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Re su men
ARD1/TRIM23 es una pro teí na mul ti do mi nio, con un do mi nio “RING fin ger” con ac ti vi -
dad de E3 ubi qui ti na li ga sa en su ex tre mo ami no ter mi nal y un do mi nio “ARF” en su
ex tre mo car bo xi lo ter mi nal. La pro teí na ARD1 se ha en con tra do en el apa ra to de Gol -
gi y en los li so so mas, am bos or ga ne los im pli ca dos en el trá fi co ve si cu lar en cé lu las de 
ma mí fe ro. Las pro teí nas ARF es tán im pli ca das en la for ma ción de ve sí cu las y el des -
ti no de es tas es truc tu ras ha cia di fe ren tes lu ga res den tro de la cé lu la, como la mem -
bra na plas má ti ca, or ga ne los o in clu so la se cre ción del con te ni do ve si cu lar ha cia el
es pa cio ex tra ce lu lar. Por otra par te, las E3 ubi qui ti na li ga sas ca ta li zan el úl ti mo paso
de la ubi qui ti na ción. Di cha mo di fi ca ción pos tra duc cio nal está im pli ca da en la de gra -
da ción de pro teí nas y en di ri gir a cier tas pro teí nas ha cia com par ti men tos in tra ce lu la -
res, como los li so so mas. Los re sul ta dos de este tra ba jo de mos tra ron la par ti ci pa ción
del do mi nio E3 ubi qui ti na li ga sa de ARD1/TRIM23 en la lo ca li za ción in tra ce lu lar, y no
el do mi nio ARF. Ade más, la mu ta ción en el do mi nio E3 ubi qui ti na li ga sa re sul tó en una 
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acu mu la ción de la pro teí na ARD1/TRIM23 en el in te rior ce lu lar. Esto su gie re que la
po si ble au tou bi qui ti na ción de esta pro teí na es ne ce sa ria tan to para su lo ca li za ción in -
tra ce lu lar como en la re gu la ción de su fun ción ce lu lar.
Pa la bras cla ve: ARD1/TRIM23, pro teí nas ARF, ubi qui ti na ción, li so so mas.

Abstract
Ce llu lar lo ca li za tion of ARD1/TRIM23 pro tein 
de pends on its E3 ubi qui tin li ga se ac ti vity

ARD1/TRIM23 is a mul ti do main pro tein, with a RING fin ger do main with an E3 li ga se
ac ti vity on its N-terminus and an ARF do main on its C-terminus. ARD1/TRIM23 has
been found in Gol gi ap pa ra tus and lyso so mes, both or ga ne lles im plied in ve si cle traf -
fic king in mam ma lian cells. ARF pro teins are in vol ved in ve si cle for ma tion and tar ge -
ting of the se struc tu res to dif fe rent cell fa tes like plas ma mem bra ne, or ga ne lles or
se cre tion of their con tent to ex tra ce llu lar spa ce. On the ot her hand, E3 ubi qui tin li ga -
ses are in vol ved in the last step of ubi qui ti na tion pro cess, a post trans la tio nal mo di fi ca -
tion that has been im plied in pro tein de gra da tion and tar ge ting of cer tain pro teins to
in tra ce llu lar com part ments like lyso so mes. This work sho wed the im pli ca tion of a
non-functional E3 li ga se do main of ARD1/TRM23 pro tein on mis tar get ting to lyso so -
mes, with no re le van ce of ARF do main on this pro cess. Mo reo ver, non func tio nal E3 li -
ga se of ARD1/TRIM23 re sulted in its over-accumulation in the cell. The se re sults
sug gest a possi ble au tou bi qui ti na tion of this pro tein, which is nee ded to tar get
ARD1/TRIM23 to the right in tra ce llu lar lo ca li za tion, and re gu la tion of its bio lo gi cal role
in the cells.
Key words: ARD1/TRIM23, ARF pro teins, ubi qui ti na tion, lyso so mes.

Intro duc ción
Un fac tor in dis pen sa ble en la fun ción de una pro teí na es su lo ca li za ción ce lu lar. La

des lo ca li za ción de las pro teí nas con du ce a pro ce sos fi sio pa to ló gi cos. Un ejem plo lo re pre -
sen tan las en zi mas hi dro lí ti cas que son des ti na das ha cia los li so so mas; una en tre ga in co -
rrec ta o au sen cia de es tas en zi mas en los li so so mas se ha aso cia do con en fer me da des. En
la en fer me dad de Pom pe (tam bién lla ma da glu co ge no sis tipo II), en la cual se pre sen ta una
de fi cien cia he re di ta ria de la alfa glu co si da sa áci da (GAA, por sus si glas en in glés), la en zi ma 
li so so mal res pon sa ble de la de gra da ción del glu có ge no a glu co sa (Hirschhorn y Reu ser,
2001).

Las pro teí nas son di ri gi das a sus or ga ne los blan co en la cé lu la o in clu so fue ra de la
mis ma a tra vés de di ver sos me ca nis mos. Los me ca nis mos más co no ci dos in vo lu cran la pre -
sen cia de se cuen cias se ñal ubi ca das en la es truc tu ra pri ma ria de la pro teí na (Ben-Mena-
chem et al., 2011), mo di fi ca cio nes pos tra duc cio na les (Gha rak ha nian et al., 2011) y/o me -
dian te trans por te ve si cu lar (Gior da no et al., 2011). El trá fi co ve si cu lar es uno de los pro ce sos 
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más im por tan tes que con tro lan el des ti no de las pro teí nas den tro de una cé lu la eu ca rió ti ca
(Roth man y Wie land, 1996; Orlan do y Guo, 2009).

Las pro teí nas ARF tie nen una fun ción cru cial en el me ta bo lis mo de las ve sí cu las, in -
clu yen do el re clu ta mien to de las pro teí nas que cons ti tu yen la cu bier ta de las ve sí cu las para
ini ciar la for ma ción y ge ma ción de las mis mas (Po poff et al., 2011). Estas pro teí nas per te ne -
cen a la fa mi lia de pro teí nas G mo no mé ri cas, las cua les tie nen un peso mo le cu lar de al re de -
dor de 20 kDa (Moss y Vaug han, 1995). Las pro teí nas ARF par ti ci pan en el trá fi co ve si cu lar
en tre di ver sos com par ti men tos ce lu la res, como son el re tícu lo en do plás mi co, el apa ra to de
Gol gi, los en do so mas, la en vol tu ra nu clear, etc. (Moss y Vaug han, 1995). Las pro teí nas ARF 
de ori gen hu ma no se agru pan en tres di fe ren tes cla ses: cla se I (ARF1, ARF2 y ARF3), cla se
II (ARF4 y ARF5) y cla se III (ARF6) (Do nald son y Jack son, 2011).

Por otra par te, se han des cri to do mi nios ARF que son par te de otras pro teí nas de ma -
yor ta ma ño res pec to a las pro teí nas ARF típi cas, como es el caso de la pro teí na ARD1 (por
sus si glas del Inglés, ADP-Ribosy la tion fac tor Domain pro tein 1) (Mis hi ma et al., 1993).
ARD1 es un miem bro atí pi co de la fa mi lia ARF aso cia da a li so so mas y al apa ra to de Gol gi,
or ga ne los que for man par te del sis te ma en do mem bra no so in vo lu cra dos en la re cep ción y
ge ne ra ción de ve sí cu las, res pec ti va men te (Mis hi ma et al., 1993; Vi ta le et al., 1998). ARD1
es una pro teí na de 64 kDa (574 re si duos ami noa cí di cos), con múl ti ples do mi nios (Me -
za-Carmen et al., 2011). Esta pro teí na con tie ne un do mi nio ARF en su ex tre mo car bo xi lo ter -
mi nal (re si duos 402-574), de peso mo le cu lar si mi lar a otras pro teí nas ARF, el cual es
al re de dor de 18 kDa (Vi ta le et al., 1996). 

Las pro teí nas ARF ci clan en tre un es ta do ac ti va do (unien do GTP) y uno inac ti va do
(unien do GDP). Exis ten pro teí nas ac ce so rias que en con di cio nes fi sio ló gi cas per mi ten los
es ta dos de ac ti va ción e inac ti va ción, como son las pro teí nas GAP (por sus si glas del Inglés,
GTPa se Acti va ting Pro tein) y las pro teí nas GEF (por sus si glas del in glés Gua ni ne Exchan -
ge Fac tor). Las pro teí nas GAP y GEF es tán in vo lu cra das en au men tar la ac ti vi dad de GTPa -
sa y pro mo ver el in ter cam bio de GDP por GTP, res pec ti va men te. Ade más se ha aso cia do a
las pro teí nas ARF con la pro teí na GDI (por sus si glas del Inglés, Gua no si ne nu cleo ti de Dis -
so cia tion Inhi bi tor), in vo lu cra da en evi tar la di so cia ción del GDP de las GTPa sas mo no mé ri -
cas. Se ha de mos tra do la pre sen cia y fun cio na li dad de un do mi nio GAP (Vi ta le et al., 1998a)
y un do mi nio GDI en ARD1 (Vi ta le et al., 1997). Los do mi nios GAP y GDI de ARD1 son si mi -
la res fun cio nal men te a otras pro teí nas GAP y GDI de pro teí nas ARF tí pi cas, pero di fe ren tes
de bi do a la aso cia ción co va len te con el do mi nio ARF en ARD1, su gi rien do una po si ble au to -
rre gu la ción en el ci clo de ac ti va ción/inac ti va ción del do mi nio ARF de ARD1.

Ade más de te ner un do mi nio ARF, ARD1 con tie ne otros tres do mi nios es truc tu ra les,
los cua les no se encuentran en las de más pro teí nas ARF tí pi cas; es tos son: do mi nio RING
fin ger, dos do mi nios B-BOX y un do mi nio Coi led-Coil (Fi gu ra 1), ubi can do a ARD1 en la fa -
mi lia de pro teí nas TRIM (del Inglés, Tri par ti te Mo tif), re ci bien do el nom bre de TRIM23 (Oza -
to et al., 2008). El do mi nio RING (Really Inte res ting New Gene, por sus si glas en Inglés)
fin ger po see ac ti vi dad de E3 ubi qui ti na li ga sa, in vo lu cra da en el pro ce so de ubi qui ti na ción
(Rey mond et al., 2001). La ubi qui ti na ción es una mo di fi ca ción pos tra duc cio nal que in vo lu cra 
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la trans fe ren cia de una o va rias mo lé cu las de ubi qui ti na a una pro teí na blan co. La ubi qui ti na -
ción es un pro ce so je rár qui co que in vo lu cra la par ti ci pa ción las en zi mas: E1, E2 y E3. Se ha
iden ti fi ca do en el ge no ma hu ma no una úni ca en zi ma E1, do ce nas de E2 y cien tos de E3 ubi -
qui ti na li ga sas (Des haies y Joa zei ro, 2009; Kravt so va-Ivantsiv y Cie cha no ver, 2011). La
des re gu la ción en la ubi qui ti na ción está re la cio na da con al gu nas en fermeda des, como cán -
cer, de sór de nes neu ro ló gi cos (Par kin son, Alzhei mer), in fec cio nes y pro ble mas in mu no ló gi -
cos, en tre otras (Rey mond et al., 2001; Ardley, 2009). Ade más de par ti ci par en la
de gra da ción de pro teí nas a tra vés del pro teo so ma, tam bién se le ha atri bui do a la ubi qui ti na -
ción un pa pel en la trans duc ción de se ña les (Chen 2005). 

Re cien te men te se de mos tró la fun ción de la pro teí na ARD1/TRIM23 en la de gra da -
ción del re cep tor del fac tor de cre ci mien to epi dér mi co (EGFR), el cual es un re gu la dor cla ve
del cre ci mien to y la di fe ren cia ción ce lu lar. El es ta do de ac ti va ción del do mi nio ARF de
ARD1/TRIM23 con du ce a un cam bio en los ni ve les pro tei cos del EGFR (Me za-Carmen et
al., 2011). Por lo tan to, es ne ce sa rio com pren der el me ca nis mo mo le cu lar me dian te el cual
ARD1/TRIM23 par ti ci pa en re gu lar las con cen tra cio nes del EGFR; una po si bi li dad es la par -
ti ci pa ción de ARD1/TRIM23 en re gu lar el trá fi co ve si cu lar del EGFR.

En este tra ba jo se de mos tró que la lo ca li za ción in tra ce lu lar de ARD1/TRIM23 de pen -
de de su ac ti vi dad de E3 ubi qui ti na li ga sa, mien tras que el do mi nio ARF de ARD1/TRIM23
no tie ne in fluen cia so bre su lo ca li za ción. Ade más, la pérdi da de la fun ción de la ac ti vi dad de
E3 ubi qu ti ni na li ga sa ge ne ró un au men to in tra ce lu lar sig ni fi ca ti vo de la pro teí  na
ARD1/TRIM23, in di can do una po si ble au tou bi qui ti na ción, o ubi qui ti na ción por al gu na otra
E3 ubi qui ti na li ga sa de ARD1/TRIM23. Esto su gie re un me ca nis mo di fe ren te de re gu la ción
de sus ni ve les pro tei cos a ni vel in tra ce lu lar.

Ma te ria les y Mé to dos

Obten ción de las se cuen cias
Se uti li zó una me to do lo gía si mi lar a la re por ta da por Díaz-Pérez et al. (2007). Se hizo

una bús que da de pro teí nas ho mó lo gas a la pro teí na ARD1/TRIM23 de hu ma no (no. de ac -
ce so: NP_001647), me dian te los pro gra mas Blastp y Psi-Blast (Altschul 1997). Se uti li zó la
base de da tos nr (pro teí nas no re dun dan tes del Ge ne Bank), no se usó fil tro de baja com ple ji -
dad, y se eli mi na ron las se cuen cias con un nú me ro E me nor a 1x10-5; los pa rá me tros de pe -
na li za ción de hue cos (gaps) y la ma triz usa da fue ron los de uso por omi sión. Se se lec-
cio na ron úni ca men te las pro teí nas que tu vie ran un por cen ta je de co ber tu ra arri ba del 80%.
Se eli mi na ron las pro teí nas re dun dan tes y los frag men tos pro tei cos, ob te nién do se un gru po
de tra ba jo de 40 se cuen cias de pro teí nas ho mó lo gas a ARD1/TRIM23. Para rea li zar el ali -
nea mien to del gru po fi nal se uti li zó el pro gra ma T-Coffee (No tre da me et al., 2000), con los
pa rá me tros por omi sión. El ali nea mien to ob te ni do se edi tó ma nual men te, usan do como edi -
tor de se cuen cias el pro gra ma BioE dit (Hall 1999). Para la cons truc ción del ár bol fi lo ge né ti co 
se uti li zó el pro gra ma MEGA5 (Ta mu ra et al., 2011). Se si guie ron cua tro al go rit mos dis tin tos: 
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de los mé to dos ba sa dos en ma triz de peso (MMP) se usa ron Ve ci no más cer ca no (NJ;
Neigh bor-Joining) y Mí ni ma Evo lu ción (ME); y de los mé to dos ba sa dos en ca rac te rís ti cas
(MBC) se usó Má xi ma Par si mo nia (MP) y Má xi ma Ve ro si mi li tud (MV). En la cons truc ción de
los ár bo les, se uti li zó la eli mi na ción pa rea da, y como mo de los evo lu ti vos, WAG para el mé to -
do de MV y la ma triz JTT para los mé to dos de NJ y ME. La prue ba es ta dís ti ca apli ca da fue un 
aná li sis de Boots trap de 1000 re pe ti cio nes para cada ár bol.

TABLA 1
Oli go nu cleó ti dos usa dos en este tra ba jo

OLIGONUCLEÓTIDO SECUENCIA (5´A 3´)

F-RT ATGGCTGCCCTCGCTGTAAACAAGC

R-RT GAATTCGCCCTTCGGCCGCAGCAACATCCAACACTC

GFP-F-I AATTCGCCCTTAGCTTCCAGGGCCACCATGGTGAGCAAGGGC

GFP-R-I GTTTACAGCGAGGGCAGCCATCTTGTACAGCTCGTCCATGCC

F-(C34A) CTGGAGTGTGGGGTTGCTGAAGATGTCTTCTC

R-(C34A) GAGAAGACATCTTCAGCAACCCCACACTCCAG

F-(H53A) CTCCTCCTCTGTGGCGCCACAGTCTGTCATGAC

R-(H53A) GTCATGACAGACTGTGGCGCCACAGAGGAGGAG

F-(T418N) GATGGTGCTGGAAAAAATACCATTTTGTTCAAG

R-(T418N) CTTGAACAAAATGGTATTTTTTCCAGCACCATC

F-(K458I) GGGATGTGGGTGGAATCCACAAATTAAGACCATTGTGG

R-(K458I) CCACAATGGTCTTAATTTGTGGATTCCACCCACATCCC

Clo na ción y mu ta gé ne sis del gen ARD1/TRIM23
El cDNA de ARD1/TRIM23 fue am pli fi ca do en su to ta li dad me dian te RT-PCR con el

uso de los oli go nu cleó ti dos F-RT y R-RT (Ta bla 1). Se usó como tem pla do el RNA to tal ais la -
do de hí ga do de ra tón ma cho (cepa C57 black 6) de tres me ses de edad. Pos te rior men te, el
ex tre mo 5´ del cDNA de ARD1/TRIM23 fue fu sio na do me dian te PCR al gen que co di fi ca la
pro teí na ver de fluo res cen te, usan do los ini cia do res GFP-F-I y GFP-R-I (Ta bla 1). Di cho pro -
duc to de PCR (GFP-ARD1/TRIM23) fue clo na do en el vec tor pGe ne/His-V5 (Invi tro gen), el
cual per mi te la fu sión tra duc cio nal en el ex tre mo 3´ del gen de in te rés a las eti que tas que co -
d i f i can seis re si duos de his t i di nas y para el epí to pe V5 (15 ami noá ci dos,
GKPIPNPLLGLDST, pro ve nien te del pa ra mi xo vi rus del vi rus de si mio 5), el cual fue usa do
para de tec tar la pre sen cia de la pro teí na re com bi nan te me dian te Wes tern blot. Una vez ob -
te ni da la fu sión tra duc cio nal GFP-ARD1-V5 en el vec tor pGe ne/His-V5, se rea li za ron dos
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mu ta cio nes pun tua les (C34A y H53A) en el do mi nio de E3 ubi qui ti na li ga sa del gen
ARD1/TRIM23 con las dos pa re jas de oli go nu cleó ti dos: F-(C34A); R-(C34A) y F-(H53A);
R-(H53A), res pec ti va men te (Ta bla 1). Se rea li za ron dos mu ta cio nes de for ma in de pen dien -
te en el do mi nio ARF del gen ARD1/TRIM23: (T418N y K458I), ge ne ran do el do mi nio
ARF-constitutivamente inac ti va do y ac ti va do, res pec ti va men te. Di chas mu ta cio nes fue ron
ge ne ra das me dian te el uso de los oli go nu cleó ti dos F-(T418N)/R-(T418N) y F-(K458I)
/R-(K458I), res pec ti va men te (Ta bla 1). To das las cons truc cio nes fue ron ve ri fi ca das me dian -
te la se cuen cia ción del DNA, em plean do un se cuen cia dor au to má ti co ABI PRIMS 377 DNA
se quen cer (Per kin Elmer).

Sis te ma de ex pre sión in du ci ble del pro duc to de los ge nes ARD1/TRIM23
sil ves tre y mu tan tes

Se uti li zó el sis te ma GENESWITCH SYTEM (Invi tro gen) para lle var a cabo la ex pre -
sión de las pro teí nas de in te rés. Este sis te ma cons ta de dos vec to res; el pri mer vec tor
pSwitch pro du ce la pro teí na re gu la do ra re com bi nan te GAL4/p65, la cual se ex pre sa en pre -
sen cia de la hor mo na mi fe pris to na. La se lec ción del vec tor pSwitch se rea li zó en pre sen cia
de higro mi ci na en el me dio de cul ti vo. El se gun do vec tor de ex pre sión, pGe ne/His-V5, el
cual ex pre sa el gen de in te rés, está bajo el con trol de la pro teí na re com bi nan te GAL4/p65.
La se lec ción del vec tor pGe ne/His-V se rea li zó con la adi ción de Zeo ci na al me dio de cul ti vo.
Cé lu las de E. coli DH5 fue ron usa das para la sub clo na ción y pro pa ga ción de DNA plas mí -
di co

Cul ti vos y trans fec cio nes ce lu la res
Fi bro blas tos em brio na rios de ra tón (MEF) se obtuvie ron a par tir de la piel de em brio -

nes de ra tón de 12.5 días de ges ta ción, los cua les son ho mo ci go tos mu tan tes en el gen de
ARD1 (KO). Las cé lu las MEF se cre cieron en me dio DMEM alta glu co sa (4.5 g/L D-glucosa,
Invi tro gen), con 50 uni da des/mL de pe ni ci li na, 50 mg/mL de es trep to mi ci na, y 10% de su ple -
men to de cre ci mien to me sen qui mal (MCGS, Lon za). Las cé lu las se ma nu vie ron en cá ma ras 
de in cu ba ción a 37oC, con un flu jo cons tan te de CO2 al 5% y una hu me dad re la ti va del 95%,
has ta que al can za ron un 90% de con fluen cia. Las cé lu las se trans fec taron, de ma ne ra es ta -
ble, con los plás mi dos de in te rés me dian te li po fec ta mi na (Invi tro gen) si guien do las re co -
men da cio nes del pro vee dor. La se lec ción de la lí nea MEF tras fec ta da con el plás mi do
pSwitch se rea lizó me dian te la adi ción de hi gro mi ci na (0.2 mg/mL) al me dio de cul ti vo. Pos -
te rior men te las lí neas MEF trans fec ta das con el plás mi do pSwitch se trans fec taron nue va -
men te de ma ne ra in de pen dien te con cada uno de los plás mi dos re com bi nan tes que
ex pre sa ban las pro teí nas de in te rés de ARD1/TRIM23; la se lec ción se llevó a cabo me dian -
te su ca pa ci dad de cre ci mien to en zeo ci na (0.8 mg/mL). Se ge ne ra ron las lí neas MEF trans -
fec ta das de ma ne ra es ta ble con la ver sión sil ves tre del gen ARD1/TRIM23 (KO-WT) y la
ver sión mu tan te en la E3 ubi qui ti na li ga sa (KO E3; C34A y H53A); así como tam bién las ver -
sio nes mu tan tes en el do mi nio ARF cons ti tu ti va men te ac ti va do (KO-GTP; K458I) e inac ti va -
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do (KO-GDP; T418N) del gen ARD1/TRIM23. Di chas lí neas MEF se de no mi na ron: KO-WT;
mu tan tes KO-E3, KO-GTP y KO-GDP. Ade más se ob tu vo una lí nea MEF trans fec ta da con
el vec tor va cío, el cual ex pre sa so la men te el gen que co di fi ca la pro teí na GFP (del Inglés,
Green Flou res cent Pro tein), fu sio na do al epi to pe-V5.

Aná li sis de ex pre sión de trans cri to y de pro teí na de ARD1/TRIM23
Se ais la ron 5 g de RNA to tal a par tir de las dis tin tas lí neas MEFs usan do RNAeasy

iso la tion Kit (Qia gen); la trans crip ción re ver sa se rea lizó usan do el Kit Trans crip tion III su -
pers cript (Qia gen). Se uti li za ron son das de hi dró li sis tipo Taq Man (Applied Biosy stem) para
la cuan ti fi ca ción del trans cri to de los ge nes ARD1/TRIM23 y -tu bu li na de ori gen mu ri no.
Los da tos de ex pre sión fue ron ana li za dos usan do el pro gra ma Se quen ce De tec tor Ver sion
1.6.3. En es tos ex pe ri men tos se uti li zó la ex pre sión del trans cri to de -tu bu li na como con trol
de nor ma li za ción. Para eva luar las di fe ren cias de ex pre sión de trans cri to en tre las lí neas
MEF, los CT (del Inglés Cycle Thres hold, ci clos de am pli fi ca ción en don de se re gis tra la fluo -
res cen cia de la son da a eva luar) de ARD1/TRIM23 ob te ni dos a par tir de cada una de las lí -
neas MEF se ex pre saron con res pec to al CT del trans cri to de -tu bu li na de la mis ma
mues tra. Los da tos de cada lí nea MEF trans fec ta da fue ron pon de ra dos res pec to a la lí nea
MEF con trol KO-WT.

Para la de ter mi na ción de los ni ve les de las pro teí na sil ves tre y mu tan tes de
ARD1/TRIM23, se pre pa ra ron ho mo ge na dos ce lu la res de las dis tin tas lí neas MEF trans fec -
ta das, me dian te li sis ce lu lar en amor ti gua dor de Tris 50 mM, pH 7.5, Tween 20 al 0.1%, su -
ple men ta do con in hi bi do res de pro tea sas y fos fa ta sas. Las pro teí nas del ho mo ge na do
ce lu lar (60 g) se se pa raron me dian te elec tro fo re sis en ge les de pro teí nas en con di cio nes
des na tu ra li zan tes (SDS-PAGE) del 4–20% y fue ron pos te rior men te trans fe ri das a mem bra -
nas de ni tro ce lu lo sa. Las mem bra nas se in cu baron en amor ti gua dor de Tris con te nien do 5% 
de le che des cre ma da (Bio Rad) y 0.1% de Tween 20 por 1 h a tem pe ra tu ra am bien te. Pos te -
rior men te se in cu baron toda la no che a 4oC con los an ti cuer pos an ti-V5 (Invi tro gen) o an -
ti-GAPDH (usa do para de tec tar GAPDH, uti li za da como con trol de car ga en los
ex pe ri men tos de in mu no de tec ción), am bos a una di lu ción 1:2000. El an ti cuer po se cun da rio
an ti-ratón (Pro me ga) se usó a una di lu ción 1:5000. La de tec ción de la pro teí na se lle vó a
cabo me dian te el uso del Kit de de tec ción de sub stra tos qui mio lu mi nis cen tes West Pico
(PIERCE). Las imá ge nes fue ron cap tu ra das y cuan ti fi ca das con el fo to do cu men ta dor Ima -
ge Gua ge 4.0 (Fu ji film).

Dis tri bu ción in tra ce lu lar de ARD1/TRIM23
Las lí neas MEF trans fec ta das KO-WT y mu tan tes en KO-E3, KO-GTP y KO-GDP se

in cu baron en cá ma ras de cre ci mien to de cua tro po ci llos Lab-Tek II (3.5 x 104 cé lu las/po ci llo), 
en 0.5 ml de me dio de cul ti vo, per mi tien do que se fi ja ran al fon do del po ci llo tras 15 ho ras de
in cu ba ción. Pos te rior men te fue ron in du ci das por 18 ho ras con 10 mM de mi fe pris to na. Des -
pués de la var con CaCl2 1 mM, MgCl2 1 mM en PBS, las cé lu las se fijaron (20 min) con pa ra -
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for mal dehí do al 4% (Elec tro nic Mi cros copy, Inc.). Las cé lu las se la va ron nue va men te con
PBS, se cu brie ron con Vec tas hield (Vec tor La bo ra to ries) con te nien do DAPI (di clor hi dra to
de 4’,6-diamidino-2-fenilindol), para la vi sua li za ción del nú cleo, y fi nal men te la la mi ni lla se
se lló con un cu breob je tos. Para vi sua li zar los li so so mas, las cé lu las se in cu ba ron con 50 nM
del fluo ró fo ro LysoT rac ker du ran te 15 min a 37°C. Las imá ge nes se obtuvie ron me dian te el
uso de un mi cros co pio con fo cal de ba rri do láser mo de lo Zeiss LSM 510. 

Re sul ta dos y Dis cu sión
Se ha de mos tra do la fun cio na li dad in vi tro úni ca men te de los do mi nios RING fin ger,

ARF, GAP y GDI pre sen tes en la pro teí na ARD1/TRIM23, me dian te en sa yos de au tou bi qui ti -
na ción de ARD1/TRIM23, así como su ca pa ci dad de unión e hi dró li sis del GTP, lo que su gie -
re su par ti ci pa ción en pro ce sos de trá fi co ve si cu lar y ubi qui ti na ción, res pec ti va men te
(Fi gu ra 1) (Vi ta le et al., 1998b; Vi chi et al., 2005); sin em bar go, no se co no ce la fun ción bio ló -
gi ca del pro duc to del gen ARD1/TRIM23.

En este tra ba jo se lle vó a cabo la re cons truc ción de la fi lo ge nia, para en ten der la evo -
lu ción de la sub fa mi lia TRIM23. Esta sub fa mi lia está cons ti tui da por 40 miem bros, los cua les 
se en cuen tran dis tri bui dos en tres gru pos de no mi na dos I, II y III (Fi gu ra 2). Las pro teí nas de
esta sub fa mi lia sólo se pre sen tan en el rei no Me ta zoa. Sin em bar go, du ran te la bús que da de 
pro teí nas de la sub fa mi lia se en con tró que exis ten pro teí nas que con tie nen los do mi nios
RING fin ger y ARF en otros eu ca rio tes, como plan tas y hon gos. En el caso de los do mi nios
B-box y coi led-coil, es tos pre sen tan me nos del 25% de iden ti dad y 50% de co ber tu ra de se -
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Fi gu ra 1. Do mi nios fun cio na les de ARD1/TRIM23. La pro teí na ARD1/TRIM23 tie ne 574 re si duos ami noa cí di cos. El do -
mi nio “RING fin ger” con ac ti vi dad de E3 ubi qui ti na li ga sa (re si duos 31-75; E3), los re si duos C34 y H53 son esen cia les
para esta ac ti vi dad. Do mi nio GAP, pro teí na ac ti va do ra de GTPa sa (re si duos 101-333). Los re si duos 301-402 (re gión
“Lys”) ac túan como se cuen cia se ñal de di rec cio na li dad ha cia li so so mas. La re gión 387-402 ac túa como un in hi bi dor de la
di so cia ción de GDP (GDI). El do mi nio ARF, fac tor de ADP ri bo si la ción (re si duos 402-574). En la re gión ARF las mu ta -
cio nes T418N y K458I anu lan la unión de GTP (do mi nio ARF cons ti tu ti va men te inac ti vo) y ac ti vi dad de GTPa sa (do mi nio 
ARF cons ti tu ti va men te ac ti vo), res pec ti va men te. En la re gión 122-400 se lo ca li zan los do mi nios “B-Box” y “coi led coil”
(Mo di fi ca do de Me za-Carmen y col, 2011).



cuen cia con pro teí nas fue ra del rei no Me ta zoa, lo que su gie re que es tos do mi nios son es pe -
cí fi cos de este phylum. Estas ob ser va cio nes su gie ren que el re clu ta mien to de los dis tin tos
do mi nios en una sola pro teí na es pe cia li za da es pos te rior al ori gen del rei no Me ta zoa, y po si -
ble men te la im por tan cia de la in te rac ción de los do mi nios para una fun ción fi sio ló gi ca es -
pecífica es ma yor en este tipo de or ga nis mos. El re clu ta mien to de do mi nios no es pe cí fi cos,
con do mi nios es pe cí fi cos de me ta zoa rios, se ha ob ser va do tam bién en otras pro teí nas,
como es el caso de las in te gri nas  y  (Whit ta ker et al., 2002).

Otros es tu dios su gie ren que los do mi nios ob te nidos du ran te la evo lu ción de ma ne ra
más fre cuen te en tre las fa mi lias gé ni cas de ori gen ani mal, co mún men te tie nen un pa pel en
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Fi gu ra 2. Árbol fi lo ge né ti co de la sub fa mi lia TRIM23. Con nú me ros ro ma nos se mar can los tres gru pos prin ci pa les. Las
fle chas se ña lan la lo ca li za ción de las se cuen cias de ARD1/TRIM23 de ra tón y de hu ma no. El ár bol se rea li zó con el mé to -
do de má xi ma ve ro si mi li tud y 1000 re pe ti cio nes de boots trap.



pro ce sos ex tra ce lu la res o en la re gu la ción ce lu lar de cier tos pro ce sos, como la trans duc ción 
de se ña les (Bul jan y Ba te man, 2009). Mas aún, se ha su ge ri do que es tos even tos pue den
ser res pon sa bles de la apa ri ción de nue vos y com ple jos ras gos en me ta zoa rios (Vo gel y
Choot hia, 2006). Se sabe que los do mi nios RING fin ger y ARF de la pro teí na ARD1/TRIM23
son fun cio na les y tie nen un pa pel cla ve en la au to rre gu la ción de los ni ve les pro teí ni cos de la
mis ma (Me za-Carmen et al., 2011). De bi do a lo an te rior, es pro ba ble que el re clu ta mien to de 
am bos do mi nios en una sola pro teí na ten ga como ven ta ja una me jo ra en la efi cien cia de la
re gu la ción de la fun ción de la mis ma.
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Fi gu ra 3. Ali nea mien to de las se cuen cia de ami noá ci dos de las pro teí nas ARD1/TRIM23 de ra tón y de hu ma no. Se mues -
tran so bre la se cuen cia los cua tro do mi nios que con for man a esta fa mi lia de pro teí nas: el do mi nio “RING fin ger” (re si duos
31-75; no. de ac ce so: cl15348); el do mi nio GAP (re si duos 101-333; no. de ac ce so: cl00034); el do mi nio LYS (re si duos
301-402; no. de ac ce so: smart00502); el do mi nio ARF (re si duos 402-574; no. de ac ce so: cl09099). Se se ña la la re gión GDI 
(re si duos 387-402). Con pun tos lle nos se se ña lan los re si duos C34 y H53 esen cia les para la ac ti vi dad de ubi qui ti na li ga sa.
Con cua dros se mar can las mu ta cio nes T418N y K458I que anu lan la unión de GTP o ac ti vi dad de GTPa sa, res pec ti va men -
te.



To dos los es tu dios que des cri ben a ni vel bio quí mico el pa pel de ARD1/TRIM23 se han 
ob te ni do me dian te el uso de la pro teí na de ori gen hu ma no (Vi ta le et al., 1996; 1998). Sin em -
bar go, un mo de lo al ter na ti vo que ofre ce una ma ni pu la ción ge né ti co mo le cu lar más sen ci lla,
por su fa ci li dad de tra ba jo en el la bo ra to rio, es el ra tón (Mus mus cu lus), es pe cie don de esta
pro teí na pre sen ta un 98% de iden ti dad con la de hu ma no (Fi gu ra 3). A par tir de la cepa de ra -
tón C57 black 6 mu tan te, ca ren te del gen ARD1 (KO ARD1) (Me za-Carmen et al., ar tícu lo en
pre pa ra ción), se ob tu vie ron fi bro blas tos de la piel de em brio nes de 12.5 días de ges ta ción.
Estos fue ron pro pa ga dos y se ob tu vie ron clo nas in di vi dua les para ser uti li za das en es tu dios
pos te rio res. Una de es tas clo nas de no mi na da 5-KO se trans for mó con los plás mi dos
pSwitch y con cada uno de los dis tin tos plás mi dos de ma ne ra in de pen dien te que ex pre san
los ge nes sil ves tre, ade más de las dis tin tas mu tan tes en el gen ARD1/TRIM23. Una vez ob -
te ni das las cé lu las MEF trans fec ta das con los dis tin tos ge nes ARD1/TRIM23, se ana li zó la
ex pre sión a ni vel de trans cri to y los ni ve les de la pro teí na ARD1/TRIM23, res pec ti va men te
(Fi gu ras 4a y 4b). Los re sul ta dos in di can que no exis ten cam bios sig ni fi ca ti vos en los va lo res 
de ex pre sión a ni vel de trans cri to del gen ARD1/TRIM23 en tre las clo nas trans for ma das con
los plás mi dos que ex pre san los dis tin tos ge nes ARD1/TRIM23 (Fi gu ra 4a). Por otra par te, el
aná li sis de los ni ve les de pro teí na re ve ló que la lí nea MEF que ex pre sa el gen mu tan te
ARD1-E3 (KO-E3) acu mu la 7 ve ces más pro teí na res pec to a las lí neas MEF que ex pre san
el gen sil ves tre de ARD1 (KO-WT) o a los ge nes mu tan tes cons ti tu ti va men te ac ti va do
(KO-GTP) e inac ti va do (KO-GDP) en el do mi nio ARF (Fi gu ra 4b). 
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Figura 4. Expre sión trans crip cio -
nal y tra duc cio nal del gen
ARD1/TRIM23 WT y mu tan tes en
fi bro blas tos em brio na rios de ra tón
(MEF). A) Cuan ti fi ca ción de la
ex pre sión trans crip cio nal de
ARD1/TRIM23 en las lí neas MEF:
KO-WT; KO-GDP; KO-GTP y
KO-E3. Aná li sis de va rian za
ANOVA de una vía, p <0.005. B)
Aná li sis tipo Wes tern blot usan do
el an ti cuer po an ti-V5 (par te su pe -
rior) para de tec tar la ex pre sión de
las pro teí nas ARD1/TRIM23 en
las dis tin tas lí neas MEF trans fec ta -
das; KO-GFP mues tra la pre sen cia 
de la pro teí na GFP-V5. En la par te 
in fe rior se de tec ta la pre sen cia de
la pro teí na GAPDH usa da como
con trol de car ga (Mo di fi ca do de
Me za-Carmen et al., 2011).



Estos da tos in di can que los cam bios en los ni ve les de pro teí na ARD1/TRIM23 en las
lí neas MEF trans fec ta das no es tán re gu la dos a ni vel trans crip cio nal. Por otra par te, los re -
sul ta dos su gie ren una po si ble au tou bi qui ti na ción in vivo de ARD1, de bi do a que la anu la ción
de la ac ti vi dad de E3 ubi qui ti na li ga sa por las mu ta cio nes en los re si duos C34A y H53A, con -
du ce a la acu mu la ción de la pro teí na ARD1/TRIM23; y en con gruen cia se ha re por ta do que
ARD1/TRIM23 se au tou bi qui ti na in vi tro (Vi chi et al., 2005). La pre sen cia de in hi bi do res del
pro teo so ma du ran te el cre ci mien to de la lí nea MEF trans fec ta da con el gen sil ves tre
ARD1/TRIM23 con du ce a un au men to en los ni ve les de esta pro teí na (Me za-Carmen et al.,
2011). El con jun to de to dos es tos da tos in di can que la ubi qui ti na ción de ARD1/TRIM23 y su
pos te rior de gra da ción pro teo so mal es un fac tor cla ve en la re gu la ción de la can ti dad de di -
cha pro teí na, y se gu ra men te un me ca nis mo de re gu la ción de su fun ción bio ló gi ca. Efec tos
si mi la res a la au tou bi qui ti na ción de ARD1/TRIM23 se han re por ta do en otras E3 ubi qui ti na
li ga sas, en don de la au tou bi qui ti na ción de las mis mas ge ne ra su even tual de gra da ción, re -
pre sen tan do un me ca nis mo de au to rre gu la ción (Kar bows ki et al., 2007). Otra po si ble ex pli -
ca ción es que ARD1/TRIM23 ubi qui ti na a otra E3 ubi qui ti na li ga sa que a su vez tie ne como
sus tra to a ARD1/TRIM23, como se ha re por ta do con la ubi qui ti na ción en tre las E3 li ga sas
6-AP y RING1B (Zaa roor-Regev et al., 2010), lo cual in di ca ría una red de re gu la ción en tre di -
ver sas E3 ubi qui ti na li ga sas.

La pro teí na ARD1/TRIM23 fue ori gi nal men te lo ca li za da en el apa ra to de Gol gi y li so -
so mas en cé lu las tu mo ra les hu ma nas HEPG2 (Vi ta le, et al., 1998). De igual for ma, cuan do
el gen sil ves tre de ARD1/TRIM23 se ex presó en cé lu las MEF (KO-WT), tam bién fue lo ca li -
za da esta pro teí na en los li so so mas, in di can do una co lo ca li za ción cer ca na al 80% con este
or ga ne lo (Fi gu ra 5). Estos da tos in di can una dis tri bu ción in tra ce lu lar si mi lar en tre los re por -
tes de la dis tri bu ción de ARD1/TRIM23 en cé lu las hu ma nas, lo que hace su ge rir fun cio nes
si mi la res en am bos or ga nis mos. Sor pren den te men te, el gen mu tan te en la ac ti vi dad de E3
ubi qui ti na li ga sa con du jo a una des lo ca li za ción de esta pro teí na (Fi gu ra 5), ade más del au -
men to en sus ni ve les de pro teí na a ni vel in tra ce lu lar (Fi gu ra 4b). Por otro lado, la ex pre sión
de los ge nes mu tan tes cons ti tu ti va men te ac ti va do (ARD1-GTP) e inac ti va do (ARD1-GDP)
en el do mi nio ARF no con tri bu ye ron de ma ne ra sig ni fi ca ti va a una al te ra ción en la dis tri bu -
ción in tra ce lu lar de ARD1/TRIM23 (Fi gu ra 5). 

Ini cial men te se re por tó a la ubi qui ti na ción como un me ca nis mo de de gra da ción de
pro teí nas (Hers hko y Cie cha no ver, 1998). Sin em bar go, re cien te men te se le han atri bui do
otras fun cio nes a esta mo di fi ca ción, como re gu la dor en pro ce sos de tráfi co de pro teí nas, así
como en even tos de se ña li za ción ce lu lar. Esta mul ti pli ci dad de fun cio nes re la cio na das al
pro ce so de ubi qui ti na ción de pen de del nú me ro de mo nó me ros de ubi qui ti na uni dos a la pro -
teí na blan co. Por ejem plo, una úni ca sub u ni dad de ubi qui ti na en una pro teí na blan co no con -
du ce a la de gra da ción de la mis ma, mien tras que po lí me ros for ma dos por más de cua tro
sub u ni da des fa vo re cen la de gra da ción. Por otra par te, la dis tin tas fun cio nes de pen den ade -
más del re si duo de li si na en la ubi qui ti na que esté in vo lu cra da en la po li me ri za ción (Ike da y
Di kic, 2008; Xu et al., 2009). 
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Con si de ra mos que los da tos pre sen ta dos en este artículo son re le van tes. El he cho de 
en con trar ho mó lo gos a ARD1/TRIM23 úni ca men te en el rei no Me ta zoa su gie re fun cio nes
es pecífi cas en miem bros de este rei no, como po drían ser en la par ti ci pa ción de pro ce sos in -
mu no ló gi cos, como se ha su ge ri do para otros miem bros de la fa mi lia TRIM (Oza to et al.,
2008). Ade más, la ac ti vi dad de E3 ubi qui ti na li ga sa ARD1/TRIM23 con tri bu ye tan to a la es -
ta bi li dad de la pro teí na, como a su lo ca li za ción en los li so so mas, que dan do por de ter mi nar el 
tipo de ubi qui ti na ción que ex pe ri men ta ARD1/TRIM23. Sin em bar go, el do mi nio ARF no
está re la cio na do con la des lo ca li za ción de esta pro teí na.
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Fi gu ra 5. Influen cia de los dis tin tos do mi nios de ARD1 en la dis tri bu ción ce lu lar de ARD1/TRIM23. Lí neas ce lu la res
MEF fue ron trans fec ta das es ta ble men te con los dis tin tos ge nes ARD1/TRIM23 fu sio na dos a la pro teí na ver de fluo res cen -
te-GFP; KO-WT, KO-GTP, KO-GDP y KO-E3. En co lor rojo, se mues tra el mar ca dor de li so so mas, Lyso trac ker. En co lor
ver de, se ob ser va la fluo res cen cia emi ti da por la pro teí na GFP fu sio na da a la pro teí na ARD1/TRIM23. Las fo to gra fías fue -
ron to ma das me dian te mi cros co pia con fo cal a una am pli fi ca ción de 40X. MERGE, en to na li dad ama ri llo-naranja, mues tra
la co lo ca li za ción de las se ña les de fluo res cen cia co rres pon dien te a la pro teí na GFP y li so so mas (To ma da de Me za-Carmen
et al., 2011).



Fal ta por ex plo rar el efec to de la mu ta ción del do mi nio RING Fin ger den tro del con tex -
to de ac ti va ción e inac ti va ción del do mi nio ARF y la po si ble con se cuen cia en la des lo ca li za -
ción y/o ni ve les ce lu la res del EGFR.
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