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Introduccidén: La dermatomiositis (DM) es una enfermedad
reumatica autoinmune caracterizada por grave afecc1on al tejido
muscular y cutineo, principalmente en la region de la cintura
escapular y pélvica, provocando una enfermedad altamente
incapacitante y casos severos presentan importante afeccién a
Organos internos tales como corazén y pulmones.? En la bis-
queda de proteinas fosforiladas reconocidas por el sistema in-
mune como autoantigenos, se identificd en suero derivado de
pacientes con DM, la inmunoprecipitacion del complejo SRP
(del inglés Signal Recognition Particle 6 Particula de Reconoci-
miento de Sefial), en especial la subunidad de 72 kDa humana
(hSRP72), 1a cual es fosforilada selectivamente en sus residuos
de serina.’ Esta subunidad tiene un importante papel en la
translocacién de proteinas de secrecidn a través de reticulo
endoplasmlco Sin embargo se desconoce: 1) Si la fosforilacion
de esta proteina acta como mecamsmo de induccion de
autoantigenicidad en DM, 2) La regién especifica donde la
fosforilacién ocurre y 3) La ‘cinasa responsable de catalizar este
evento postraduccional, resultando la pérdida de la tolerancia
hacia esta proteina.

Objetivo: Identificar el o los posibles sitios de fosforilacién de
la proteina hSRP72, mediante el uso de mutantes truncadas.

Metodologia: Con base en la secuencia que codifica a la proteina
hSRP72, se realiz6 un mapeo de residuos de S capaces de
fosforilarse y disefiaron primers para amplificar 13 mutantes
truncadas mediante PCR (desde el inicio de la proteina hasta el
posible sitio de fosforilacién) tomando como templete al
constructo clonado y amplificado pRS314-hSRP72, verificado
por secuenciacion y digestion con enzimas de restriccion BamH,
Xbho I, Xba I'y EcoR I. Los productos se observaron mediante
gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Se escindieron
del gel y se purificaron para separar el ADN plasmidico del ADN
bacteriano. Se secuenciaron para verificar su correcta amplifica-
cion. Posteriormente se sometieron a fosforilacién mediante
pruebas de traduccién 72 vitro en un sistema de ribosomas libre
de células (TNT quick coupled T/T system) y marcaje con *P y
ATP, el producto fue analizado por medio de un gel de
poliacrilamida al 12% y sometido a autoradiografia.

Resultados: Fue clonado el constructo pRS314hSRP72, el cual
fue transformado y amplificado en células competentes E.col:
Top Ten One Shot Invitrogen™, se purifico el ADN plasmidico
de ADN bacteriano y se comprobd la correcta 1ntegr1dad del
constructo por digestién por endonucleasas de restriccion y
secuenciacion. Se amplificaron con éxito 13 mutantes truncadas
de la proteina hSRP72 mediante PCR usando como templete al
constructo pRS314-hSRP72. Los productos fueron secuenciados
para verificar su integridad y se observaron mediante un gel de
agarosa al 2%. La técnica de traduccién i vitro y marcaje con P
4 ATP permiti6 fosforilar con éxito ala proteina hSRP72.

Discusion: Se comprobd la correcta amplificacién de cadauna
de las 13 mutantes truncadas del autoantigeno hSRP72 median-
te el uso de endonucleasas de restriccién observando los frag-
mentos esperados y el andlisis de los electroferogramas resultan-
tes de la secuenciacion. La pruebas de traduccion in vitro fueron
exitosas al obtenerse la traduccién del ADN de las mutantes
truncadas amplificadas a su correspondiente secuencias
polipeptidica.

Conclusiones: Técnicas de Biologia Molecular como clonacién
directa y el uso de mutantes truncadas nos permitié clonar al
autoantigeno hSRP72 y fragmentar esta proteina para la poste-
rior identificacién del o los segmentos del autoantigeno en don-
de la fosforilacién ocurre en pacientes con DM, ya que dilucidar
mecanismo por los cuales se pierde la tolerancia hacia esta molé-
cula, abre una gran gama de posibilidades para disefiar terapias
individualizadas en pacientes que sufren enfermedades
autoinmunes y curar de manera definitiva estas enfermedades
atacando el origen mismo de la enfermedad.
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