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ABSTRACT

Using the signal sequence trap (SST)
method we isolated and sequenced the
Stromal Derived Receptor-1 (SDR1), a new
mouse gene. Two ¢cDNAs clones were
detected: a and b (1.9 and 2.4 Kb,
respectively). SDR1 belongs to the
immunoglobulin superfamily with four
cysteines located at highly conserved
positions. a and b molecules contain a signal
peptide, two immunoglobulin-like domains
(C2- and V-type), transmembrane and
cytoplasmic domains. b form has an
additional specific domain encoding an
stretch of 116 residues.

INTRODUCCION

El método de la Trampa por Péptido
Seiial (TPS del inglés Signal Sequence
Trap, SST) (1) se desarroll6 con el fin
de clonar DNA complementarios que
codifican secuencias especificas en el
extremo amino-terminal,de su produc-
to como aquellas que codifican para
moléculas de comunicacién intercelular
o0 para receptores de membrana. Varios
fragmentos de aproximadamente 500
pares de bases (2) fueron clonados
usando el método de TPS, a partir de
una biblioteca de DNA complementa-
rio, construida de la linea celular ST-
2, derivada del estroma de la médula
6sea de ratéon (1). Después de
secuenciarlos se encontr6 que algunos
de ellos codificaban para proteinas que
portan porciones hidréfobas en su ex-
tremo amino-terminal compatibles con
la estructura del péptido sefial. La com-
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paracion con secuencias del banco de
datos Swiss-Prot, al nivel de proteina,
reveld que algunas de ellas atin no ha-
bian sido descritas en la literatura, por
lo cual se decidi6é continuar su carac-
terizacién. Uno de los clonos asi obte-
nidos (TPS-S1) permiti¢ aislar un clon
de cDNA que se secuencié en su tota-
lidad. Se demostré que dicho gen, de-
nominado SDR1 (de sus siglas en in-
glés Stromal Derived Receptor 1), per-
tenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas.

MATERIALES Y METODOS

Las enzimas de restriccion, el fragmen-
to klenow de la DNA polimerasa I de
E. Coli y otras enzimas utilizadas en
el presente estudio fueron obtenidas de
Takara Shuzo Co. Ltd. (Kyoto, Japén);
oligonucledtidos marcados con fésfo-
ro radioactivo se obtuvieron de
Amersham.

Aislamiento del cDNA SDR1 a de
ratén: una biblioteca de DNA comple-
mentario se construyd a partir de ARN
mensajero obtenido de la linea celular
ST-2 de estroma de medula 6sea de
ratén. El fago para la construccién fue
lambda (1gt22A) (1). El fragmento
TPS-S1 se utiliz6 como sonda para ais-
lar el cDNA de SDRI1 a (1). TPS-S1
fue marcado radioactivamente por el
método de marcacién al azar con el kit
de marcacién de DNA, versidén 2 de
Takara (Jap6n) bajo las condiciones

recomendadas por el fabricante. Las
membranas se procesaron de acuerdo
a protocolos ya descritos (3). Después
del tamizaje secundario se selecciona-
ron cuatro clonos independientes para
andlisis subsecuentes. Cada uno de los
clonos de fago que contenian el frag-
mento de interés fueron digeridos con
las enzimas Not I y Sal I bajo condi-
ciones recomendadas por el fabrican-
te v subclonados en el pldsmido
pBluescript (Stratagene). El DNA de
los plasmidos fue purificado mediante
columnas de QIAGEN para realizar el
mapa de restriccién y para
secuenciamiento de los extremos del
DNA insertado utilizando los primers
T3 y T7 del pBluescript. El clon que
contenia el fragmento de DNA més lar-
go (1.9 KB) fue el que se usé para
secuenciar la totalidad del DNA inser-
tado.

Aislamiento del cDNA SDR1 b de ra-
tén: la presencia de cDNA de SDR fue
investigada en una biblioteca de DNA
complementario de cerebro de ratén
clonada en el vector Uni-Zap de
STRATAGENE. La sonda fue el cDNA
completo de SDR1 a. Se analizaron 6
clonos independientes, cuatro de los
cuales presentaban secuencias de DNA
insertadas, de mayor longitud que los
dos restantes. Los fragmentos inserta-
dos de DNA se subclonaron en el
pldsmido pBluescript. Se realizé el
mismo procedimiento de mapeo de si-
tios de restriccidén y de secuenciamiento
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de los extremos de los fragmentos in-
sertados como se explicé en la seccion
anterior. El secuenciamiento reveld
que todos los clonos tenian secuencias
sobrelapadas en sus regiones 57y 37
Dos de los clonos aislados mostraron
una longitud de 1.9kb, igual a la longi-
tud de cDNA de SDR1 a Los cuatro
restantes mostraron una longitud de
2.4 Kb. Por esta razén el clon nimero
5, que mostraba una regién no tradu-
cida 5° de mayor longitud, fue el ele-
gido para ser secuenciado.

Secuenciamiento del DNA: Se utiliza-
ron diferentes sitios de restriccién para
subclonar fragmentos de cDNA parcia-
les de SDR1 a o b. Se sintetizaron va-
rios primers para secuenciar regiones
que mostraron alguna ambigiliedad en
la composicién nucleotidica. La se-
cuencia se determiné en ambas ban-
das por el método automatizado con
fluorescencia de Applied Biosystems
Inc.

RESULTADOS Y DISCUSION

El fragmento de DNA complementa-
rio contenido en el clon TPS-S1, se
utilizé como sonda para buscar, en una
biblioteca de cDNA derivada de la
linea celular ST-2 (cebada con
oligodT) (2), cuyo resultado fue la
clonacién de SDR1 a completo y, a su
vez, el cDNA a sirvié como sonda para
buscar en una biblioteca de cDNA de
cerebro de ratén (cebada con oligodT)
encontrindose el cDNA correspon-
diente a la forma b. Ambas formas es-
tdn representadas esquemadticamente
en la figura 1.

RECEPTOR DERIVADO DE
ESTROMA 1a (D50463)

El secuenciamiento fue efectuado si-
guiendo la estrategia representada en
la figura 2. Los sitios reconocidos por
diferentes enzimas de restriccién fue-
ron empleados para subclonar frag-
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Figura 1. Representacion esquemdtica de las caracteristicas estructurales mds importantes
de SDRI a y b. Se indican la secuencia inferida del péptido serial, los dominios de las
inmunoglobulinas,el dominio especifico para la forma b, el segmento inferido que atravieza
la membrana celular y la porcion citopldsmica. También se representa la posicion de los
primers empleados para examinar la regidn no traducida 5° de los SDRI cDNA ay b. En la
forma a encontramos una insercion (DDEP)presente solo en una fraccion de SDRI1 b.

mentos de cDNA y posteriormente
secuenciarlos. La designacién de los
sublclonos aparece a la izquierda de
la figura 2. Como se muestra en la fi-
gura 3, el DNA complementario tiene
una longitud de 1915 pares de bases
que terminan en una cola de poli(A)
de 15 nucledtidos situados en el lado
37 de la secuencia consenso de
poliadenilacién (AATAAA). La por-
cién no traducida del extremo 57 es de
27 pb seguida de un marco de lectura
abierto de 846 pb y una regién 3” no
traducida de 1042 pb.

La secuencia de DNA especifica una
proteina inferida de 281 aminoé4cidos.
El andlisis hidropatico (fig. 4) demos-
tré la presencia de dos fragmentos con
caracteristicas hidré6fobas. El primero
estd constituido por 27 aminodcidos en
el extremo amino del polipéptido y es
compatible con la estructura del
péptido sefial. La segunda regidén
hidréfoba estd localizada en la porcién
C-terminal, consiste de 23 aminoacidos
(del 220 al 242) y llena los criterios de
unaregién transmembrana. A partir del
aminoécido 243 comienza una regién
citoplasmica corta que va hasta el
aminodcido 281. La forma madura de
SDRI1 contiene 4 cistefnas en posicio-

nes altamente conservadas dentro de
la molécula y dos dominios de
inmunoglobulinas: uno hacia el extre-
mo amino que corresponde al tipo C2
(aminoécidos 46 a 110) y el segundo,
mds cercano a la membrana, es del tipo
V (entre los aminodcidos 134 y 207).
La region extracelular estd compuesta
de 192 aminodcidos (desde 1a posicién
28 a la 219). Ademds,en la proteina
SDR1a se encontré una insercién
(DDEP)que esté presente solo en una
fraccién de los cDNA de SDR1b.

RECEPTOR 1b DERIVADO DE
ESTROMA

El gen del receptor 1b derivado de
estroma tiene 490 nucleétidos mas que
la forma a, o sea, 2405 pares de bases
de longitud. La porcién no traducida
del extremo 5 esta compuesta de 181
nucleétidos. Le sigue un marco abier-
to de lectura de 1182 pares de bases
que codifica para una proteina de 393
aminodcidos. La forma b tiene un do-
minio adicional especifico de 116
aminoécidos. La regién no traducida
37 es idéntica a la descrita para la for-
ma a con la secuencia consenso de
poliadenilacién y la cola de poly (A)
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Figura 2. Estrategia de secuenciamiento del clon de DNA complementario de SDRI. La
escala indica las posiciones de los nucledtidos (en pares de bases) comenzando por la primera
base del cDNA de SDR1 a. Los sitios reconocidos por enzimas de restriccién fueron utilizados
para generar fragmentos de DNA complementario que se subclonaron para su posterior
secuenciamiento. A la izquierda estdn las designaciones de los subclonos que se obtuvieron.
Las flechas indican la direccion y extension del secuenciamiento obtenidos para cada uno

de los clonos.

en las mismas posiciones; como se
muestra en las figuras 1 y 3. El anali-
sis de la proteina inferida b demostré
la presencia de caracteristicas simila-
res a la forma a, es decir, un perfil
hidropatico similar, la presencia de
cuatro cisteinas en regiones altamente
conservadas y los mismos dominios de
inmunoglobulinas (C2 y tipo V).
Adicionalmente se encontré un tercer
dominijo, cuya comparacién en el ban-
co de datos no mostré hallazgos de in-
terés.

Para verificar si existe una diferencia
real en longitud en el extremo no tra-
ducido 5" entre laformaayb (27 pby
181 pb respectivamente), se amplificé

la regién por PCR usando un par de
primers: uno que mapea en el extremo
5" del cDNA b y otro localizado unos
mil pares de bases corriente abajo del
mismo, en una region que es comtn a
las formas a y b como se observa en el
esquema de la fig. 1. Una biblioteca de
¢DNA de cerebro de ratén, clonada en
el vector Uni-Zap de Stratagene sir-
vié como molde para la PCR. Se obtu-
vieron dos bandas de 1 y 0.6 kb (no se
muestran) que corresponden a los frag-
mentos amplificados del cDNA by a
respectivamente, 1o que nos permite
afirmar que la existencia de solo 27 pb
en el cDNAa es debida probablemente
a un artefacto durante la construccién
de la biblioteca de expresién de donde

se obtuvo.

HOMOLOGIA DE SDR1 CON
BASIGIN.

La secuencia inferida de aminodcidos
de SDRI1 se comparé en el banco de
datos Swiss-Prot, encontrandose la
mads alta homologia con el producto de
un gen denominado basigin, que ha
sido ya descrito en varias especies.
Basigin codifica para una proteina de
membrana implicada en la progresién
tumoral (4, 5) y en el desarrollo del sis-
tema nervioso de ratén (6). También
se ha detectado su expresién al nivel
de la barrera hemato-encefélica (7), y
en la retina de aves (8). En el humano,
su expresion estd aumentada en
granulocitos provenientes de pacien-
tes con artritis reumatoidea o artritis
reactiva. Estas observaciones sugieren
que el gen humano de basigin codifica
para una glicoproteina de membrana
asociada a la activacién de los
granulocitos.

La homologia de SDR1a con basigin
es del 38 por ciento al nivel de la pro-
teina (figura 5). La homologia de la
porcién extracelular es del 32 por cien-
to, mientras que al nivel de la regién
transmembrana y citopldsmica corres-
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Figura 3. Secuencia de nucledtidos (numeracion de la derecha) y secuencia de aminodcidos inferida (numeracion a la izquierda) de SDR1
a yb. La secuencia que especifica el dominio presente solo en SDRI b estd encerrada en un rectdngulo. Las secuencias inferidas del péptido
sefial y de la region que atraviesa la membrana estdn subrayadas por lineas delgada y gruesa, respectivamente. Las cuatro cisteinas estdn
representadas por cuadrados oscuros; los sitios potenciales de glucosilacion por flechas..
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SDAR1 (S1)

Figura 4. Andlisis hidropdtico de la secuencia inferida de aminodcidos de SDRI.

ponde a un 63 y 52 por ciento respecti-
vamente. La alta conservacion al nivel
de la region transmembrana de basigin
entre las diferentes especies estudiadas
sugiere una importante funcién en esta
parte de la molécula que se ha manteni-
do alolargo de la evolucién. La més alta
homologia de SDR1 y basigin se encuen-
tra al nivel de la regién transmembrana.

HOMOLOGOS DE SDR1 EN
OTRAS ESPECIES

La bisqueda con el método FASTA en
un banco de secuencias de proteinas re-
veld que el gen homdlogo de SDR1 ya
ha sido descrito para la rata. La compa-
racién de la proteina SDR1 de ratén con
la secuencia de la proteina reportada para
la rata (9) mostré una identidad del 97
por ciento. La identidad con la protei-
na SDR1 humana es del 94 por ciento
(manuscrito en preparacién). Es de no-
tar la casi total identidad del fragmento

de DNA especifico para la forma b en
las tres especies, lo que sugiere un im-
portante papel funcional del gen SDR1.

CONCLUSIONES

En el presente articulo hemos descrito
la estrategia para clonar y secuenciar el
receptor derivado de estroma 1, un nue-
vo miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas. La alta conservacién
de las secuencias inferidas de proteinas
en las diferentes especies nos permite
afirmar la importancia funcional de este
gen. La comparacién de la proteina
SDR1 en un banco de proteinas reveld
que la més alta homologfa es con basigin,
un gen involucrado en progresién
tumoral, asi como también en el funcio-
namiento del sistema nervioso central.

Considerando que la homologia a nivel
estructural tiene una correlacion funcio-

nal, nos atrevemos a sugerir que SDR1
estd de una forma u otra relacionado con
funciones del sistema nervioso central.
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Figura 5. La homologia de SDRI a con basigin.
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Para dilucidar la funcién del gen se estd
estudiando su patrén de expresion en
los diferentes tejidos de ratén (manus-
crito en preparacion).
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