregex (Prieto et al., 2014), ELM
(Gould et al., 2010) y NLS mapper (Kosugi et al., 2009). Cada programa utiliza
diferentes algoritmos para identificar secuencias de aminodcidos que puedan
constituir potenciales NLSs. Los tres programas funcionan introduciendo en ellos los
archivos FASTA de las proteinas a estudiar y en todos los casos se analizaron las
secuencias de todas las isoformas presentes en la base de datos Uniprot. Estas
herramientas predicen posibles NLS indicando la posicion en la que se encuentra, los
aminodcidos que la componen y la fiabilidad de la prediccion mediante un sistema de

puntuacion.

2.1.2. Prediccion de NES

Para la prediccion de NES se emplearon también tres programas web: Wregex
(Prieto et al., 2014), ELM (Gould et al., 2010) y Net NES (la Cour et al., 2004). El
Net NES es un programa exclusivo para localizar NES, cuyo funcionamiento
coincide con el de los demas: introduciendo el archivo FASTA de la proteina en
cuestion el programa proporciona las posibles secuencias NES. En este caso también

se analizaron las mismas isoformas que en la prediccion de NLS.

2.1.3. Criterio de seleccion.

Para seleccionar las secuencias que pasarian a ser estudiadas experimentalmente, se
tomaron tres criterios y se aplicaron consecutivamente. Primero, se descartaron todas
aquellas sefiales, NLS o NES, que ya estuviesen caracterizadas. Segundo, se tomaron
aquellas secuencias en las que mas de un programa hubiese coincidido en predecirla
y tuvieran puntuacion alta. Por ultimo, se tomo en cuenta el criterio del alumno en

cuanto al interés que pudiera evocar la proteina donde se detecta la sefal.

Una vez obtenidos los resultados de este andlisis se seleccionaron las NES predichas
de POTI y tanquirasa para ser estudiadas experimentalmente. Las razones de esta

decision se profundizan en el apartado de discusion.



2.2. ANALISIS EXPERIMENTAL.

nota: el trabajo experimental se realizé bajo la supervision directa del director del
TFG

2.2.1. Descripcion del ensayo de exportacion nuclear.

El ensayo de exportacion in vivo utilizado en este proyecto fue desarrollado por
Henderson y Eleftheriou (Henderson y Eleftheriou, 2000), y se basa en la capacidad
que tengan las secuencias candidatas para restaurar la actividad exportadora de la
proteina quimérica Rev(1.4)-GFP, una fusién entre un mutante de la proteina del
VIH Rev, cuyo NES se ha eliminado, y la proteina de fluorescencia verde (GFP). En

la Figura 6 se muestra un esquema del ensayo.

NES
NLS  mutante GFP

pRev(1.4)-GFP | ||

Transfeccién + Tratamiento

Actividad NES

v
O

Localizacién

Si Citoplasmatica

Figura 6. Representacion esquematica del ensayo de exportacion in vivo realizado en este proyecto. Las
NES candidatas (cNES) se clonan en el plasmido pRev(1.4)-GFP entre Rev(1.4) y GFP para obtener un
plasmido Rev(1.4)-cNES-GFP. Después de la transfeccidn de este constructo en células y el tratamiento con los
compuestos adecuados se testea la actividad de la posible NES mediante el analisis de la localizacién
subcelular de la proteina. Si la proteina fluorescente se encuentra en el nlcleo la cNES se considerara inactiva,
mientras que si se encuentra en el citoplasma la cNES sera activa.

En el ensayo se utilizé el vector pRev(1.4)-GFP. Este plasmido codifica para un
mutante de la proteina Rev(1.4) (fusionada con GFP), la cual contiene una NES
inactiva, pero retiene la NLS, por lo que se acumula en el ntcleo/nucléolo de las
células. Las NES candidatas (¢cNES) que se predijeron en el trabajo bioinformatico se
clonaron entre Rev(1.4) y GFP, obteniendo plasmidos Rev(1.4)-cNES-GFP. Este

plasmido fue transfectado en células HeLa, tratadas con los compuestos adecuados
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(apartado 2.2.3.) y se detectd la localizacion subcelular de la proteina quimérica por

microscopia de fluorescencia.

2.2.2. Clonacion

Primero de todo se disefid una pareja de oligonucledtidos que codifican cada NES a
estudiar. Cada pareja de oligonucledtidos se diseid de forma que fuesen
complementarios por los extremos. En la Tabla 1 se muestran los oligonucledtidos
disefiados para cada una de las cNES, cuyas secuencias se mandaron a la empresa

Biolegio para que fuesen sintetizados.

Tabla 1. Oligonucleétidos disefiados de la NES de tanquirasa y POT1. En negrita se muestran las
secuencias que reconocen las enzimas de restriccion.

Oligonuclettido Secuencia (5™ 3")

Tanquirasa-F CTG ATG GAT CCA GCC AGA GAA GCA GAC CTA GCT AAG GTT AAG AAG ACA CT
Tanquirasa-R GGC GAC CGG TGG ATT AAT GAT TTC CAG AGC GAG TGT CTT CTT AAC CTT AG
POT1-F CTG ATG GAT CCA ACA TCG TGG ATT CCT TCT TCT GTG GCA GAA GCA CTG GG
POT1-R GGC GAC CGG TGG ATA TTG GAG GGG TAC AAT ACC CAG TGC TTC TGC CAC AG

Con los oligonucleétidos se prepararon los insertos correspondientes, los cuales
contienen la secuencia candidata flanqueada por dos extremos cohesivos. Para ello
los oligonucledtidos complementarios (solo por los extremos) se pusieron en
contacto y se extendieron con la enzima Klenow, para obtener unos oligonucleé6tidos
de doble hebra y con extremos romos. A continuacion se digirieron con las enzimas

de restriccion BamH1 y Bsthl, dejando ambos extremos cohesivos.

Después se ligo el inserto con el plasmido Rev(1.4)-GFP. El plasmido como se
puede ver en la Figura 7. contiene una region disefiada para insertar la NES
candidata. El pldsmido se tratd con las mismas enzimas de restriccion que el inserto
y posteriormente se puso en contacto con el inserto para terminar de consolidar el

plasmido con la ligasa.
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BamH1 Bsthl

NES
NLS  mutante GFP

pRev(1.4)-GFP | | |

Figura 7. Insercion de una NES candidata en el vector pRev(1.4)-GFP. Las cNES se insertan en el plasmido
pRev(1.4)-GFP entre Rev(1.4) y GFP para obtener un pldsmido Rev(1.4)-cNES-GFP. El inserto se introduce
entre las dos zonas de restriccion que se han cortado con las enzimas BamH1 y Bsthl.

Se transformaron bacterias E. coli DH5a competentes con los plasmidos mediante el
método de shock térmico, por lo que se obtuvieron dos lotes de bacterias, uno
trasportaba la secuencia de tanquirasa y el otro la de POT1. El plasmido contiene una
region que proporciona resistencia a la kanamicina, por lo que las bacterias
transformadas correctamente, es decir aquellas que tengan el plasmido cerrado con el
inserto, creceran en presencia de dicho antibidtico. Se sembraron tres placas de agar
que contenian kanamicina. Una de ellas se sembrd con bacterias que contenian el
plasmido abierto y sin inserto, y que por lo tanto no podria crecer en presencia de
kanamicina. Esta placa serviria de control. Las otras dos placas se sembraron cada

una con las bacterias transformadas con las secuencias de tanquirasa y POT]I.

Con el fin de revisar si efectivamente existia inserto en el plasmido de las bacterias
se realizd6 una PCR con muestras de varias colonias bacterianas, seguida de una
electroforesis en gel de agarosa. Para la PCR se emplearon unos cebadores que
flanqueaban la zona de insercion. Como se puede observar en la Figura 8, cuando no
habia inserto la zona amplificada tenia un tamafio de 200 pb, mientras que si existia

inserto el tamafio aumentaba en aproximadamente 60 pb.

F
Plasmido —)

sin inserto -
R
200 pb
F
Plasmido —) )
con inserto I <
R
260 pb

Figura 8. PCR de la zona de insercion del plasmido Rev(1.4)-GFP. Cuando en el plasmido habia un inserto el
segmento que se ampliaba era unos 60 pb mayor que cuando no existia inserto.



12

Terminando con el apartado de clonacion, se llevd a cabo la purificacion del
plasmido empleando para ello el kit Miniprep de Qiagen. Después se calculo la
concentracion de DNA obtenido empleando un espectrometro Nanodrop. Para
controlar que la secuencia insertada esta intacta y sin mutaciones, se enviaron las

muestras de DNA a la empresa STAB VIDA para secuenciarlas.

2.2.3. Transfeccion, tratamiento y fijacion.

Se utilizaron placas de 12 pocillos para cultivar células HeLa sobre un cubreobjetos
estéril previamente colocado en el fondo del pocillo. Las células HeLa se
transfectaron con un control negativo, que consistia en un plasmido pRev(1.4)-GFP
sin inserto; con un control positivo, consistente en una NES confirmada en estudios
previos (Garcia-Santisteban et al., 2012); y con el plasmido con las secuencias
candidatas, extraido en el paso anterior. Para ello se utiliz6 el reactivo XtremeGENE
(Roche), el cual forma micelas alrededor del DNA que las células internalizan como

material genético propio. Se prepararon dos pocillos por muestra.

24 horas después de la transfeccion todos los pocillos se trataron con 1pg/ml de
cicloheximida y la mitad de los pocillos con 1ug/ml de actinomicina D (Act.D)
durante tres horas. La cicloheximida es un inhibidor de la sintesis proteica, asegura
que la GFP citoplasmica provenga de la exportaciéon nuclear y no de una nueva
sintesis proteica. La actinomicina D es un inhibidor de la transcripcion, y cuando se
afiade a las células previene la asociacion nucleolar y la importacién nuclear de Rev,
por lo que causa la acumulacion citoplasmica de la proteina Rev que contenga una

NES.

Las células, ya transfectadas y tratadas, se fijaron con 3,7% formaldehido en PBS
durante 15 minutos a temperatura ambiente, se lavaron y se montd el cubreobjetos
del fondo de los pocillos sobre un portaobjetos para la deteccion directa de las

proteinas autofluorescentes.

2.2.4. Microscopia de fluorescencia

Las muestras fueron examinados en SGIKER Analytical and Hight-Resolution

Microscopy en el servicio de Biomedicina (UPV/EHU). Se utilizo un microscopio de
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fluorescencia Zeiss Axioskop y las imagenes fueron tomadas con la camara digital
Nikon DS-QilMc utilizando el programa NIS-Elements F. Las fotos se tomaron con

un objetivo 40X.

Para cada muestra se realizo un recuento de células. Se contaron mas de 100 células
por preparacion, clasificando cada una de ellas en tres grupos posibles: nucleares
(presentan la proteina quimérica en el nucleo), nucleocitopldsmicas (presentan la
proteina tanto en el nucleo como en el citoplasma) o citopldsmicas (presentan la
proteina tnicamente en el citoplasma). Los resultados del recuento se representaron

en forma de porcentaje de células en cada uno de los grupos.

Ademas a cada secuencia estudiada se le asignd una puntuacion basada en la
actividad de exportacion que poseia. Este sistema de puntuacion fue desarrollado por
Henderson y Eleftheriou (Henderson y Eleftheriou, 2000) y evalua la actividad NES
que posee una secuencia en funcion de los resultados obtenidos en el recuento de
células. Los criterios que se tomaron para asignar las puntuaciones se reflejan en la

Tabla 2.

Tabla 2. Sistema de puntuacion adaptado del descrito por Henderson y Eleftheriou. A cada secuencia se
le asigna una puntuacién desde +1 hasta +8 dependiendo del porcentaje de células en la que la proteina
Rev(1.4)-cNES-GFP se acumule parcial o completamente en el citoplasma.

Sistema de puntuaje de NES
GFP se acumula GFP pasa completamente
parcialmente en el al citoplasma
citoplasma (%celulas) (%celulas)
Puntuacién de actividad
de laNES -Act.D 3hActD -Act.D 3hActD

1+ <50 51-80 Ninguno
2+ <50 >80 - <20
3+ <20 20-50
4+ <20 51-80
5+ <20 >80
6+ 20-50 >80
7+ 51-80 >80

8+ >80 >80
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3. RESULTADOS
3.1. ANALISIS BIOINFORMATICO.
3.1.1. Prediccion de NLS

Como se muestra en la Tabla 3, varias de las proteinas estudiadas (TERT, TRF1,
TRF2, RAP1 y tanquirasa) poseian secuencias NLS candidatas. En las secuencias de
TCAB, TPP1 y POT1 ninguno de los programas encontrd posibles NLS. En TERT,
TRF1, TRF2 y RAP1 los resultados coincidian entre diferentes programas y las
puntuaciones eran suficientemente altas para considerarlas buenas candidatas de

estudio.

Posteriormente se reviso la base de datos Uniprot para descartar aquellas sefiales que
ya estuviesen caracterizadas. Las secuencias encontradas en las proteinas TERT,
TRF1, TRF2 y RAPI1 estan recogidas en dicha web. La secuencia encontrada en la
tanquirasa no parecia estar registrada, pero fue identificada Uinicamente por un
programa (Wregex), y presentaba una puntuacion baja, como puede observarse en la

Tabla 3 y en la Figura 9.

Tabla 3. Resumen de la busqueda bioinforméatica de NLS. Se reflejan los resultados de la busqueda de cada
proteina con los programas: NLS mapper, Wregex y ELM. Negativo indica que el programa no pudo encontrar
posibles NLS en la secuencia de aminodcidos; mientras que positivo indica que el programa encontrd
secuencias que podrian ser NLS, indicando entre corchetes la posiciéon en la que se encuentra y entre
paréntesis una puntuacion (score) asignada por cada programa para reflejar la fiabilidad de dicha prediccion.

PROGRAMA
NLS mapper Wregex ELM
Monopartite Bipartite Bipartite Monopartite Monopartite C ext | Monopartite N ext Bipartite Monopartite Monopartite C ext | Monopartite N ext
TCAB Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
) . . . . Positivo [535-540] . . .
Tanquirasa] Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo (score: 10) Negativo Negativo Negativo Negativo
Positivo [233] | Positivo [222] | Positivo [222-240] | Positivo [235-240] | Positivo [235-240] | Positivo [233-240] | Positivo [222-240] | Positivo [235-240] | Positivo [235-240] | Positivo [233-240]
WY (score: 8) (score: 7,8) (score: 54,6) (score: 68,1) (score: 46,4) (score: 100)
Positivo [376-382]
TRF1 Posiivo 423] Negativo Negativo Negativo Negativo (score: 13.9) Negativo Negativo Negativo Posilvo [376-382]
- (score: 5,5) [425-432) [425-432]
<z( (score: 7,7)
w Positivo [25-30]
g Positivo [368] X X Positivo [370-375] | Positivo [370-375] |  (score: 68,1); X " " Positivo [25-30];
o TRF2 (score: 5) Negativo Negativo (score: 68,1) (score: 68,1) 369-375] Negativo Positivo [370-375] | Positivo [370-375] [369-375]
(score: 26,8)
Positivo [35]
(score: 8); . . . Positivo [37-43] . . "
RAP1 [207] Negativo Negativo Negativo Negativo (score: 72) Negativo Negativo Negativo Positivo [37-43]
(score: 6)
TPP1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
POT1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
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Search results - live scroll (scroll and wait for more results)
# Entry Start End Sequence " Score
1 sp|095271|TNKS1_HUMAN 535 540 P-K-R-K-Q-V 1 10,0

Figura 9. Prediccion de una tnica NLS en la proteina tanquirasa, llevada a cabo mediante el programa
Wregex. En la figura se pueden distinguir la posicién de la posible NLS, los aminoacidos que la componen y en
Ultimo lugar una puntuacion proporcionada por el programa indicando la fiabilidad de la prediccion.

3.1.2 Prediccion de NES

En el analisis de NES, reflejado en la Tabla 4, se encontraron cNES en las
secuencias de la tanquirasa, en TERT y en POT1. Hay que destacar que se realizd la
busqueda, tanto de NLS como de NES, con todas las isoformas de cada proteina
recogidas en la base de datos Uniprot, y se observéd que las diferentes isoformas no
conllevaban ninguna diferencia en cuanto a la predicciéon de NLS y NES en todas las
proteinas, a excepcion de la proteina POTI1. POT1 fue la tUnica proteina que
analizando las dos isoformas de las que se disponian se vieron resultados diferentes
en la prediccion de NES. Como se puede observar en la Figura 10 la isoforma 1
contiene un posible NES en la posicion 523-539 que la isoforma 2 no la contempla.
Ademas esta posible NES es la que obtiene una puntuacién mas alta en el programa
Wregex, a pesar de que los otros dos programas no encontraron esa secuencia en
concreto, es decir, no habia coincidencia entre los programas en la posicion que se

predecia la NES.

En el andlisis de la secuencia de la tanquirasa, como se puede observar en la Tabla 4
y en la Figura 11 dos de los tres programas (Wregex y ELM) coinciden en predecir
una NES en la posicion 501-512. Es la secuencia que mayor puntuacién obtuvo con
el programa Wregex (82,5) de todo el andlisis de NES. La puntuacion que le dio
NetNES a esta region de la proteina no supera el valor umbral de 0,5,
predeterminado por el propio programa, como queda indicado con una flecha roja en

Figura 11C).
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Tabla 4. Resumen de la bisqueda bioinformatica de NES. Resultados obtenidos de la busqueda
bioinforméatica mediante los programas: Net NES, Wregex y ELM. Negativo indica que el programa no pudo
encontrar posibles NLS en la secuencia de aminoacidos; mientras que positivo indica que el programa encontro
secuencias que podrian ser NLS, indicando entre corchetes la posiciéon en la que se encuentra y entre
paréntesis una puntuacion arbitraria de cada programa para reflejar la fiabilidad de dicha prediccion.

PROGRAMA
Net NES Wregex ELM
TCAB Negativo Negativo Negativo
Positivo [1100]
) (score>0,5); | Positivo [501-512] "
Tanquirasa [500] (score: 825) Positivo [501-512]
(score< 0,5)
Positivo [652-668]
Positivo [990] (score: 58,2);
TERT (score> 0.5); [504-516] Positivo [652-668]
[550] (score: 49,2);
(score< 0,5) [539-552]
(score: 38,7)
® TRF1 Positivo [70) Negativo Negativo
< (score> 0,5)
= TRF2 Positvo [350] Negativo Negativo
8 (score<0,5)
o Positivo [325] | Positivo [256-268] .
R (score> 0,5) (score: 49,2) Negaiivo
Positivo [350]
(score>0,5); | Positivo [510-523] .
WA 280] (score: 61,1) Negaiivo
(score> 0,5)
Positivo [523-539]
Positivo [205] (score: 58,2);
(score> 0,5); [208-219] .
o [450] (score: 46,4); Negativo
(score> 0,5) [77-87]
(score: 43,3)

En el andlisis de TERT, (Tabla 4), se encontraron dos coincidencias entre
programas, una en la posicion 652-668, en la que coincidian tanto Wregex como
ELM; y otra en la posicion 539-552, en la que coincidian Wregex y NetNES. Las
puntuaciones de estas dos predicciones en TERT no superaban al obtenido con la
tanquirasa. En TRF1, RAP1 y TPP1 se obtienen también resultados positivos, pero
son individuales de cada programa y no coincidian en la posicion en la que predecian
la NES. El analisis de TCAB no produjo resultados positivos con ninguno de los tres

programas utilizados.

Finalmente se decidid que se ensayarian experimentalmente las cNESs de la
tanquirasa y de POTI. Las razones de dicha decisiéon se profundizaran en la

discusion.
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Search results - live scroll (scroll and wait for more results)

# Entry Start  End Sequence " Score ¥ ey Strt | End o
1 ONUXS|POTE1_HUMAN 523 539 SW-I-PSS-V-AEA-L-G-I-VPL 1582 3
sl |EOIER) Q GEELS 208 219 SH-IHR-L-QN-L-T-1-D
2 sp|QINUXS|POTEI_HUMAN 208 4 1 464 2|POTE1_HUMAN
3 sp|QINUXS|POTEI_HUMAN 77 1 433 2 | SPIQSNUXS- 77 87 D-IVRF-HR-LKI-Q

2|POTE1_HUMAN

Figura 10. Predicciones de NES de las dos isoformas de POT1 realizadas por el programa Wregex. A la
izquierda se encuentra la isoforma 1, la cual contiene una posible NES en posicion 523-539, que no la
contempla la secuencia aminoacidica de la isoforma 2, a la derecha.

A Search results - live scroll (scroll and wait for more results)
# Entry Start End Sequence e Score
1 sp|095271|TNKS1_HUMAN 501 512 D-L-AK-V-KKT-L-A-L-E 1 82,5

nucleus, 7.626e-04

cytosol

([DEQJ{0, 1}{LIM]. |- P
{2,3)[LIVMF][AP){2,3}
[LMVF].[LMIV].{0,3}
[DEDI((DE].{0, L}{LIM].
{2,3}[LIVMF](*P]{2,3}
[LMVF].[LMIV].{0,3}
[DEQ)

TRG_NES_CRM1_1 DLAKVKKTLALE | 501-512 [A] |- Some proteins re-
B exported from the
nucleus contain a
Leucine-rich
nuclear export
signal (NES)
binding to the
CRM1 exportin
protein.

>sp_095271_TNKS1_HUMAN - NetNES 1.1 prediction

C NetNES 1.1: Predicted NES signals in sp 095271 TNKS1 HUMAN

1 1 1 1 1 1

HMM ——

Score

I .
i ILLMJ*H ".

T
a 2680 400 660 260 1608 12080

Sequence Position

Figura 11. Prediccion de NES de tanquirasa. En A se muestran los resultados aportados por Wregex
indicando la posicién de la posible NES, la secuencia de aminoacidos y la puntuacién. Solo encontré una
secuencia. En B se presentan los resultados de la busqueda mediante el programa ELM, el cual proporciona la
secuencia predicha y la posicién de dicha secuencia. Este resultado coincide plenamente con el obtenido en
Wregex. En C se muestra la grafica que proporciona el programa Net NES para facilitar el visionado de
resultados. En el eje horizontal se representa la cadena de aminoacidos de la proteina y en el eje vertical la
puntuacién (score) que obtiene cada regién. El programa predetermina una puntuacion de 0,5 como umbral para
considerarlo resultado positivo. La linea que interesa en este estudio es la roja, la cual indica la puntuacién que
se obtiene en cada regidn Se observa que hay dos picos que superan el umbral, pero ninguno de ellos coincide
con la posicién que predijo Wregex y ELM. Con una flecha roja se indica la posicion donde Wregex y ELM
predijeron la NES y se observa que no supera el umbral para considerarlo NES.

3.2. ANALISIS EXPERIMENTAL.
3.2.1 Clonacion

Tras transformar E. coli con los dos plasmidos correspondientes, uno llevando la

secuencia candidata de tanquirasa y el otro la de POT1, se cultivaron tres placas de
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agar, siendo una de ellas el control que consistia en bacterias trasformadas con un
plasmido abierto sin inserto, por lo que las bacterias con este ultimo plasmido no
podrian crecer en presencia de kanamicina. Las observaciones realizadas al cabo de
24 horas fueron que el control negativo no habia funcionado como se esperaba, ya
que en dicha placa habian crecido muchas colonias. En las otras dos placas también

hubo crecimiento como se esperaba.

De cada placa se extrajo DNA de cuatro colonias, se amplifico mediante una PCR y
después se realizd una electroforesis en gel de agarosa con el fin de averiguar si
habia inserto en las colonias, tal y como se explicd en el apartado de materiales y
métodos. Como puede verse en la Figura 12 todas las muestras estan a la altura del
control positivo por lo que hay un inserto de aproximadamente 60 pb en el plasmido
de todas las colonias recogidas. También se analiz6 una de las colonias de la placa
control (CX), que como se muestra en la Figura 12 tiene el mismo tamafio que el
control positivo, y no se puede tratar de un pladsmido doble porque presentaria un
tamafo mayor. De modo que se detectd un inserto no identificado en dicha placa que

hacia que el plasmido se cerrase proporcionando resistencia al antibiotico.

pb Pl ¥ P3 P4 T1 T2 T3 T4 C+ ® C- CX

1500 — %

500 — W&

200 — = -—--."-----

Figura 12. Gel de agarosa realizado para determinar si el plasmido contenia inserto. Previamente las
muestras habian sido amplificadas mediante PCR. La letra de las calles indica si es POT (P), tanquirasa (T) o el
control (C). El nimero indica la colonia. El control positivo (C+) proviene de un plasmido que contiene un inserto
confirmado, mientras que el control negativo (C-) proviene del plasmido vacio. Todas las colonias que se
aislaron contenian el plasmido con inserto. En todas las muestras la insercién se llevo a acabo correctamente
pues todas presentan un tamafio mayor a 200 pb, el tamafio correspondiente al control negativo sin inserto.

3.2.2. Ensayo de exportacion nuclear.

Se ensayaron cinco NES candidatas, de las cuales una era la secuencia encontrada en
la tanquirasa, otra la encontrada en POT1 (POT1 c.7) y las tres restantes eran
versiones mutadas de esta ultima, sirviendo como experimento de mutagénesis. Estas
mutaciones se produjeron espontdneamente en el paso de clonacion y se
determinaron mediante secuenciacion antes de transfectar las células HeLa. En la

Tabla 5 se ven las secuencias testeadas mediante este ensayo, y como se puede
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observar la secuencia de POT1 cuenta con 3 secuencias afiadidas a parte de la wild
type. La proveniente de la colonia 1 contiene una deleccion de una serina. La colonia
3 experimentd una sustitucion (CAA->CTA) produciendo el cambio de una
glutamina a una leucina. Por ultimo la colonia 5 también experiment6 una sustitucion
en uno de los codones (TAT->AAT) dando lugar al cambio de tirosina a asparagina.

Tabla 5. Se muestran las secuencias ensayadas como posibles NES. Se ensayo6 la secuencia wild type de

la tanquirasa y de POT1, ademas de tres variantes mutantes de POT1. En negrita se muestran los cambios que
tienen estas variantes respecto al secuencia wild type.

Proteina NES estudiada

Tanquirasa READLAKVKKTLALTETLI TN
POT1(c7)wt) S WI PSSVAEALGIVPLQY
POT1 (c.1) SWIPS-VAEALGIVPLQY
POT1 (c.3) SWIPSSVAEALGIVPLLY
POT1 (c.5) SWIPSSVAEALGIVPLAQN

Por un lado, tal y como se muestra en la Figura 13, se compar¢ la actividad de las
cNES de tanquirasa y de POT1 con la de los controles. La actividad exportadora de
la secuencia de tanquirasa resulto ser similar a la del control negativo. Tanto en las
muestra tratada con Act.D como en la no tratada, el porcentaje de células con
localizacion nuclear de la proteina era alto, 78% y 80% respectivamente. En cuanto
a la puntuacion recibida aplicando el criterio de Henderson y Eleftheriou esta
secuencia obtiene un 0, la misma puntuaciéon que el control negativo. Las

puntuaciones obtenidas por todas las secuencias estudiadas se muestran en la Tabla

6.

La secuencia de POT1 si demostr6 tener mas actividad exportadora que el control
negativo. Con la secuencia wild type el 47% de las células tenian la proteina
quimérica localizada en ambos compartimentos (localizaciéon nucleocitoplasmica) y
este valor ascendia hasta un 59% en las células tratadas con Act.D. Aplicando el

sistema de puntuacion esta secuencia obtenia un +1 en actividad exportadora.
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Figura 13. Resultados del ensayo de exportacion nuclear de las secuencias de tanquirasa y POT1. Se
muestra el porcentaje de células que presentan la proteina fluorescente en el nicleo, en el nlcleo y en el
citoplasma o unicamente en el citoplasma; tanto cuando las células no se trataron como cuando se trataron
durante 3 horas con actinomicina D. Las imagenes tomadas con el microscopio de fluorescencia intentan
representar la totalidad de la preparacion observada. La lectura de estos resultados se resume en que la
secuencia predicha en la tanquirasa es inactiva, miestras que la predicha en POT1 muestra cierta actividad.

Por otro lado, como se observa en la Figura 14, se compar¢ la actividad exportadora
de las diferentes variantes mutantes de la cNES de POT1. La secuencia mutante de la
colonia 3 (sustituciéon glutamina — leucina), obtuvo unos resultados similares a la
wild type. El1 44% de las células exhibi6 la proteina en ambas localizaciones cuando
no estaban tratadas, mientras que cuando se trataron fueron el 66% las células con
esta disposicion, algo mayor que en la secuencia wild type. La puntuacion en este
caso también fue de +1. La secuencia de la colonia 1, con una deleccién en una de

las serinas, result6 negativa en el ensayo. Con un 73% de localizacion nuclear en las



21

células sin tratar y con un 64% con tratamiento de actinomicina D, la puntuacion que

recibe esta secuencia respecto a su actividad exportadora es 0. Igualmente, la

secuencia de la colonia 5, tampoco demostr6 tener actividad NES, presentando un

83% de las células con localizacion nuclear cuando no se trataba y un 59% al

tratarse. Por lo tanto en este caso la puntuacion de actividad exportadora recibida

también era 0.

no Act.D +Act.D
100 n =140 n=139
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3
2 60
3
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Figura 14. Resultados del ensayo con las secuencias mutadas de POT1. Se muestra el porcentaje de
células que presentan la proteina fluorescente en el nicleo, en el nicleo y en el citoplasma o en el citoplasma
unicamente; tanto cuando las células no se trataron como cuando se trataron durante 3 horas con actinomicina
D. Las imagenes tomadas con el microscopio de fluorescencia intentan representar la totalidad de la
preparacion observada. Unicamente la secuencia mutante de la colonia 3 ha presentado actividad exportadora
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Tabla 6. Puntuaciones de actividad NES obtenidas por las secuencia estudiadas. Siguiendo el criterio de
puntuacién disefiado por Henderson y Eleftheriou y explicado en la seccién de materiales y métodos se asignd
una puntuacion de actividad a cada secuencia. Se observa que la secuencia de la tanquirasa obtiene la misma
puntuacién que el control negativo mientras que la de POT1 consigue una actividad mayor en la forma wild type
y en la mutada de la colonia 3.

Proteina Actividad NES

Control - 0
Control + +3
Tanquirasa
POT1 (c.1)
POT1 (c.3) +1
POT1 (c.5) 0
POT1 (c.7)(wt) +1

4. DISCUSION

Los resultados de la bioinformética hicieron decantarse por el estudio de dos NES.
Aunque en un principio el proceso experimental iba a consistir en el estudio de una
NLS y una NES se decididé que seria mas interesante y mas acertado centrarse en
estudiar dos NES por las siguientes razones. Primero, la mayoria de los NLS
encontrados ya estaban registrados en las bases de datos, y dado que el objetivo del
proyecto no era confirmar o revocar esta informacién, no interesaba seguir
profundizando mas en estas proteinas. Segundo, inicamente quedaria por estudiar la
NLS de la tanquirasa puesto que TCAB, TPP1 y POT1 no presentaban en ninguno de
los programas utilizados resultados positivos a posibles NLSs. Sin embargo, el hecho
de que solo un programa hubiese encontrado esa posible NLS en la tanquirasa y la
baja puntuacion obtenida no pronosticaba un resultado muy prometedor de cara a la

experimentacion.

Teniendo en cuenta los resultados de la busqueda bioinformatica de NES, se
seleccionaron la tanquirasa y POTI1 para ser sometidos al ensayo in vivo, y se
descartdé TERT por la siguientes razones. Primero, la tanquirasa obtuvo la mayor
puntuacion en el programa Wregex con la NES predicha en la posicion 501-512, y
ademas dicha prediccion coincidia con la realizada por el programa ELM,
cumpliendo asi el criterio de la coincidencia entre programas mencionado
previamente. Segundo, en el andlisis de TERT también se observaron coincidencias
entre programas en las NES predichas, de hecho se encontraron dos coincidencias, en

las posiciones 652-668 y 539-552, pero en este caso ninguna de las dos predicciones
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superaba la puntuacion de la que se encontr6 en tanquirasa. Tercero, a pesar de que
el andlisis bioinformatico de la proteina POT1 reflejara unos resultados peores que
los de TERT, el hecho de haber encontrado una NES que solamente se presentaba en
una de las isoformas sugiere que el transporte de cada una de las isoformas pueda

estar regulada de forma diferente y esto es biologicamente interesante.

La NES predicha en la tanquirasa era la secuencia que, a priori, tenia mayor
posibilidad de que mostrara actividad, pues en el trabajo bioinformatico dos de los
tres programas coincidieron al predecirla y obtuvo la mayor puntuaciéon en uno de
ellos. Sin embargo el ensayo de exportacion nuclear desmintio lo que habian
predicho las herramientas bioinformadticas y se reveld que dicha secuencia no tiene
actividad exportadora. Por lo tanto aunque se haya determinado en otros estudios
(Goémez et al., 2012) que la tanquirasa lleva acabo funciones tanto en el nicleo como
fuera de ¢€l, los resultados indican que la secuencia analizada no media la localizacion

de la proteina.

El estudio de la NES candidata de POT1 condujo a unas conclusiones diferentes.
Esta secuencia mostr6 actividad exportadora obteniendo una puntuacion +1. Una vez
confirmado que una de las isoformas contiene una NES y la otra no, se pueden
realizar una serie de reflexiones. Primero, se sugiere que el transporte de ambas
isoformas estd regulado de forma diferente. Segundo, la POT1 actiia inhibiendo o
activando la actividad de la telomerasa y cuando ésta no se encuentra en el nucleo se
activa el sistema de reparacion de DNA (Price y Baumann, 2011), por lo que podria
tratarse de alguna funcion aun no caracterizada de una de las isoformas de POT]I
fuera del nucleo o una funcién relacionada con la activacion del sistema de

reparacion del DNA.

Al ensayar tres variantes mutantes de la cNES de POT1, se ha podido comprobar que
en dos de ellas (c.1 y c.5) la actividad exportadora se pierde mientras que con la otra
mutacion (c.3) la actividad se mantiene. Este hecho demuestra que no todos los
residuos de la NES tienen la misma importancia para la funcionalidad de la sefial.
Ademas, en los casos en los que se ha perdido la actividad (c.1 y c.5), los residuos

perdidos no pertenecen al nucleo conservado de residuos hidrofébicos caracterizado
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en el consenso (Prieto et al., 2014), por lo que se demuestra que otros residuos

intermedios también son esenciales para dicha actividad.

5. CONCLUSION

Este proyecto comenzo6 con una reflexién y una btisqueda bibliografica con el fin de
hallar un grupo de proteinas sobre las cuales seria interesante investigar en el campo
del transporte nucleocitoplasmico. Se eligié un conjunto de proteinas relacionado
con los telomeros, y se han combinado una serie herramientas, tanto bioinformaticas
como experimentales, para analizar las sefiales de transporte nucleocitopldsmico de
dichas proteinas. Asi pues, se ha identificado una secuencia con actividad en la
proteina POT1. Se ha demostrado que no todos los residuos de esa secuencia tienen
la misma importancia y que no solo los residuos hidrofobicos son esenciales para la
funcionalizacion de la sefial. En torno a POT1 también se ha destacado la diferencia
entre sus dos isoformas, una con NES y la otra sin ella, sugiriendo que el transporte
de cada una de las isoformas se regula de forma diferente. Como estudios posteriores
para investigar la regulacion del transporte de POT1, se propone un ensayo que
utilice la proteina POT1 completa, a diferencia de una quimérica que utiliza
unicamente la NES de dicha proteina; y un ensayo en el que se analice de forma

diferencial la regulacion del transporte de las dos isoformas.
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