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RESUMEN

La glicosilacién es una modificacion co- y post-traduccional indispensable para el
correcto funcionamiento celular. En dicho proceso, participan proteinas
transportadoras de nucleotidos-carbohidratos, como el transportador de CMP-4acido
sidlico (CST) codificado en el ser humano por el gen SLC35A1.

El CST permite el paso de CMP-4cido sialico al lumen del aparato de Golgi (Golgi)
soportando la cantidad de sustrato necesaria para el proceso de sialilacion celular. El
suplemento incrementado o disminuido de residuos de &cido sialico en glicoproteinas
y glicolipidos estad relacionado con enfermedades como el cancer, diabetes,
enfermedades cardiovasculares, inflamatorias, neurodegenerativas y
neuromusculares (Hadley et al., 2019). Las mutaciones en el gen SLC35A1 generan
ademas enfermedades congénitas de la glicosilacion como el SLC35A1-CDG,

resaltando la importancia de conocer la dindmica estructura-funcién de esta proteina.

El SLC35A1 presenta 4 isoformas de splicing alternativo, donde la isoforma dell77 es
funcional al igual que la isoforma silvestre a pesar que pierde 59 aa correspondientes
a 177 pb codificados por el exon 6 (Martinez-Duncker et al., 2005; Salinas-Marin et
al., 2016). Esta isoforma de splicing también ha sido reportada en hamster y se

determiné que en este mamifero no es funcional (Eckhardt et al., 1998).

No existen mas reportes experimentales de la presencia de isoformas de splicing
alternativo en otras especies, por ello con el objetivo de comprobar nuestra hipétesis
acerca de la expresion de isoformas presentes en otros mamiferos se realizé la
amplificacion del transportador de CMP-&cido sidlico (slc35al) de Canis lupus

familiaris (perro) y Mus musculus (raton) mediante PCR convencional.

Una vez amplificado el gen SLC35A1 en ambos mamiferos, se lograron clonar y
subclonar las isoformas de perro y ratdn en vectores de expresién procarionte y
eucarionte. Posteriormente, las construcciones obtenidas se transfectaron utilizando
un modelo de complementacion genética CHO-Lec2, donde se verifico la restauracion
del perfil de sialilacion mediante la unién de las lectinas biotiniladas WGA, PNA y MAL

| a la superficie celular.



Las aportaciones que generd este trabajo al conocimiento de las proteinas
transportadoras fueron principalmente: la clonacion de la isoforma silvestre funcional
del slc35al de perro (1014 pb) y la isoforma de splicing del130 de 884 pb de la cual
no se contaba con reportes en mamiferos diferente de humano. Mientras que en la

clonacién del slc35al de raton (1011 pb) se identifico a la isoforma wt que es funcional.
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Introduccién

1. INTRODUCCION
La glicosilacion es la union covalente de glicanos o carbohidratos a biomoléculas

como proteinas, lipidos y polinucleétidos que permiten la sintesis de glicoconjugados,
figura 1A. Es una modificacion co- y post-traduccional que ocurre en el lumen del
reticulo endoplasmético (RE) o del aparato de Golgi (Golgi) y esta mediada por
enzimas denominadas glicosiltransferasas, que adicionan secuencialmente a los
nucledtidos-carbohidrato activados tales como CMP-acido sialico, UDP-Gal, UDP-
GIcNAc, UDP-GalNAc, UDP-GIcA, UDP-Glc, GDP-Fuc, GDP-Man y UDP-Xyl para

generar cadenas de glicanos en crecimiento, figura 1B (Broussard & Boyce, 2019).

Los nucledtidos-carbohidrato se sintetizan en el citosol y son transportados hacia el
lumen de Golgi o del RE por una familia de proteinas acarreadoras de solutos (NSTs).
Los NSTs son proteinas de membrana tipo Il que tienen de seis a diez dominios
transmembranales que transportan activamente nucleotidos-carbohidrato (Gerardy-
Schahn et al., 2001).

Uno de los NSTs mas estudiados y con mayor niumero de reportes de analisis
estructural es el transportador de CMP-acido sialico (CST). EI CST es una proteina de
337 aminoacidos (aa) codificada por el gen SLC35A1. EI CST se expresa
exclusivamente en medial- y trans-Golgi y transloca CMP-acido sialico/CMP desde el
citosol hasta el lumen de Golgi mediante un mecanismo antiportador (Hadley et al.,
2014). El transporte de CMP-acido sialico al lumen de Golgi permite que las enzimas
sialiltransferasas catalicen la transferencia de &cido sialico a los glicoconjugados
(Wickramasinghe & Medrano, 2011).

El &cido sidlico (sia) es un monosacarido de 9 carbonos que se adicionan en el
extremo terminal en residuos de galactosa (Gal) mediante enlaces glicosidicos a2,3-
y a2,6-, también se adiciona a N-acetilgalactosamina (GalNAc) mediante un enlace
02,6- y a otros residuos de &cido sialico mediante enlaces a2,8-, formando el polimero
conocido de &cido polisialico (PSA) durante el proceso de sialilacion celular como se

muestra en la figura 1C (Ma et al., 2021).
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Figura 1. Procesos de glicosilacién y sialilacion celular en Golgi. A) Glicoconjugados presentes
en mamiferos: anclas de GPI, glicolipidos, glicoproteinas, proteoglicanos y glicosaminoglicanos
(GAGSs). Recientemente se comprobd que existen moléculas de ARN no codificantes glicosiladas
(glicoARN’s):. B) Ejemplos de glicanos y nucleétidos-carbohidratos activados con nomenclatura
SNFG?2. Los glicanos deben ser activados al acoplarse a nucleétidos como UDP, GDP o CMP para
ingresar al RE o Golgi donde se realiza la reaccién de glicosilacion. C) Proceso de sialilacion celular.
El mecanismo molecular que ejerce el CST en el lumen de Golgi ocurre cuando las sialiltransferasas
transfieren el 4cido sialico a partir del sustrato CMP-4cido sialico a los glicoconjugados vy liberan el
CMP. EI CMP es transportado fuera del Golgi por el CST a cambio de la incorporacion de CMP-siélico
al Golgi. La funcién antiportadora del CST es esencial para mantener el proceso de sialilacion celular.®
Fuentes: (Flynn, R. A., Pedram, K., Malaker, S. A., Batista, P. J., Smith, B. A., Johnson, A. G., &
Bertozzi, 2021)%, (Neelamegham et al., 2019; Varki et al., 2015)?, (Maggioni et al., 2013)3.

La posicion terminal del sia en la cadena de glicanos permite interacciones célula-
célula y célula-matriz extracelular, asi como participacion en procesos de adhesion,

migracion celular y respuesta inmune (Bull et al., 2014).
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Introduccién

EI CST de humano (hCST) presenta 4 isoformas adicionales a la isoforma tipo silvestre
(wt) que se generan por mecanismos de empalmes alternativos (splicing). El gen
SLC35A1 humano es el unico donde se han caracterizado isoformas de splicing
alternativo. La isoforma dell77 es una de estas variantes que presenta una pérdida
de 177 pb correspondientes al exdn 6 que codifican para 59 aa (Martinez-Duncker et
al., 2005). Esta isoforma es la Unica que conserva el motivo carboxilo terminal IIGV

indispensable para la translocacion funcional de la proteina a Golgi (Zhao et al., 2006).

Mediante estudios de complementacién genética en células Lec2 (células mutantes
de ovario de hamster chino) deficientes de transporte de CMP-acido sidlico se
determinod que la isoforma dell77 humana es funcional (Salinas-Marin et al., 2016).
En contraste, la misma isoforma del177 de expresion enddgena por células Lec2 no
es capaz de restaurar el proceso de sialilacion (Eckhardt et al., 1998). La explicacion
del mecanismo por el cual la isoforma dell77 humana es funcional, y la misma
isoforma de células de ovario de hamster chino no lo es, ain permanece sin

explicacion.

Determinar la topologia de la isoforma wt, y dell77 brindaria informacién relevante
para elucidar el mecanismo de transporte de esta proteina, asi como para el desarrollo
de terapias relacionadas con mutaciones en el CST que generan enfermedades
conocidas como defectos congénitos de la glicosilacion como el denominado
SLC35A1-CDG (Salinas-Marin et al., 2016). Recientemente, se reporto la estructura
cristalina del CST de ratdbn (Mus musculus, mCST), que presenta un 91% de
homologia con la secuencia del hCST. Este reporte representé un enorme avance en
la elucidacion de la estructura-funcion del transportador de CMP-acido sialico, puesto
gue permitié la propuesta de un mecanismo de transporte para el mCST y la obtencién
de un modelo por homologia del hCST (Ahuja & Whorton, 2019; Ury et al., 2021).

En el presente proyecto se realiz0 la caracterizacion de isoformas de splicing
alternativo del CST de mamiferos, realizando la clonacion del slc35al del mCST y de
perro (Canis lupus familiaris, pCST) en diferentes vectores de clonacion y
posteriormente las construcciones se expresaron en un modelo de complementacion

genética CHO-Lec2 para determinar su funcionalidad.
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2. ANTECEDENTES
2.1 El Transportador de CMP-acido sialico

El transportador de CMP-acido sialico o CST es una proteina transmembranal que
cuenta con 10 dominios transmembranales (TMDs) codificados por 337 aa cuyos
extremos -NHz y -CO2H terminal se encuentran orientados hacia el citosol (Eckhardt
et al., 1999). EI CST es uno de los miembros mejor descritos de la familia acarreadora
de solutos (SLC35), se expresa exclusivamente en medial- y trans-Golgi, donde el
tetrapéptido 1IGV presente en su extremo carboxilo terminal permite su exportacion y

translocacion del RE al Golgi (Zhao et al., 2006).

La topologia exacta del CST no ha sido reportada, la prediccion mas aceptada hasta
2019 fue el modelo propuesto por Eckhardt (figura 2), basado en inserciones de
hemaglutinina, mutagénesis de sitio directo y plots de hidrofobicidad realizado en el
MCST y en células de ovario de hdmster chino (CHO).

HA8 HA12
294

Golgi

Hitt
3333

Cytosol

Simbolo Significado Simbolo Significado
TMDs esenciales para la actividad del CST Glicinas que contribuyen a Ia_forrnacmn
) . A . de un canal acuoso necesario para la
identificados mediante quimeras UGT-CST " .
translocacion de CMP-Sia
aa identificados como esenciales mediante aa esenciales para el transporte
mutaciones puntuales identificados por marcaje con GFP.
A etiquetas HA gue no desactivaron al CST A etiquetas HA que desactivaron al CST
. . . aa esenciales para el reconocimiento del
m Motivo IIGV de translocacion a Golgi . sustrato de CST

Figura 2. Modelo del transportador murino de CMP-acido siélico propuesto por Eckhardt. Este
modelo propone la existencia de 10 TMDs, a partir de los resultados obtenidos por el marcaje con
etiquetas de hemagutinina (HA), asi como la orientacién de los extremos —NH2 y CO2H terminal hacia
el citosol. Adicionalmente se describen hallazgos acerca de su estructura-funcién obtenidos por
diferentes estudios. Modificado de: Hadley, B., Maggioni, A., Ashikov, A., Day, C. J., Haselhorst, T., &
Tiralongo, J. (2014). Structure and function of nucleotide sugar transporters: current
progress. Computational and structural biotechnology journal, 10(16), 23-32.
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Este transportador de nucleoétido-carbohidrato es responsable de translocar CMP-
acido siadlico (CMP-sia) desde el citosol hasta el lumen de Golgi mediante un
mecanismo antiportador donde se intercambia el CMP (Hadley et al.,, 2014). La
regulacion del transporte del CMP-sia esta sujeta a su microambiente, es decir es
afectado por factores como la temperatura y el gradiente de concentracion del sustrato
(Abeijon et al., 1997).

Lo que se conoce acerca de la estructura-funcion del CST esta basado en
predicciones computacionales, experimentos de mutagénesis, estudios de marcado
de epitopos, quimeras con el hUGTL1 (isoforma de splicing del transportador humano
de UDP-galactosa), mutaciones sitio-puntual, analisis de hidrofobicidad, marcaje con
hemaglutininas, estudios in vivo y andlisis filogenéticos; utilizando como modelos de
estudio a levaduras, células de raton y de hamster. Estos reportes experimentales o
cambios realizados/analizados en el CST y los efectos observados en el transporte y

reconocimiento del CMP-acido sialico se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Mutaciones del CST y quimeras SLC35A1/hUGT1 que alteran el transporte
o reconocimiento del CMP-sia.

Residuos = Region | Modelo Experimento Referencias
i Mutagénesis sitio | Reduccion de la | (Eckhardt et
G189Q | TMD6 | CHO-wt, Lec2 dirigido actividad al., 1998)
CHO- wt, Mutagénesis sitio | Reducciéon de la | (Eckhardt et
G189l TMD6 Lec2 dirigido actividad al., 1998)
T, Efecto en el
Y214A TMD7 Mouse CS_T y Mutaggngss sitio reconocimiento (Eckhardt et
P. Pastoris dirigido ; al., 1998)
CMP-sia
Residuos TMD Quimera Complementacion | Afecta eficiencia | (Aoki et al.,
delTMD | 513 huGTY/ énica del SLC35A1 2003)
2y3 y SLC35A1 9
. Pérdida de la .
- Quimera o (Aoki et al.,
Y214G TMD7 | S. Cerevisiae actividad
hUGT1/SLC35A1 SLC35A1 2003)
Pérdida de Bloquea
los Ultimos terﬁgnal Hela Mutagénesis intercambio (Zhggozt) al,
4aa (IIGV) RE/Golgi
G153A,
G154l Células CHO -, Ligera reduccion| (Lim etal.,
(doble | TMPS | Tyar-11 | Cotransfeccion | Ty octividad 2008)
mutante)
G153l,
G154l Células CHO i -, Ligera reduccion| (Lim etal.,
(doble | 'MD5 | Tymag.qp | Co-transfeccion | T4 actividad 2008)
mutante)
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G189A,
G192A Células CHO . Reducciondela| (Limetal.,
(doble TMD6 MAR-11 Co-transfeccion actividad 2008)
mutante)
G256,
G2571 Células CHO . Reducciondela| (Limetal.,
(doble TMD8 MAR-11 Co-transfeccion actividad 2008)
mutante)
G256A, Células CHO . Reducciondela| (Limetal.,
G2s7A | 'TMD8 MAR-11 Co-transfeccion actividad 2008)
G177A,
G179A Células CHO - Ligera reduccién| (Lim etal.,
(doble T™MD8 MAR-11 | Co-transfeccion | “i." o actividad 2008)
mutante)
G1771,
G179l Células CHO - Reduccion de la| (Lim etal.,
(doble | TMD8 | “yarqp | Co-transfeccion actividad 2008)
mutante)
L112G,
D113G 3° Loo Células CHO Co-transfeccion Inactivacion total | (Chan et al.,
(doble P MAR-11 del SLC35A1 2010)
mutante)
(Chan et al.,
o Células CHO L Inactivacion total 2010;
CST-GFP4 | 3° Loop MAR-11 Co-transfeccién del SLC35A1 Eckhardt et
al., 1999)
(Chan et al.,
o Células CHO L Inactivacion total 2010;
CST-GFP8 | 7° Loop MAR-11 Co-transfeccién del SLC35A1 Eckhardt et
al., 1999)
(Chan et al.,
o Células CHO L Inactivacion total 2010;
CST-GFP10| 8° Loop MAR-11 Co-transfeccion del SLC35A1 Eckhardt et
al., 1999)
236K GFF239 g 8° Loo Células CHO Co-transfeccion Inactivacion total| (Chan et al.,
28GGG P MAR-11 del SLC35A1 2010)
. Esencial en la
L136G 4° Loop Ceﬁ'&?_f{' o Co-transfeccion actividad del (Ch;(r;l((a)t) al.,
SLC35A1
267TDNI?70 g 8° Loo Células CHO Co-transfeccion Inactivacion total| (Chan et al.,
67GGGG0 Pl mAR-11 del SLC35A1 2010)
Actividad del
R Células CHO -, transporte (Chan et al.,
1270G 8° Loop MAR-11 Co-transfeccion parcialmente 2010)
reducida
Actividad del
R Células CHO -, transporte (Chan et al.,
1270W 8° Loop MAR-11 Co-transfeccion parcialmente 2010)
reducida
. Inactivacion
o Células CHO L (Chan et al.,
K272A 8° Loop MAR-11 Co-transfeccion completa del 2010)
transporte
. Inactivacion
o Células CHO L (Chan et al.,
K272G 8° Loop MAR-11 Co-transfeccion completa del 2010)
transporte
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. Inactivacion
K272H 8° Loop Cel\l;ljfé_ff © Co-transfeccién completa del (Ch;\glgt) al,
transporte
Quimera Complementacién Pérdida de la (Takeshima-
S216F TMD7 huGT1/ . actividad Futagami et
SLC35A1 genica SLC35A1 al., 2012)
Residuos Quimera Complementacion P.i(.—:‘r_de (Takeshima-
del TMD7 TMD7 hUuGT1/ génica especificidad de | Futagami et
SLC35A1 sustrato al., 2012)
R . Mutagénesis sitio | Reconocimiento | (Maggioni et
KESA | 2"Loop | P.Pastoris dirigido CMP-sia al., 2013)
. Mutagénesis sitio EspeC|f|c.|da'1d del (Maggioni et
C16A TMD1 P. Pastoris s reconocimiento
dirigido al., 2013)
del sustrato
Paciente con Reds%%;:i%n clje un (Moh det
; . L 0 de la ohamed e
H101Q TMD3 dlisn(;;%actt:&alld Mutacién natural actividad del al., 2013)
SLC35A1

Modificado de: Hadley, B., Maggioni, A., Ashikov, A., Day, C. J., Haselhorst, T., & Tiralongo, J. (2014).
Structure and function of nucleotide sugar transporters: current progress. Computational and structural
biotechnology journal, 10(16), 23-32.

En el afio 2019, se reportd la primer estructura de cristal de un NST perteneciente al
CST de Mus musculus (mCST), permitiendo proponer un mecanismo general de
transporte, asi como la explicacién de su funcionalidad como un sistema antiportador
y el fendmeno de trans-estimulacion por parte del sustrato CMP-acido sialico (Ahuja
& Whorton, 2019). EI mCST conserva un porcentaje de homologia del 91% respecto
al hCST vy la resolucion del cristal ha sido de gran utilidad para obtener modelos por
homologia del hCST (Ury et al., 2021).

El estudio del CST es de gran relevancia debido a la importancia del residuo de acido
sidlico en diversos procesos celulares como se explica con més detalle en la seccion
3.1, asi como al estudio de enfermedades relacionadas con mutaciones del SLC35A1
como el SLC35A1-CDG.

2.2 Isoformas del Transportador de CMP-acido sialico
El gen SLC35A1 presenta 4 isoformas de splicing alternativo adicionales a la isoforma

wt, tabla 2. La caracterizacion y porcentaje de expresion de cada una se obtuvo
mediante clonacion de los transcritos partiendo de muestras de ADNc (Martinez-
Duncker et al., 2005).
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Tabla 2. Isoformas de splicing del SLC35A1.

Isoforma \ Aparicion Empalmes alternativos

Isoforma wt 47% 8 exones.
dell30 29% Eliminacion parcial de 130 pb del exén 6.
del177 14% Eliminacion de 177 pfb correspondientes

al exon 6.
del244 9% Ellmlnac.lon parcial de 244 pb
correspondiente a los exones 5y 6.

4el290 1% Eliminacion parcial de 130 pb y 160 pb

correspondientes a los exones 3y 6.

La expresion enddgena de las isoformas de splicing del SLC35A1 se debe a la
presencia de sitios de splicing donadores GT y aceptores AG (figura 3), los cuales se

presentan en la mayoria de los genes eucariotas (Burset et al., 2000).

del 244
del 160 * del 177
1% / 4% del 130
30%

%z |GT..AGI 3 IGT..AG[ 4 IGT..AGI 5 ]GT..AG GT.. 6 |GTig0A 7

Figura 3. El splicing alternativo del pre-ARNm en los sitios GT...AG genera las isoformas del
SLC35A1. Modificado de: Genetic complementation reveals a novel human congenital disorder of
glycosylation of type Il, due to inactivation of the Golgi CMP—sialic acid transporter, Martinez-Duncker
et al., 2005.

Los mecanismos de splicing alternativo ocurren en la célula de manera natural como
un mecanismo de regulacion de la expresién. Mas del 90% de los genes eucariontes
presentan este tipo de splicing, donde se producen multiples isoformas de una
proteina a partir de una sola hebra de ARNm. Las isoformas que se generan pueden
cumplir diferentes funciones dentro de la célula, entre ellas, reducir la expresion de un

transcrito a través de codones de paro prematuros (Petasny et al., 2021).

2.2.1 Isoforma del130 del SLC35A1
La caracterizacion de las isoformas de splicing del SLC35A1 fue reportada durante el

analisis molecular de las muestras del primer paciente con SLC35A1-CDG, un
trastorno congénito de la glicosilacion (CDG) provocado por mutaciones en el gen
SLC35A1. El primer paciente reportado en el mundo con este CDG fue un nifio de 3

meses que presentaba un cuadro clinico caracterizado por macrotrombocitopenia,
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neutropenia y falta completa del antigeno sialil-Le* en células polimorfonucleares,

debido a la inactivacion total de ambos alelos del gen SLC35A1.

En el alelo Al se presenté una mutacion heterocigota que provocaba una sustitucion
de una timina por una citosina en la posicién 147 (147T>C). Dicha mutacion no
provocaba cambio en la traduccion de la secuencia de aminoécidos. Sin embargo, en
este mismo alelo se presentaron también 2 microdeleciones de G277 y C281 que
generaron un desplazamiento del marco de lectura en la posicién 227 y la aparicion

de un codon de paro prematuro en la posicion 327 (AJ810302).

En el alelo A2, se presento la eliminacion parcial de 130 pb del exén 6, generando un
desplazamiento del marco de lectura y un codén de paro prematuro en la posicion
684, figura 4. Este alelo codifica la isoforma del130 del SLC35A1 (AJ810303), la cual
se presenta en un 29% de forma natural en personas sanas y es generada por la
presencia de un sitio de splicing donador GT a un sitio aceptor AG (Martinez-Duncker
et al., 2005).

Wild type 337 aa
El\/l 2 | P I 1] & | [s] [ T e ][ 7 | [ sexons
147 \/ \/ OV e \/7s2 \/ 1014pp

A1 deliG C Stop108 aa

R;:Uimv U=y 1
C147 277 281 327 \/ \/ \/ \/

A2 Stop 227 aa

IS e e =

Figura 4. Alelos del primer paciente con SLC35A1-CDG. El alelo Al presenté una sustitucién de
147T>C y 2 microdeleciones (G277 y C281) que generaron un cambio en el marco de lectura y la
aparicion de un codon de parada prematuro en la posicion 327. El alelo A2 present6 eliminacion de 130
pb que incluye dos tercios del exdn 6 y genera desplazamiento del marco de lectura abierto y un codoén
de paro prematuro en la posicion 684. Este transcrito codifica para una proteina trunca sin extremo
carboxilo terminal, regidn esencial para la localizacion de la proteina CST en Golgi. Modificado de:
Genetic complementation reveals a novel human congenital disorder of glycosylation of type Il, due to
inactivation of the Golgi CMP—sialic acid transporter, (Martinez-Duncker et al., 2005).

El coddn de paro prematuro de la isoforma del130 genera un polipéptido trunco, de
aproximadamente dos terceras partes de la longitud de la isoforma wt, que no cuenta
con el tetrapéptido 1IGV para su translocacion al Golgi donde deberia realizar su
funcién (Zhao et al., 2006).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/51127396
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/51127398
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Por lo anterior, y con base en lo observado en la deficiencia de transporte que se
observd en el primer paciente del SLC35A1-CDG, asi como estudios de
complementacion genética en el modelo CHO-Lec2 (Martinez-Duncker et al., 2005)

se determino que la isoforma del130 no es funcional.

2.2.2 Isoforma dell77 del SLC35A1
Las isoformas del130, del244 y del290 presentan codones de paro prematuro en los

exones 6, 7 y 4 respectivamente. En cambio, la isoforma del177 no presenta codones
de paro prematuro, a pesar de la eliminacion de 177 pb que codifican para 59 aa que
corresponden al total del exdn 6. Esta isoforma es la mayor interés porque es la Unica
gue conserva los ultimos 4 aa (IIVG) presentes en el extremo carboxilo terminal
reportados como indispensables para la retencidén de la proteina en el Golgi, figura 5
(Salinas-Marin et al., 2016; Zhao et al., 2006).

Isoforma wt del SLC35A1 337 aa
1 2 ‘ ‘ 3 ‘ 4 5 \) 6 U 7 8
Isoforma del177 del SLC35A1 278 aa

1 2 3 4 5 7 8
77 pb
Figura 5. Isoformas wt y del177 del SLC35A1. La isoforma wt del SLC35A1 presenta 8 exones que
codifican para 337 aa, mientras que la isoforma dell77 presenta eliminacion total del exén 6 que

codifican para 59 aa generando una proteina de 278 aa. Modificado de: A functional splice variant of
the human Golgi CMP-sialic acid transporter, Salinas et. al., 2016.

La funcionalidad de la isoforma dell77 humana (hdell77) se analiz6 mediante su
expresion la linea celular Lec2 (células mutantes de hamster con un fenotipo asialo o
sin transporte de CMP-acido sialico) donde se observo la incorporacion de novo de
acido sialico.

La funcionalidad de la isoforma qued6 también corroborada por citometria de flujo
utilizando lectinas bionitladas como WGA (wheat germ agglutining) que reconoce
residuos de acido sialico y PNA (peanut agglutinin) que reconoce residuos de
galactosa. En este reporte se observd que las células transfectadas con

construcciones de la isoforma hdell77 presentaban un patron de union similar a las
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células CHO (células de ovario de hamster chino) y a las células transfectadas con la
isoforma wt del SLC35A1 (Salinas-Marin et al., 2016).

Investigaciones previas realizadas por Eckhardt y colaboradores identificaron la
expresion de la isoforma dell77 en la linea celular mutante de hamster denominada
Lec2 y la reportaron como la causante del fenotipo asialo de estas células. La
expresion de la isoforma dell77 de hamster (hadell77) en células mutantes
denominadas CHO 8G8 (deficiente en el transporte de CMP-sia), no genero la
expresion superficial de acido sialico o polimeros de acido sialico denominados acido
polisélico (PSA), indicando que dicha isoforma presente en hdmster no es funcional
(Eckhardt et al., 1998).

Existen dos modelos para explicar la funcionalidad de la isoforma hdell77 (278 aa) y
la no funcionalidad de la isoforma hadell77 (277aa). La propuesta del equipo de
Salinas-Marin explica que la diferencia en la funcionalidad podria residir en un cambio
de configuracién de 10 a 8 TMDs, como resultado de la pérdida de 59 aa en la posicion
192-251aa.

La pérdida de 59 aa genera una proteina fusionada entre los aminoacidos restantes
del TMD6 y TMDS8 formando un nuevo TMD6 con 31 aminoécidos, figura 6A. Dentro
de los residuos de aa que se pierden se encuentran los aminoacidos Tyr214, Ser216
y 236KGFF239 reportados como indispensables para llevar a cabo el transporte. Esta
teoria propone que entre los 23 aminoacidos que diferencian a las isoformas del177
de hamster y humano ocurre un reemplazo entre ellos para satisfacer la funcién critica

de estos aminoacidos (Salinas-Marin et al., 2016).

Una segunda teoria, fue propuesta por B. Hadley y colaboradores en el afio 2019
basados en los hallazgos del equipo de Salinas-Marin. Mediante el software SPARKS-
X realizaron alineamientos de las isoformas hadell77 y hdell77 utilizando como
templado el cristal Vrg-4 (estructura cristalina del transportador de GDP-manosa de
Saccharomyces cerevisiae y generando un modelo que resulta en una proteina con
10 TMD tipicos del SLC35A1, con una topologia similar a la isoforma wt pero con el

dominio TMD7 y 9 a hélices mucho mas cortas.
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Ademas, se proponen que el residuo Tyr207 reemplaza a la Tyr214 en la isoforma
hdell77, residuo que se ha reportado esencial en el transporte. Por otra parte, estos
autores reportan que en el modelo de la isoforma hadell77, el residuo Tyr207 no se
orienta hacia el sitio activo (figura 6D), por lo que la orientacion Tyr207 seria
responsable de la funcionalidad de la hdell177 (figura 6C) y de la no funcionalidad de
la hadell177, figura 6B-D.

C) D)

hdel177 hadel177

s e

citosol

Figura 6. Modelos de la isoforma dell77. A) Modelo topoldgico de la isoforma dell77 humana
propuesta por Salinas-Marin y colaboradores. B-D) Modelos cristalograficos basados en el cristal Vgr4
propuesto por Hadley y colaboradores. Se sefiala con un circulo la posicién de 207 en los modelos
propuestos. B) Alineamientos de los modelos de las isoformas dell177 de humano y hamster. C) Modelo
de la isoforma del177 de humana, se muestra la tirosina 207 orientada hacia el interior (sitio activo) de
la proteina D) Modelo de la isoforma dell177 de hamster, se muestra la tirosina 207 orientada hacia el
exterior de la proteina.

2.2.3 Isoformas reportadas en mamiferos.
Los CST de humano, Crisetulus griseus (hamster), Canis lupus familiaris (perro) y Mus

musculus (raton) han sido clonados y expresados en diferentes modelos (Ahuja &
Whorton, 2019; Eckhardt et al., 1996; Ishida et al., 1996; Olczak & Guillen, 2006) sin
embargo, no existe evidencia experimental de la presencia de isoformas de splicing

alternativo del CST de perro y raton.

La anotacion genomica es un método para predecir teéricamente las isoformas de

splicing alternativo de un gen con sus regiones UTR, asi como regiones de ARN no
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codificante, utilizado para generar bases de datos (Yandell & Ence, 2012). En la tabla

3 se describen las isoformas tedricas calculadas para perro y raton mediante este

meétodo, figura 7.

Tabla 3. Isoformas de splicing tedricas reportadas en raton y perro.

Referencia Especie  Transcrito aa
SLC35A1-204 ENSCAFT00000085546.1 1263 pb 380
SLC35A1-203 ENSCAFT00000004925.4 1014 pb 337
SLC35A1-202 | ENSCAFT00000092526.1 Perro 1028 pb | 278
SLC35A1-201 ENSCAFT00000085668.1 713 pb 189
SIc35a1-201 | ENSMUST00000029970.14 2039 pb | 336
Slc35a1-202 ENSMUST00000126033.2 751 pb 250
Slc35a1-203 ENSMUST00000151549.8 Ratén 1141 pb -
Slc35al1-204 ENSMUST00000124456.2 554 pb -
Slc35a1-205 ENSMUST00000154020.2 358 pb -

Las 4 isoformas tedricas del slc35al de perro codifican para proteinas de diferentes

longitudes, mientras que en el caso de ratén sélo 2 de las 5 isoformas tedricas

codificarian para una proteina, el resto de corresponden a transcritos de ARN no

codificante, figura 7.
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Figura 7. Isoformas tedricas reportadas en mamiferos no estudiados.
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Marco tedrico

3. MARCO TEORICO

3.1 Acido sidlico

Los &cidos sidlicos (sias) son una familia de azUcares a-ceto amino con un esqueleto
glucidico de 9 carbonos de la cual se conocen mas de 50 derivados, cuya abundancia
varia segun la especie. La mayor variacion estructural de los acidos sialicos se
encuentra en el carbono 5, que puede sustituirse con un grupo acetamido,

hidroxiacetamido o hidroxilo.

Existen 3 derivados de acido sialico que se consideran como los mas representativos,
en los seres humanos el mas expresado es el acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac),
en otros mamiferos, hongos y protozoarios se encuentra el &cido N-glicolilneuraminico
(Neu5Gc), mientras que en organismos acuaticos y bacterias se expresa acido

desaminoneuraminico o Kdn (Minster-Kihnel et al., 2004)

La diferencia estructural entre el acido sialico (sia) expresado fisiolégicamente por los
humanos Neu5Ac y el expresado por otros mamiferos Neu5Gc, reside en la
hidroxilacion del grupo acetilo del carbono 5 del Neu5Gc, figura 8. La adicion del grupo
hidroxilo es catalizada por la enzima citidina acido monofosfo-N-acetilneuraminico
hidroxilasa codificada por el gen CMAH. Dicha enzima se encuentra inactiva en
humanos debido a la eliminacion de un exon critico de 92 pares de bases en dicho
gen (Varki, 2001).

Acido N-acetilneuramiminico (Neu5Ac) Acido N-glicolilneuramiminico (Neu5Gc)

@

Figura 8. Acidos sidlicos presentes en la superficie celular de los mamiferos. El NeuSAc tiene
grupo N- acetilo en el quinto &tomo de carbono (C5), la diferencia estructural que mantiene con el
Neu5Gc radica en el grupo hidroxilo ubicado en el C2 del grupo N-acetilo y esta se debe a que en el
ser humano se ha perdido la capacidad de codificar a la enzima CMAH, encargada de adicionar el
grupo hidroxilo en dicha posicion.
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Los humanos no biosintetizan las estructuras que contienen Neu5Gc, sin embargo
este derivado se ha detectado en tejidos humanos proveniente principalmente de la
ingesta de carne roja. Se ha propuesto que la incorporacion de este derivado activa
anticuerpos anti-Neu5Gc que provocan una inflamacion crénica, promoviendo el
desarrollo de enfermedades como cancer, aterosclerosis y diabetes tipo 2, (Varki,
2010).

Los sias se sitian en la posicion terminal de las cadenas de glicanos, y debido a su
caracter hidrofilico y carga negativa proporcionada por el grupo —CO:2H, interactia
fuertemente con otras moléculas (Ghosh, 2020). El sia esta involucrado en procesos
como la interaccion célula-célula, célula-matriz extracelular, la embriogénesis, la
progresion de tumores, la adhesidn neural, infecciones por virus, asi como la

regulacion de la estabilidad biolégica de las glicoproteinas (Schwarzkopf et al., 2002).

Una expresion aberrante del acido se ha relacionado con enfermedades metabdlicas,
cardiovasculares, trastornos inmunoldgicos y enfermedades neurodegenerativas
(Zhang et al., 2018). Por lo que su regulacion es vital para el correcto funcionamiento
de la célula.

3.2 El proceso de sialilacion celular
La biosintesis del sia es precursora del proceso de sialilacién celular, que es el

proceso mediante el cual el sia se adiciona a las cadenas de glicanos en diferentes
enlaces. La biosintesis del sia comienza con la obtencion de N-acetilmanosamina
(ManNAc), la cual puede provenir de la conversion de la UDP-GIcNAc por la accion
de la enzima UDP-GIcNAc-2-epimerasa o de la epimerizacion de GIcNAc por accion
de la enzima GIcNAc-2-epimerasa, siendo este el primero de los pasos

comprometidos de la biosintesis.

El segundo paso comprometido de la biosintesis ocurre con la obtenciéon de ManNAc-
6-P a través de la fosforilacion de la ManNAc por la enzima bifuncional UDP-GIcNAc
2-epimerasa/ManNAc-6-quinasa (GNE). Posteriormente la ManNAc-6-P se condensa

con una molécula de fosfoenolpiruvato mediante una enzima Neu5Ac 9-fosfato sintasa
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(NAPS) para producir Neu5Ac-9-P, que finalmente se desfosforila para formar Neu5Ac
por Neu5Ac-9-fosfato fosfatasa (NANP) (Jacobs et al., 2001; Kooner et al., 2019).

El Neu5Ac sintetizado en el citosol se transfiere al nucleo y se usa para formar CMP-
Neu5Ac, la forma activada de Neu5Ac, por la CMP-acido sialico sintetasa (CSS). El
CMP-Neu5Gc es formado en el citosol a partir de CMP-Neu5Ac, mediante la enzima
hidroxilasa CMAH. Finalmente el CMP-sia se transfiere a Golgi y donde se llevara a

cabo su transferencia (Cotton et al., 2014).

Una vez que se ha completado la biosintesis del CMP-sia se da inicio al proceso de
sialilacion celular. La maquinaria de sialilacion celular esta compuesta por 3
elementos: el CMP-sia, el transportador de CMP-acido sidlico (CST) y las

sialiltransferasas.

En un primer paso el CST es el encargado de translocar el CMP-acido sialico hacia el
lumen de la cisterna trans-Golgi a través de un mecanismo antiportador, donde una
familia de enzimas conocidas como sialiltransferasas transfieren el sia a los
glicoconjugados en enlaces que varian segun el tipo de sialiltransferasa encargada y

el tipo de sustrato aceptor (Martinez-Duncker et al., 2011).

Este proceso enzimatico es llevado a cabo por més de 20 sialiltransferasas residentes
en Golgi que unen &cido sidlico mediante su C-2 a residuos de glicanos. Si la union
del sia ocurre en un residuo de galactosa terminal (Gal) se genera un enlace a2,6
(ST6Gal I, II) o a2,3 (ST3Gal I-VI). También puede unirse a residuos de N-
acetilgalactosamina mediante el C-6 a través de un enlace a2,6 (ST6GalNAc I-VI), o
a otro residuo de sia como un homopolimero mediante un enlace a2,8 (Bull et al.,
2014). En este proceso se transfiere el acido sialico al glicoconjugado. Finalmente el
CMP liberado es transportado fuera del Golgi por el mismo transportador de CMP-sia,

figura 9.

La ausencia o presencia de acido sialico, asi como el tipo de enlace formado en los
glicoconjugados ha permitido a la maquinaria celular realizar entre otras funciones el
reconocimiento que permiten la union u obstaculizacion de un ligando en el

glicoconjugado, ademas de otros comportamientos moleculares interesantes como
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como el comportamiento célula-célula y célula-matriz, que pueden ser el caso de

estudio para algunas patologias (Martinez-Duncker et al., 2011).

£ 7 citosoL

£ 7 NUCLEO
B

+CTP
NeuSAc-9-p CSS—*CMP-Neu5Ac,

T +PEP

ManNAc-6-P CMAH
T +ATP

ManNAc
-UDP
UDP-GlcNAc CMP-Neu5Ge

T +UTP sialiltransferasa O

GlcNAc-1-P . ©

GlcNac-6-P , APARATO
T +CoA-Ac DE
GlcNH2-6-P : ‘ GOLGI

Sialilacién Celular

SLC35A1

Sialilacion Celular

o éNeUSGco

Figura 9. Biosintesis del &cido sidlico y proceso de sialilacién celular. En A se observa la
biosintesis del Neu5Ac y del Neu5Gc. La biosintesis se deriva de la condensacion de ManNAc-6-P con
fosfoenolpiruvato (PEP) que produce Neu5Ac-9-P. Este Ultimo se desfosforila mediante una fosfatasa
especifica para liberar Neu5Ac libre en el citoplasma. El Neu5Ac es transferido al nicleo y se usa para
formar CMP-Neu5Ac, reaccién catalizada por la enzima CMP-acido sidlico sintetasa
(CSS).Adicionalmente, se muestran los pasos adicionales para la biosintesis de Neu5Gc que implican
modificaciones como la hidroxilacion efectuada por la enzima CMAH en el grupo N-acetilo de CMP-
Neu5Ac para generar CMP-Neu5Gc, lo cual ocurre en el citosol. El gen que codifica para la enzima
CMAH esté inactivo en humanos y esta es larazon de que las células humanas no biosintetizan Neu5Gc
como otros mamiferos. En B y C se observa los mecanismos de sialilacion llevados a cabo en medial
trans-Golgi del Neu5Ac y en el de Neu5Gc respectivamente. Adicionalmente se observa el transporte

vesicular hacia la superficie celular del Neu5Ac y Neu5Gc. Fuentes: (Jacobs et al., 2001; Kooner et
al., 2019).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:
Caracterizar molecularmente el transportador de CMP-acido sialico de Canis lupus

familiaris y Mus musculus.

4.2 Objetivos especificos:
1. Identificar la presencia de isoformas de splicing alternativo del transportador de

CMP-&cido sialico de Canis lupus familiaris y Mus musculus.

2. Clonar la isoforma silvestre y otras isoformas de splicing del transportador de

CMP-&cido sialico de Canis lupus familiaris y Mus musculus.
3. Expresar las isoformas del slc35al de Canis lupus familiaris y Mus musculus

en el modelo de complementacion genética CHO-Lec2 y analizar su expresion

mediante citometria de flujo.
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Hipdtesis

5. HIPOTESIS
El transportador de CMP-acido sialico expresado en Canis lupus familiaris y Mus
musculus presenta isoformas de splicing alternativo como el transportador de CMP-

acido sialico humano.
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Justificacién

6. JUSTIFICACION

La topologia del transportador de CMP-4cido sialico humano no ha sido descrita;
comprender la estructura-funcion de esta proteina, asi como el mecanismo de
regulacion de splicing alterno permitiria evaluar el uso de bioterapeuticos para el
tratamiento de enfermedades relacionadas con el transporte deficiente mediado por
el CST. La identificacion y caracterizacion de la funcionalidad de isoformas expresada
en mamiferos que aun no han sido estudiados aportaria informacién acerca del

funcionamiento del mismo.

El CST de los mamiferos analizados en este trabajo Canis lupus familiaris y Mus
musculus presentan un alto porcentaje de 94% y 91% de homologia con respecto al
CST humano (tabla 4). Lo anterior, posiciona al CST de ambos mamiferos de interés
para estudiar el proceso de splicing alternativo y proponer lineas celulares de los
mismos como posibles modelos en la produccion de bioterapeuticos glicosilados y

futuras terapias relacionadas al incorrecto funcionamiento de esta proteina.

Tabla 4. Matriz de identidad de mamiferos respecto al SLC35A1.

Especie Muy Poco \[o} Homologia
Conservados o o
SnlEES Similares conservados
Canis
familiaris
Mus 307 18 3 9 91%
musculus
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7. METODOLOGIA

Metodologia

El analisis molecular de los transportadores de CMP-acido sialico de Canis lupus

familiaris (perro) y Mus musculus (ratén) fue realizado mediante la clonacion de ambos

genes en células E. coli Mach One, y su posterior expresion en el modelo de

complementacion genética CHO-Lec2. El fenotipo celular fue analizado por citometria

de flujo utilizando lectinas biotiniladas y su posterior marcaje con estreptavidina

acoplada al fluorocromo Alexa-Flaor 647, figura 10.
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Figura 10. Esquema general de la metodologia experimental seguida. El ADNc de perro y ratdén
se obtuvo a partir ARN extraido de cultivos celulares y sangre de los mamiferos. A partir de ADNc se
realizé la amplificacion por PCR del slc35al de ambos mamiferos y se purificaron los fragmentos. El
inserto slc35al de los mamiferos fue clonado por diferentes estrategias en los vectores 1-4. Las clonas
positivas fueron analizadas y secuenciadas. Finalmente, las construcciones slc35al/pcDNA3.1D/V5-
His-TOPO fueron transfectadas en células Lec2 y se analizaron por citometria de flujo.
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7.1 Cultivo Celular

En este trabajo se realiz el cultivo de tres lineas celulares y un cultivo primario de
fibroblastos de ratén. La linea celular MDCK (células de rifion canino Madin-Darby)
fue donada por la Dra. Vanesa Lépez Guerrero de la Facultad de Medicina y Nutricion
de la UAEM. La linea celular CHO (células de ovario de hamster chino) se adquirid
mediante la donacién de la Dra. Laura Palomares Aguilera del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. La linea celular Lec2 (mutantes derivadas de CHO)
(ATCC® CRL-1736™, Mannassas, VA) fue adquirida de la American Type Culture
Collection. El cultivo primario de fibroblastos de raton fue donado por el Laboratorio
Nacional para la Produccion y Analisis de Moléculas y Medicamentos Biotecnologicos
(LAMMB) del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la UNAM.

Todas las lineas celulares fueron cultivadas en cajas T-25 con 5 mL de medio DMEM
(12100046, Gibco™) suplementado con 1% de penicilina/estreptomicina (15140148,
Gibco™) y 10% de SFB (16000044, Gibco™). El cultivo primario de fibroblastos de
ratén fue cultivado en cajas T-25 con 5 mL de medio DMEM suplementado con 1% de

penicilina/estreptomicina y 20% de SFB, figura 11.

Las condiciones de crecimiento optimo de las lineas celulares se realizaron en una
incubadora (Thermo Fisher Scientific) a 37 °C, en una atmadsfera humidificada con 5%
de CO:a. El crecimiento celular fue monitoreado con un microscopio invertido binocular
(11722298, AE 2000 Motic™).

I T

‘ — — oW e o
| =T ' 4
4 . f)
Descongelar Sembrar en caja 1-25 Incubar durante 8 dias Cultivo celular
linea celular o con medio DMEN, 37°C y una atmosfera cofluente al 80%.
cultivo primario. antibidtico y SFB. humificada al 5% de CO2.

Figura 11. Representacién de la metodologia del cultivo de las lineas celulares (MDCK, CHO, Lec2 y
fibroblastos de raton).
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7.2 Extraccion de ARN de perro y raton

El ARN de los mamiferos se obtuvo a partir de muestras de 200 pL de sangre extraida
de un espécimen comun de Canis lupus familiaris y de la cepa CD1 wt de Mus
musculus respectivamente, asi como de los cultivos de células previamente
mencionados. La linea celular MDCK vy el cultivo primario de fibroblastos de raton se

cultivaron en cajas de 6 pozos hasta obtener una confluencia aproximada del 80%.

El ARN de ambas especies fue obtenido afiadiendo 1 mL de Trizol (15596018, Thermo
Fisher Scientific) a cada pozo de células cultivadas o volumen de sangre mencionado
anteriormente. El volumen total se transfiri6 a un microtubo de 1.5 mL para
inmediatamente ser congelado a -80 °C por 12 h. Una vez transcurrido el tiempo
indicado, las muestras se descongelaron a TA, se les adicionaron 200 pL de

cloroformo (9180-02, J.T.Baker™) frio y se agitaron vigorosamente durante 15 s.

Las muestras se incubaron durante 2 min a TA y luego se centrifugaron en una
microcentrifuga (2300, Labnet Hermle) a 13500 rpm durante 15 min, a 4 °C. La fase
acuosa fue recuperada en microtubos de 1.5 mL y se les adicioné 500 puL de
isopropanol (9084-03, J.T.Baker™) frio. Las muestras se incubaron 10 min a TAy se
centrifugaron a 13500 rpm durante 10 min, a 4 °C. El isopropanol fue decantado y se
agrego al pellet 1 mL de etanol al 75% (107, Vetec Quimica Fina LTDA) frio y se
mezclé brevemente con un vortex hasta levantar el pellet. Posteriormente, las

muestras se centrifugaron a 13500 rpm durante 10 min a 4 °C.

Finalmente el etanol fue decantado y se agreg6 agua libre de ARNasas (W4502,
Sigma-Aldrich). Las muestras fueron cuantificadas haciendo uso de un
espectrofotometro Nanodrop (N50 NanoPhotometer, Implement) para la posterior

sintesis de ADNc.

Adicionalmente para verificar la integridad del RNA extraido se utiliz6 un gel de
agarosa (MB14402, nzytech) al 1% donde se coloco ARN diluido 1:5 con agua libre
de nucleasas (E476-500ML, VWR) el cual se dej6é migrar a 70 Volts durante 40 min,
figura 12.
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Figura 12. Representacion metodoldgica de extraccién de ARN. La obtencién del ARN de perro y
ratén se realiz6 mediante la adicién de trizol a cultivos celulares y muestras de sangre de ambos
mamiferos. Una vez afiadido, se procedié a congelar las muestras -80 °C por 12 h. Posteriormente, se
procedié a la precipitacién del ARN total mediante el uso de disolventes como cloroformo (CHCls),
isopropanol (CH3CH(OH)CHs) y etanol (CH3CH20H). Finalmente el ARN fue resuspendido en agua
libre de ARNasas y se verificd su integridad en un gel de agarosa al 1%.

7.3 Sintesis de ADNc de perro y raton

La sintesis de ADN complementario (ADNc) de los mamiferos fue realizada a partir de
2 pug de ARN total, 1 pL de oligo dT, (SO131, Thermo Fisher Scientific) 1 pL de dNTPs
10 mM (00342481, Thermo Fisher Scientific) y agua grado biologia molecular (W4502,

Sigma Aldrich), que se colocaron en tubos para PCR 0.2 mL.

Las reacciones que se describen a continuacion se realizaron en una termocicladora
(THERM-1001, Axygen). Los tubos fueron incubados a 65 °C durante 5 min y después
en hielo durante 5 min. Al finalizar la incubacion se afiadié 4 pL de Buffer de primera
cadena 5X (proporcionado por el kit 28025013 M-MLV RT, Invitrogen™), 2 uL de DTT
0.1M (incluido en el kit 28025013 M-MLV RT, Invitrogen™) y 1 uL de inhibidor de
RNAasa (EO0381, Thermo Fisher Scientific) a cada tubo y se incubaron durante 2 min
a 37 °C.
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Al terminar la incubacion se afiadio 1 yL de la enzima transcriptasa inversa (28025013
M-MLV RT, Invitrogen™) y se procedio a incubar durante 50 min a 37 °C. Finalmente
para inactivar la reaccién los tubos fueron incubados 15 min a 75 °C, figura 13. El

ADNCc sintetizado se conservo a -20 °C.

‘ L
s
:: N | -
o F

1 pg de ARN total First Strand Buffer 5x Enzima

1 uL de oliga dT, oTT transcriptasa ADNc
1yl de dNTPs 10 mi Inhibidor RNAsa inversa

4.
1 70°C

65 °C 2ys /5
5 min 3'?{0' min

2 min| 50 min

Figura 13. Representaciéon metodolégica de sintesis de ADNc. El gradiente de temperatura
utilizado en la sintesis del ADNc se encuentra descrito en el esquema con la numeracién del 1 al 4.

7.4 Disefio de oligonucledtidos y pruebas de gradiente de temperatura

El disefio de oligonucleétidos para amplificar el gen slc35al de perro
(NM_001003058.1) y raton (NM_011895.3) se realiz6 utilizando secuencias
descargadas del National Center of Biotechnology Information (NCBI) con ayuda de

la herramienta para disefio de primers SnapGene Viewer.

Los oligos disefiados para amplificar el slc35al (tabla 5) de cada especie fueron
probados en un gradiente de temperaturas de 55-68 °C, a fin de obtener la
temperatura experimental ideal (Tm) para la hibridacién en la reaccion PCR. Los
oligonucledtidos fueron sintetizados en la unidad de Sintesis y Secuenciacién del (IBT)

de la UNAM, Cuernavaca, Morelos, México.
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Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del slc35al de los mamiferos

estudiados.
Mamifero Orlesr):[gplon Secuencia
Sentid 5ATGGCTGCCCCAAGAGAAAATG| Pi1-CST-F
entdo TC 3 2020-4525
) . 5 TCATACACCACCAACTCTCTCTT| P1-CST-R
Antisentido TG 3 2020-4526
Sentido | 5" CACCATGGCTGCCCCAAGAG 3’| S375°CACC) 64.5 °C
Sentido 5 AAGCTTATGGCTGCCCCAAGAG| Perro-Hindlll
Perro AAAATGTC 3 2021-150
. ) 5 CAAAAGAGAGAGTTGGTGGTGT | Perro-Kpnl
Antisentido ATGAGGTACC 37 2021-151
Sentid 5"CCATCTTCCAGGAGCGAGATCC| mGAPDH-S
entido 3 2011-1301 .
. meappn- | 60°C
. ) 5" GTGAAGACGCCAGTGGACTCC
Antisentido , AS
3 2011-1302
Sentido | 5 CACCATGGCTCCGGCGAGA 3° | MouseF
2021-1556
Antisentido 5 ACCATCTGGGG:I'TGACTTAAGG Musmus R
C3 2019-8796 .
Rat6n : . . | mHPRT-sen 60 °C
Sentido | 5 CAGTCCCAGCGTCGTGATTA 3" | THirI"=e!
mHPRT-
Antisentido| 5'GGCCTCCCATCTCCTTCATG 3 antisen
2015-2209

7.5 PCR convencional del gen slc35al de los mamiferos estudiados

La amplificacion del slc35al de los mamiferos estudiados se realiz6 como se describe

a continuacién. La amplificacion del gen que codifica para el transportador de CMP-

acido sialico de perro (pCST) se logré a partir de ADNc mediante la enzima Taq

Polimerasa (P0404, Thermo Fisher Scientific) y la ADN polimerasa de alta fidelidad

Phusion (F530S, Thermo Fisher Scientific) utilizando los reactivos y gradientes de

temperatura que se describen en la tabla 6 y figura 14 respectivamente.
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Tabla 6. Mezclas de reaccion para amplificar el slc35al de perro.

Reactivos " Volumen | Reactivos Volumen |
Agua grado biologia 17.25 L Agua grado biologia 17.75 L
molecular. molecular.
NH4SO4 10x 2.5 L Buffer HF 10x S pL
MgCl2 25 mM 3 uL Canis-CACC F 0.5 pL
dNTP’s 10 mM 0.5 L Oligo P1-CSTR 0.5 pL
Oligo P1-CST-F 0.5 pL dNTP’s 0.5 L
Oligo P1-CSTR 0.5 pL Taq Phusion 0.25 uL
Taq Polimerasa 0.25 uL ADNCc perro. 0.5 L
ADNCc de perro. 0.5 uL Total 25 uL
Total 25 pL
, e e | e |
AR e B aeles =
Tmin \ T 72°C 72°C | s s

+——X 35 ciclos. —— +«—X 35 ciclos.———

Figura 14. Termociclaje para la amplificacion del pCST por PCR. A) Gradiente de temperatura
utilizado utilizando la enzima Taq Polimerasa y B) la enzima Tag Phusion.

La amplificacion del gen que codifica para el slc35al de raton (mMCST) se logré a partir
de ADNc con la enzima ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion utilizando los
reactivos que se describen en la tabla 7 y el gradiente de temperaturas indicado en la

figura 15.

Tabla 7. Condiciones para la amplificacion del gen slc35al del raton.

Reactivos ' Volumen |
Agua grado biologia molecular. | 17.25 L
NH4S0410x 2.5 uL
MgCl2 25 mM 3L
dNTP’s 10 mM 0.5 pL
Oligo Mouse F 0.5 L
Oligo Musmus R 0.5 pyL
Taq Polimerasa 0.25 pL
ADNCc ratén. 0.5 pyL
Total 25 uL

27



Metodologia

| e | o |
| =, | |
ol | I
S 72°C | 72°C |

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

«—X 35 ciclos.—

Figura 15. Termociclaje para la amplificacién del slc35al de ratén por PCR.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en un gel al 1.5% de en
buffer TAE 1X (ANEXO 11.3) utilizando como marcador de peso molecular la escalera
Gene Ruler 1 kb plus (SM1333, Thermo Fisher Scientific). Los geles de agarosa fueron
visualizados con un transiluminador de luz UV (UV-Transilumintador, Model E3000,

Accuris Instruments).

7.6 Purificacion de los productos de PCR para clonacién mediante el Kit
GeneJET Gel Extraction

La purificacion de los productos de PCR obtenidos con la enzima ADN polimerasa de
alta fidelidad Phusion se realiz6 mediante PCR bajo las condiciones que descritas en
las tablas 6 y 7, utilizando como templado para la reaccion 1 puL de los productos
previamente amplificados. Una vez obtenidos los nuevos productos de PCR se verificd
su integridad mediante electroforesis en un gel de agarosa (MB14402, nzytech) al
1.5%.

Posteriormente, se procedi6 a purificar mediante una columna de afinidad con el kit
comercial GeneJET Gel Extraction Kit (K0691, Thermo Fisher Scientific). Los
productos obtenidos fueron corridos en un gel de agarosa de bajo punto de fusién al
1.8% (50081, NuSieve™ Lonza™) durante 25 min a 70 volts. Se procedié a cortar el
fragmento de agarosa con ADN y se colocé en un microtubo de 1.5 mL.
Posteriormente, por diferencia de peso se determinaron los mg totales del fragmento
de agarosa de bajo punto de fusién recuperados. Se afiadié un volumen 1:1 de buffer
de union al tubo y se incub6 10 min a 60 °C hasta su total disolucion. A continuacion

se mezclo brevemente por vortex y el contenido se transfirio a una columna.
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Las centrifugaciones necesarias para la realizacion de este protocolo se realizaron a
13500 rpm y TA. Se procedio a centrifugar la columna durante 1 min y se descarto el
sobrenadante. Se afiadieron 700 pL de buffer de lavado, se centrifugaron por 1 miny
se descarto el sobrenadante. Se centrifugd la columna durante 1 min mas y se
transfirio la columna a un microtubo de 1.5 mL. Finalmente se afadieron 30 pL de
agua para PCR, se centrifugaron 1 min e inmediatamente se utilizaron los productos

obtenidos.

7.7 Obtencidn de células quimiocompetentes Mach One
La obtencion de células bacterianas quimio competentes se realiz6 mediante la

adicién de una solucién salina a una cepa de Escherichia coli (E. coli) MachOne, la
cual se inocul6é en una caja Petri con medio LB sin antibiético y se incubé a 37 °C
durante 12 h, hasta obtener colonias pequefias y aisladas. Una vez que se obtienen
las colonias, se procede a inocular una colonia en 50 mL de medio LB sin antibiotico
y se incuba a 37 °C con agitacion de 250 rpm hasta obtener una D.O. de 0.4-0.6 a 600

nm.

Cuando se obtuvo la D.O. esperada se traspaso el cultivo a un tubo Falcon estéril
(Corning Costal™) de 50 mL y se incubd en hielo durante 10 min. Una vez transcurrido
el tiempo de incubacion se procedié a centrifugar el cultivo a 5000 rpm durante 10 min
a 4 °C. Una vez que concluida la centrifugacién se eliminé el sobrenadante, se
resuspendio6 el pellet en 600 uL de buffer TB (ANEXO 11.1) frio por cada 2 mL de
cultivo y se incub6 20 min en hielo. El pellet se recuperé por centrifugacién durante 10
min a 3500 rpm a 4 °C.

Finalmente se elimind el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 150 pL de buffer
TB frio y 10 yL de DMSO por cada 2 mL de medio de cultivo. Se realizaron alicuotas
150 uL de la mezcla anterior en un microtubo de 1.5 mL, las cuales se incubaron
durante 10 min en hielo y posteriormente fueron congeladas en N2 (). Finalmente, las

bacterias quimio competentes se almacenaron a -80 °C hasta su uso.
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7.8 Clonacion del gen slc35al de los mamiferos estudiados en el vector
pJET1.2/blunt
Las clonacion realizada en el vector pJET1.2/blunt (K1231, Thermo Fisher

Scientific™) del pCST se realizaron utilizando como templado el producto de PCR
obtenido de la amplificacion de ADNc con la enzima Taq Polimerasa, mientras que
para la clonacion del mCST se utilizo el producto de PCR purificado de acuerdo con
la seccion 7.6. La mezcla para la reaccion de clonacion se realiz6 utilizando la relacion

3:1 inserto:vector, como se describe en la siguiente tabla 8.

Tabla 8. Condiciones para la clonacién del slc35al de los mamiferos estudiados en
el vector pJET1.2/blunt.

Mamifero (K1231, Thermo Fisher Scientific™) Volumen
Buffer 2X 10 pL
Agua libre de nucleasas 6 uL
Producto de PCR 1L
Perro Enzima Blunting _ 1pL
Incubacién
Enzima Ligasa 1L
Vector (50 ng/pL) 1 pL
Total 20 L
Producto de PCR (150 ng/pL) (13 pL)
Buffer 2X 10 pL
Ratén Enzima Ligasa 1L
Vector pJET1.2/blunt (50 ng/pL) 1 pL
Total 25 uL

La mezcla para la clonacion del pCST requirié una incubacion inicial de 5 min con la
enzima blunting (K1231, Thermo Fisher Scientific) a 70 °C antes de agregar el vector
y la enzima T4 ligasa (K1231, Thermo Fisher Scientific). Lo anterior debido a que el
amplicon fue generado con la enzima Tag Polimerasa (P0404, Thermo Fisher
Scientific) que genera extremos adhesivos 3" y para la correcta ligacion del inserto se

requieren extremos romos cuando se utiliza este vector de clonacion, figura 16.

Una vez realizadas las mezclas de reaccion para el proceso de clonacion se procedio
a incubar a 22 °C durante 30 min. Después, las reacciones fueron colocadas en hielo
durante 15 min. Al término de esta incubacion se procedi6 a realizar la transformacion

bacteriana.
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Figura 16. Representacién metodoldgica de la clonacion del pCST y mCST en el vector
pJET1.2/blunt. (A.) pCST (B.) mCST. El vector pJET1.2/blunt contiene dos secuencias de
reconocimiento de Bglll que flanquean el sitio de insercion, un sitio de clonacién multiple (MCS, region
azul), un promotor T7 (ECO471/T7, regidn gris) de expresion bacteriana para la transcripcion in vitro e
in vivo y un gen de resistencia a ampicilina (AmpR, region verde).

La transformacion bacteriana se realiz6 afiadiendo 7 pL de la mezcla de clonacién a
150 pL de bacterias quimiocompetentes MachOne. La mezcla se incubd en hielo
durante 30 min y una vez transcurrido el tiempo indicado se procedi6 a dar un golpe
de calor a las bacterias a 42 °C durante 1 min. Inmediatamente se traspasaron las

bacterias transformadas a hielo durante 30 min.

Posteriormente se adicionaron 250puL de medio SOC suplementado (235pL de medio
SOC suplementado con 10 mM de MgClz, 10 mM de MgSOa4, 20 mM de glucosa). Se
procedié entonces a incubar las bacterias transformadas a 37 °C a 200rpm durante 1
h. Del volumen total de las bacterias MachOne transformadas, se tomaron 50 pL y
100 pL para inocular dos volumenes distintos en cajas Petri con medio LB con
ampicilina 0.1mg/mL, respectivamente, las cuales se incubaron durante 16 h a 37 °C.
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7.9 Subclonacion de wt de perro en vector pVAX-EGFP

La subclonacién de la construccion pCST-pJET (isoforma wt obtenida de la clonacion
del pCST en el vector pJET1.2/blunt) en el vector de expresion eucarionte pVAX-
EGFP se realiz6 mediante la amplificacion de dicha isoforma con los oligonucleotidos
Perro Hindlll y Perro Kpnl (tabla 5), los cuales contienen sitios de reconocimiento para
las enzimas Hindlll y Kpnl, utilizando el gradiente de temperaturas especificado en la

figura 14A y las condiciones descritas en la tabla 9.

Tabla 9. Condiciones para la amplificacion de la isoforma pCST-pJET.

Reactivos Volumen

Agua grado biologia molecular | 17.25 pL
NH4S0O410x 2.5 uL
MgCl2 25 mM 3 pL
dNTP’s 10 mM 0.5 pL
Oligo Perro Hindlll 0.5 uL
Oligo Perro Kpnl 0.5 L

Taqg Polimerasa 0.25 uL
Plasmido pCST-pJET 0.5 puL
Total 25 uL

Posteriormente se realizé una digestidon para linealizar al vector pVAX-EGFP durante
3 ha 37 °C con las enzimas de restriccion Kpnl, (ER0521, Thermo scientific) y Hindlll
(ER0501, Thermo scientific) como se describe en la tabla 10, y finalmente se realiz6
la ligacion del inserto al vector pVAX-EGFP linealizado bajo las condiciones descritas

en latabla 11. La estrategia molecular seguida se describe en la figura 17.

Tabla 10. Digestion del vector pVAX-EGFP con enzimas Hindlll y Kpnl.

Reactivos ' Volumen Digestion  Inactivacion
Agua grado biologia molecular 14 pL
Buffer Tango 2 uL
Enzima Hindlll 0.5 pL 3h 20 min
Enzima Kpnl 0.5 pL a37°C a 80 °C
Vector pVAX-EGFP 3 uL
Total 20 pL
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Tabla 11. Mezcla para la reaccion de subclonacion de la construccion pCST-pJET en
vector pVAX-EGFP.

Reactivos Volumen

Agua grado biologia molecular 11.5 L
Buffer enzima T4 ligasa 2 uL
Producto de PCR con oligos Perro Hindlll y Perro Kpnl 4 uL
Vector pVAX-EGFP digerido 2 uL
Enzima T4 ligasa 0.5 uL
Total 20 pL
Poro-Hindill - REASMACTE  Perokpni pCST-pVAX

Perro-Hindlll | ‘
7
S y [112]3 4567 ]
slc35a1 perro
Producto de PCR con sitios de reconocimiento
para enzimas Hindlll y Kpnl

pCST-pJET

Enzima Ligasa

- \/ 5 sle35a1 de perro
£ "™ enpJET1.2/blunt
3988 pb

&R

20, .
- (4) signal & 4
o :7 -,_w““

12500

X IPVAx-EGF;'W
5 9761 pb,
GGTACC 3' &, ¢

% @

Perro-Kpnl
LLLTTA CBA. ..
...AATTCGA CATGGCT...

Vector pVAX-EGFP digerido con enzimas Hindlll y Kpnl

... TTAAGCTTAT...GAGGTACCGA. ..
. .AATTCGAATA...CTCCATGGCT. ..

Sitiode corte: 5. ATAGCTT...3 Sitodecorte: |5 .. GGTACC...3
Hindlll [3... TTCGAA...5] Kpnl 3"... GCATGG...5]

Figura 17. Representacion metodoldgica de la subclonaciéon de la isoforma pCST-pJET en el
vector pVAX-EGFP. En la parte inferior se especifican los sitios de reconocimiento de las enzimas
Hindlll y Kpnl. El vector pVAX-EGFP contiene un promotor de citomegalovirus (CMV, blanco) de
expresién eucarionte, un gen de resistencia a kanamicina (NeoR/KanR, verde agua) y un gen que
codifica para la proteina verde fluorescente (EGFP, verde fluorescente).

La mezcla de clonacién descrita en la tabla 11 se incub6 1 h a 22 °C y luego 15 min
en hielo. Al terminar la incubacion se afadieron 8 pL de la reaccion de clonacién a
150 pL de células Mach One y se procedio a incubar las bacterias 30 min en hielo del
mismo modo como se describe en la seccion 7.8. Del volumen total de las bacterias
MachOne transformadas, se tomaron 50 pyL y 100 pL para inocular dos volumenes
distintos en cajas Petri con medio LB con kanamicina 0.05 mg/mL (ANEXO 11.4),

respectivamente, las cuales se incubaron durante 16 h a 37 °C.

Finalmente se realizé un ensayo de restriccion como se describe en la seccion 7.14
con las enzimas Aval, Hind Il y Kpn [, con la finalidad de determinar la direccionalidad

del inserto clonado.
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7.10 Clonacion del slc35al de mamiferos en el vector de expresion
pcDNA3.1D/V5-His-TOPO

El gen slc35al de los mamiferos estudiados se cloné en el vector pcDNA3.1D/V5-His-
TOPO (K4900-01, Invitrogen™). Partiendo de producto de PCR purificado por corte
de banda como se describe en la seccion 7.6. La reaccion de clonacion se calculd con
una relacion 2:1 inserto: vector y se prepar6 como se indica en la tabla 12. La
estrategia para la clonacion a partir de ADNc del slc35al de perro y raton en se realizé

como se describe en la figura 18.

Tabla 12. Condiciones para la clonacion de perro y raton en el vector pcDNA3.1D/V5-
His-TOPO.

Especie Reactivos Volumen y concentracion
Agua estéril 3.5l
Solucion salina 1puL
Perro Producto de PCR purificado por kit 0.5 pL (45 ng/uL)
Vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO 1 pL (20 ng/ulL)
Total 6 pL
Agua estéril 2 uL
Solucién salina 1puL
Raton Producto de PCR purificado por Kit 2 uL (40 ng/ul)
Vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO 1 pL (20 ng/ulL)
Total 6 pL

La reaccion de clonacion se mezcld 3 veces por pipeteo y se incub6 5 min a 22 °C. Se
afadieron 2 pL de la reaccion de clonacion a 150 pL de bacterias MachOne
descongeladas y se mezclé gentilmente. Posteriormente, se incubaron en hielo
durante 30 min. Se procedi6 a dar un golpe de calor a 42 °C durante 60 s. Los tubos
fueron transferidos a hielo y se afiadieron 250 pL de medio SOC proporcionado por el
kit. Se procedio a incubar a las bacterias transformadas durante 1 h a 200 rpm a 37
°C.

Finalmente fueron inoculados 100 pL y 200 pL de las bacterias transformadas en cajas
Petri con medio LB solido con 0.1 mg/mL de ampicilina. Las cajas Petri se incubaron

durante 16 h a 37 °C en una incubadora.
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\Figura 18. Clonacién del slc35al de mamiferos en el vector pcDNA3.1D / V5-His-TOPO. A) pCST-
TOPO y B) mCS-TOPO. La clonacion en este vector no requiere de una enzima ligasa, procedimientos
post-PCR o enzimas de restriccion. Contiene un sitio de clonacion TOPO para la clonacién direccional
rapida y eficiente de productos de PCR de extremos romos, genes de resistencia a kanamicina y
ampicilina (NeoR/KanR y AmpR, verde agua), asi como un promotor CMV (blanco) para la expresion
heter6loga de alto nivel del gen de interés en una amplia gama de células de mamiferos.

La subclonacién de la isoforma mCST-pJET (que corresponde a la forma wt del
slc35al de raton) en el vector de expresion eucarionte pcDNA3.1D/V5-His-TOPO se
realiz6 como se describe en la figura 19 con las condiciones descritas en la tabla 12 y

la metodologia previamente descrita.

mCST-pJET Mouse F Musmus R wt-mCST
Mouse F
(1.2 34 5/6/7[8[
sic35at de raton
Producto de PCR con extremos romos
*Region 3'UTR
slc35a1 de raton
en pJET1.2/blunt — ™ — His-TOPO

m%., 6601

o
no,;”bmmer A
— ka7

B
'«f:aw umw:f"%%

_ pcDNA3ADIVE- o
°  His-ToPO [
5514pb  £&

fo

2
A y
Uy o
) s p:
r.

ook
2000

Figura 19. Representacion de la estrategia de subclonacion de mCST-pJET en el vector
pcDNA3.1D/V5-His-TOPO. La isoforma wt del slc35al de ratdén se obtuvo mediante la subclonacion

de la isoforma mCST-pJET.
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7.11 PCR de clonas positivas

Las colonias de E. coli que crecieron en el medio LB con antibidtico fueron
seleccionadas y se realiz6 una PCR con los oligonucleétidos utilizados en la
amplificacion del inserto a clonar, manteniendo las condiciones descritas para cada

mamifero y utilizando como templado una muestra de la colonia a verificar.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en un gel al 1.5% de
agarosa (MB14402, nzytech) en buffer TAE 1X (ANEXO 11.3) utilizando como
marcador de peso molecular la escalera Gene Ruler 1 kb plus (SM1333, Thermo

Scientific™).

7.12 Purificacion por lisis alcalina para verificacion de clonas positivas y
transfeccion
La purificacién de los plasmidos utilizados en las transfecciones se realiz6 a través de

lisis alcalina. Previo a la purificacion por lisis alcalina se inocularon 10 pyL de una
dilucion 2:80 de glicerol en una caja Petri con medio LB con 0.1 mg/mL de ampicilina
(ANEXO 11.4), y se incub6 durante 12 h a 37 °C, hasta obtener colonias pequefias y
aisladas. Se realizo la seleccion de una colonia, la cual fue inoculada en 5 mL de
medio liquido con ampicilina con 0.1 mg/mL y se dejé crecer a 200 rpm durante 12 h
a 37 °C.

Una vez obtenidos los cultivos en medio liquido se centrifugaron mL/mL a 5000 rpm
en un microtubo de 1.5 mL durante 1 min. Se procedi6é a resuspender por pipeteo y
vortex el pellet en 100 puL de solucion de lisis | (ANEXO 11.8). A continuacién se
agregaron 200 pL de solucion de lisis 1 (ANEXO 11.8) y se mezclo el tubo por
inversion 5 veces, hasta que la solucidon se volvio nublosa. Inmediatamente se
agregaron 150 pL de solucion de lisis Il (ANEXO 11.8), se mezclaron por inversion 5
veces y se incubd durante 4 min hasta observarse la formacion de un precipitado
blanco. Al terminar la incubacion las muestras se centrifugaron a TA durante 5 min a

13500 rpm en una microcentrifuga.

36



Metodologia

A partir de este paso, todas las centrifugaciones se realizaron a TA 'y 13500 rpm. Se
recupero la fase acuosa de las muestras en un tubo nuevo, se afiadié un volumen
equivalente de fenol:clorformo, y se centrifugaron durante 2 min. Una vez que las
muestras fueron centrifugadas se procedio a recuperar la fase acuosa en un tubo
nuevo y se afadieron 300 pL de isopropanol frio. Las muestras fueron brevemente
mezcladas por vortex y se incubaron a TA durante 2 min. Al concluir el tiempo de
incubacion las muestras se centrifugaron durante 5 min. Después de la incubacion, se
decanto el isopropanol y se afiadié 1 mL de etanol (107, Vetec Quimica Fina LTDA)
al 75% frio.

Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas durante 2 min y se decant6 el
etanol. Finalmente se dejaron reposar las muestras a TA hasta que se evaporaron los
residuos de etanol, se afiadieron 50 pL de agua libre de RNAsas a cada muestray se

almacenaron a -20 °C.

7.13 Purificacion por GeneJET Plasmid Miniprep para secuenciacién de Sanger
La purificacién de los plasmidos obtenidos para la secuenciacion de Sanger se realizé

a través de un kit comercial GeneJET Plasmid Miniprep (K0502, Thermo Fisher
Scientific). Previo a la purificacién de los plasmidos se realiz6 el cultivo de las clonas
positivas en medio sélido con antibiético durante 12 h a 37 °C; posteriormente se
seleccion6 una colonia y se inoculd6 en 5 mL de medio liquido con antibi6tico

manteniéndose en agitacion a 200 rpm durante 12 h 37 °C.

Una vez obtenido el cultivo en medio liquido se traspas6é mL a mL a microtubos de 1.5
mL, y se centrifugd a 8000 rpm durante 2 min, a TA para obtener el pellet. A partir de

este paso el resto de centrifugaciones se realizaron a TA y 13500 rpm.

El pellet obtenido de cada clona positiva se resuspendio en 250 pL de solucion de
resuspension y mezclo vigorosamente por vortex y pipeteo. A continuacion se
afiadieron 250 pL de solucion de lisis y se mezclaron las muestras por inversiéon 5

veces, observandose que la solucion se torné viscosa y clara.
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Se incubaron las muestras durante 4 min y se afiadieron 350 puL de solucion de
neutralizacion, se mezclé por inversion 5 veces, observandose la aparicion de un

precipitado blanco. Inmediatamente se centrifugaron las muestras durante 5 min.

La fase acuosa de las muestras se transfiri6 mediante pipeteo a columnas GeneJET
y se centrifugaron durante 1 min. Se descarté el sobrenadante, se afadieron 500 pL
de solucion de lavado a las columnas y se centrifugaron durante 1 min. De nuevo, se
descarto el sobrenadante, se afiadieron 500 puL de solucion de lavado a las muestras
y se centrifugaron. Se descarto el sobrenadante y se centrifugé la columna por 1 min.
Las columnas fueron transferidas a microtubos nuevos de 1.5 mL, se les afiadié 50 pL
de buffer de elucion y se procedié a incubar durante 2 min a TA. Finalmente, las

muestras se centrifugaron durante 2 min y se guardaron a -20 °C hasta su uso.

La secuenciacion de Sanger de los pldsmidos purificados se preparé segun las
indicaciones de la Unidad de Sintesis y Secuenciacion, del IBT de la UNAM, para ello
se agrego en un tubo de 0.2 mL, 1uL de oligonucleétido (10 uM), 400-500 ng de
plasmido y se aforé a 16 pL con agua libre de nucleasas. El analisis de los plasmidos
secuenciados se realizé mediante los servidores web Clustal Omega y Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST).

7.14 Digestion de isoformas obtenidas con AVAI, Kpn |y Hindlll
Para verificar la direccionalidad del inserto se realiz6 un ensayo de restriccion de las

construcciones pCST-TOPO, wt-mCST y del130-pCST utilizando la enzima Eco 881
(AVA 1) (ER0381, Thermo Fisher Scientific), Kpnl (ER0521, Thermo scientific), Hindlll
(ER0501, Thermo scientific) y Pstl (NEB #R3140, New England Biolabs Inc) utilizando

las condiciones que se describen en la tabla 13.

Los plasmidos digeridos fueron analizados por electroforesis en un gel al 1% de
agarosa (MB14402, nzytech) en buffer TAE 1X (ANEXO 11.3) utilizando como
marcador de peso molecular la escalera Gene Ruler 1 kb plus (SM1333, Thermo

Scientific™).
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Tabla 13. Condiciones de ensayos de restriccion.

Enzima Mezcla de digestion Volumen Digestion Inactivacion
Agua grado biologia molecular 16 pL
Buffer Tango 2 uL :
AVA | | Plasmido 1.5 uL g;% 20 ml,”c a 65
Enzima AVA | 0.5 uL
Total 20 pL
Agua grado biologia molecular 16 pL
Buffer Tango 2 uL .
Hind 1l | Plasmido 15 L g;‘% 20 mn. 2 80
Enzima Hind IlI 0.5 uL
Total 20 pL
Agua grado biologia molecular 16 pL
Buffer Tango 2 uL :
Kpn | | Plasmido 1.5 uL ;ho?: 20 eré: 280
Enzima Kpnl 0.5 uL
Total 20 pL
Agua grado biologia molecular 12.5 yL
Buffer 3.1 2 uL :
Pst1 | Plasmido 45 L ;hog 20 me® 80
Enzima 1M
Total 20 uL

7.15 Complementacion genética en el modelo CHO-Lec?2

Los experimentos de complementacion genética fueron llevados a cabo en células
CHO y Lec?2. Para ello, ambas lineas celulares se cultivaron en una caja de 24 pozos
durante 24 h a 37 °C, con medio DMEM suplementado con 5% de SFB en una
atmoésfera humidificada con 5% de COq, hasta alcanzar una densidad de 2.5x10°

células/mL.

Una vez alcanzada la densidad deseada el medio DMEM fue removido y las
construcciones pCST-TOPO y wt-mCST fueron transfectadas en las células Lec2 con
lipofectamina 2000 (11668019, Thermo Fisher Scientific), utilizando como volumen
final 200 yL de medio DMEM sin SFB, ni antibidtico; suplementado con 4 pL
lipofectamina por cada 2ug de plasmido de construccion por pozo. Antes de adicionar
el medio a las células, la mezcla fue incubada 15 min a TA. Posterior a la adicion del
medio, las células fueron incubadas durante 1 h a 37 °C, 5 % de COz, y finalmente se

adicionaron 300 pL de medio DMEM con 10 % de SFB por cada pozo.
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Transcurridas 72 h post-transfeccion se realizdé una tincion con lectinas bionitiladas
como se describe en la seccién 7.16 y se comenzo la seleccion de las clonas. Para
realizar la seleccion, se retiré el medio de las células y se afiadieron 500 uL de medio
DMEM suplementado con 10% de SFB y 1 mg/mL de geneticina G418 (10131027,
Gibco™). Se mantuvieron estas condiciones durante 2 semanas, manteniendo estable
el volumen de medio, y una vez transcurrido este periodo, se realiz6 una segunda

inmunotincién.

7.16 Tincién con lectinas WGA, PNA y MAL |
Las células CHO, Lec2 y las células transfectadas pCST-TOPO y wt-mCST con 72 h

post transfeccion, fueron tefiidas a una densidad celular de 1x10° con 50 yL de las
lectinas biotiniladas WGA (B-1025-5, Vector Labs), PNA (B-1075-5, Vector Labs) y
MAL | (B-1315-2, Vector Labs) diluidas como se indica en la tabla 14 y posteriormente
fueron acopladas a estreptavidina (S21374, Thermo Fisher Scientific). La
estreptavidina (STV) es una proteina de uniébn a biotina que en este caso
adicionalmente esta acoplada al fluorocromo Alexa Flior 647. Las células tefidas

fueron analizadas por citometria de flujo.

Tabla 14. Lectinas utilizadas en citometria de flujo.

Dilucién y concentracion

Lectina Epitopo de reconocimiento

utilizadas

ini i i 1:4,000
Aglutinina de mani, Arachis Galp1-3GalNAC.

hypogaea (PNA). (1.25 pg/mL).
Aglutinina de germen de | Residuos de acido sidlico y 1:4,000
trigo (WGA). quitobiosa. (0.5 yg /mL).
, : Residuos de acido sidlico 1:1,000
Maackia amurensis (MAL ) ligados en un enlace a-2,3. (2 pg/mL).
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Figura 20. Mapa de tincidn para analisis de union de lectinas.

Las células fueron fijadas en una placa de 96 pozos, distribuidas como se muestra en
la figura 20 y se lavaron con 200 uL de PBS 1X. Después, se anadieron 50 uL de
lectina diluida segun el mapa de tincion y medio DMEM a los pozos sin tefiir y con
estreptovidina. Se procedio a resuspender los pozos con una micropipeta multicanal
e incubar durante 30 min a 4 °C. Posteriormente, las células se lavaron 3 veces con
200 uL de PBS 1X/0.5% albumina de bovino humano (BSA), se resuspendieron los
pozos con una pipeta multicanal (en los lavados 2 y 3), la placa se centrifugd durante

3 min a 1500 rpm, 4 °C y finalmente se decanté el sobrenadante.

Una vez realizados los lavados, se afiadieron 50 yL de STV diluida con medio DMEM
1:1500 (0.66 pg/mL) a todos los pozos con excepcion de los controles sin tefiir a los
gue se les afladié Unicamente medio DMEM. Los pozos se resuspendieron con una
micropipeta multicanal y se incubaron durante 30 min, a 4 °C, sin exponer a las células

tefidas a la luz.

Una vez incubada la placa, se procedi6 a lavar 3 veces con PBS 1X/ 0.5% BSA como
se describio anteriormente. Finalmente, las muestras se analizaron en un citbmetro
de flujo (Accuri C6 Plus, Beckton and Dickinson) adquiriendo 10,000 eventos por
lectina analizada y posteriormente se realizé un andlisis de los datos obtenidos

utilizando el software FlowJo (figura 21).

El analisis de los datos obtenidos se realizd graficando la media geométrica de la

intensidad media de fluorescencia observada de cada una de las muestras analizadas.
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Fijar células en una Lavar pozos Adicionar medio o lectinas Agregar 200 uL de
pléca de 24 pozos. con PBS 1X a los pozos segun el mapa PBS-BSA 0.5%
P i 30 min i i
i a4'c
.d N — o
P o
Analizar muestras en Lavar pozos con Agregar a pozos 50 ul de Lavar pozos con
citometro de flujo PBS-BSA 0.5% estreptavidina diluida PBS-BSA 0.5%

Figura 21. Representacion de la metodologia de la tincion con lectinas bionitiladas. La
inmunotincién se realiz6 a las células transfectadas, asi como a células control CHO y Lec2. Para ello
las células se fijaron en una placa de 96 pozos y se les afiadieron las lectinas segun el mapa de tincién.
Posteriormente, se realizé una segunda incubacion con estreptavidina acoplada al colorante Alexa
Flaor 647. Las células tefiidas fueron analizadas por citometria de flujo.

7.17 Analisis de secuencia de aminoacidos de las isoformas clonadas
La secuencia de aminoacidos de las isoformas clonadas pCST-TOPO y wt-mCST se

obtuvo del NCBI. La traduccion de la secuencia de nucledtidos de la isoforma del130-
pCST se realiz6 mediante el servidor en linea EMBOSS Transeq y el software
Snapgene. Una vez obtenidas las secuencias se realizaron alineamientos de las

secuencias de aminoacidos mediante el servidor en linea Clustal Omega.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Analisis por microscopia 6ptica de los cultivos celulares utilizados
Las lineas celulares MDCK, CHO y Lec2, asi como los fibroblastos de raton fueron

cultivados bajo las condiciones descritas en la metodologia obteniéndose una
confluencia del 80 % a los 10 dias de cultivo (figura 22). Bajo las condiciones
establecidas el cultivo primario de fibroblastos de raton no proliferé como se esperaba,

por lo que se procedio a la extraccion de ARN, después de 7 dias de cultivo.

La deficiente proliferacion de los fibroblastos de raton se debié probablemente al
namero de pases de las células donadas, puesto se sabe que los cultivos primarios
tienen un numero limite de 60-70 pases antes de perder su viabilidad (Tavira
Montalvan et al., 2009).

MDCK CHO Lec2 Fibroblastos de ratén
e Feo L S 10x 10x

Figura 22. Cultivos de células de MDCK, CHO, Lec2 y fibroblastos de rat6n. MDCK: células de
rifién canino Madin-Darby. CHO: células de ovario de hamster chino y Lec2: células deficientes en el
transporte de CMP-sia derivadas de CHO.

8.2 Verificacion de la integridad del ARN extraido y ADNc sintetizado
La integridad del ARN extraido de los mamiferos estudiados se verifico en un gel de

agarosa al 1%, observandose en el mismo, bandas que corresponden en peso a las
subunidades con mayor abundancia de ARN ribosomal eucariota 28S, 18S y 5S, figura
23. Como se observa en el gel, no se presentd degradacion del ARN y se obtuvo un
valor de 2.0 en la relacion de pureza 260/280, evidencia de bajas concentraciones de
impurezas proteicas, de acuerdo con lo especificado en la literatura (O’Neill et al.,
2011).
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A) B)
ARN ARN

28S
18S

58

Figura 23. Gel de electroforesis representativo de muestras de ARN extraido. A) ARN extraido
de la linea celular MDCK (perro) y B) ARN extraido de muestras de sangre de ratén y fibroblastos de
raton.

El ADNCc sintetizado a partir del ARN extraido fue verificado mediante la amplificacion
de segmentos de genes constitutivos para ambas especies. El fragmento del gen
constitutivo gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH, 85 pb) fue amplificado
mediante PCR convencional, utilizando los oligonucleétidos disefiados para GADPH
humano, GADPH5q y GADPH3q (tabla 5). Se utilizé6 como templado el ADNc de perro
y de la linea celular de hepatocarcinoma humano (HepG2) como control positivo. El
amplicon de 85 pb para el fragmento de GADPH de perro y HepG2 se observé para
ambas muestras, figura 24A.

La correcta sintesis del ADNc de raton fue verificada mediante la amplificacion de un
fragmento del gen que codifica para la enzima hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferasa (hprt), utilizando los oligonucle6tidos mHPRT-sen y mHPRT-
antisen (tabla 5). En la figura 24B se muestran amplicones obtenidos a 3 temperaturas
diferentes que corresponde a segmentos de ADN con un tamafio de 167 pb que

coincide con el tamafio esperado.

b GADPH: ——hprt de raton —
P HepG2 Perro pb 55°C  60°C 65°C

167 pb

Figura 24. Amplificacion de fragmentos de genes constitutivos de mamiferos mediante PCR
convencional. A) Amplicones de 85 pb del gen GADPH obtenidos utilizando como templado el ADNc
de perro y de HepG2. B) La amplificacién del fragmento del gen hprt de ratén se realiz6 utilizando el
ADNCc de ratén y un gradiente de temperatura en el rango 55-65 °C observando 167 pb en todas las
temperaturas analizadas.
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8.3 Andlisis por PCR del gen slc35al de mamiferos
La amplificacion del slc35al de los mamiferos estudiados se realiz6 mediante PCR

convencional bajo las condiciones descritas en la metodologia. El slc35al de perro
(pCST) se amplifico a 64.5 °C partiendo de ADNc como templado. Se utilizaron 2
enzimas polimerasas, una taq polimerasa y una polimerasa de alta fidelidad (taq
phusion). En ambos casos se observé un amplicdn de aproximadamente 1014 pb,
figura 25. EIl producto de PCR obtenido utilizando como templado ADNc de perro
coincide con los tamafios del gen del CST reportados previamente en humano, raton
y hamster (Eckhardt et al., 1996; Ishida et al., 1996).

A) B)
pb

2000
1500

slc35a1 b slc35a1
perro P perro

2000
1500

1000- 1014pb 4000 1014 pb
700
500-

700
500

Figura 25. PCR convencional del slc35al de perro. A) Amplificado a partir de ADNc utilizando la
enzima Taq Polimerasa B) Amplificado a partir de ADNc utilizando la enzima polimerasa de alta
fidelidad Phusion. En ambas imagenes se observa una flecha que sefiala la banda observada de
aproximadamente 1014 pb, siendo esta de mayor intensidad en B.

En la amplificacion del slc35al de mCST se observé una banda de aproximadamente

1091 pb que corresponde a la secuencia codificante mas un fragmento de la region

3'UTR para la isoforma wt reportada en el NCBI (NM_011895.3). Adicionalmente, se
observaron otras bandas de menor tamafo (figura 26) que de acuerdo con la longitud

de los fragmentos no se asociaron con algun reporte previo.

slc35a1

b .
P ratén

1500

1000 1091 pb

700

500
400

300

Figura 26. PCR convencional del slc35al de raton. La amplificacion se realizo a partir de ADNc con
la enzima la Tag Phusion. En el gel se observa una banda de 1091 pb que corresponde al amplicén
esperado para la isoforma wt del transportador del gen slc35al de este mamifero. Se observan otras
bandas cuyo tamafio no se asocio a los reportes tedricos o previos de otras isoformas.
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8.4 Andlisis de colonias transformadas con el vector recombinante pJET Blunt
1.2/slc35al

8.4.1 Anédlisis de la clonacion del slc35al de perro en el vector pJET Blunt 1.2
En la transformacién bacteriana utilizando el vector pJET Blunt 1.2 con el inserto

slc35al del pCST se obtuvieron 34 colonias. De cada colonia obtenida se realizé una
PCR utilizando los oligos P1-CST-F y P1-CST-R, donde se identifico a la colonia
numerada como 9 como una clona positiva (pCST-pJET) para el gen slc35al del
pCST, figura 27A.

La eficiencia de clonacion fue de 3%, resultado que contrasta notablemente con el
99% de eficiencia esperado segun lo especificado en el manual del vector. La baja
eficiencia se puede deber a factores como la baja expresion enddgena del gen,
posibles impurezas procedentes de la reaccion de PCR o una incorrecta eleccién de

la relacion inserto:vector.

El plasmido de la colonia pCST-pJET fue purificado y se utilizé6 como templado para
una segunda PCR con la finalidad de confirmar el tamafio del inserto al compararlo
con ADNc de perro, figura 27B, observandose similitud entre los tamafios de los
amplicones obtenidos. El plasmido obtenido fue secuenciado (datos no mostrados), y
una vez realizado el analisis de los datos se confirmé experimentalmente la secuencia
tedrica reportada para la isoforma wt del slc35al de perro (NM_001003058.1) y
AY064407.

A) B) pCST-
pb 6 7 8 9 pb ADNc o JET

k1014 pb 1014 pb

——PCR de colonia

Figura 27. PCR del slc35al de perro clonado en el vector pJET Blunt 1.2. A) PCR de colonias
obtenidas en la transformacion bacteriana con oligos P1-CST-F y P1-CST-R. Se observé un amplicon
de 1014 pb en la colonia rotulada con el nimero 9 (pCST-pJET). B) PCR utilizando como templado
plasmido purificado de la colonia pCST-pJET. Se utiliz6 como templado control positivo ADNc de perro.
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8.4.2 Anédlisis de la clonacion del slc35al de raton en el vector pJET Blunt 1.2
En la transformacién bacteriana con el vector recombinante pJET/sIc35al de raton se

obtuvieron 13 colonias, de las cuales se realizo la purificacion de plasmidos por lisis
alcalina y se procedio a realizar reacciones de PCR utilizando los plasmidos como
templado. La eficiencia de clonacion fue del 100% ya que todas las colonias fueron
positivas para el inserto slc35al. Los productos de PCR de las colonias bacterianas
denominadas m2-m7 y m9-m13 correspondian a fragmentos ya caracterizados
durante la clonacion del slc35al de ratdon en el vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO, por

lo que no fueron enviados a secuenciar.

El objetivo de la clonacién del slc35al de raton en el vector pJET fue el de obtener la
isoforma wt para posteriormente realizar una subclonacion en un vector
pcDNA3.1D/V5-His-TOPO, que contiene un promotor CMV de expresion fuerte en
eucariontes. La colonia m8 (mCST-pJET) se selecciond para realizar la subclonacion
porque el peso del amplicon correspondia a 1091 pb para la isoforma wt del mCST,

figura 28. Ninguna de las construcciones obtenidas fue secuenciada.

pb ADNc m1 m2 m3 m4 m5 m7

Plasmidos purificados

mCST-
pb ADNc pJET(m8) m9 m10 m11 m12 m13

1091 pb

385 pb
268 pb
218 pb

Plasmidos purificados

Figura 28. PCR de pladsmidos recombinantes con el vector pJET Blunt 1.2/slc35al de raton. Se
utilizaron los oligos utilizados fueron Mouse F y Musmus R. La construccion mCST-pJET (m8)
corresponde en peso a la isoforma silvestre del slc35al amplificada a partir de ADNc de ratén, por lo
gue se utiliz6 como templado para realizar una subclonacion en el vector pcDNA 3.1 D/V5 His. Las
isoformas m1-m7 y m9-m13 no fueron analizadas en este vector recombinante.
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8.5 Andlisis de colonias transformadas con el vector de expresion eucariota
vector pVAX-EGFP/slc35al
Las clonaciones realizadas con el vector de expresion heter6loga donado a nuestro

laboratorio pVAX-EGFP se realizaron de manera provisional porque no se contaba
con el vector pcDNA 3.1 D/V5 His. En la transformacion bacteriana del plasmido
pVAX-EGFP/slc35al de perro se obtuvieron 10 colonias, de las cuales se realiz6 PCR

utilizando los oligonucleétidos Perro Hind 11l y Perro Kpnl.

La eficiencia de clonacién fue del 10% al obtenerse una colonia positiva en la colonia
numerada como 2 (pCST-pVAX), figura 29A. La baja eficiencia de clonacién pudo
deberse a la falta de un tratamiento con fosfatasas alcalinas para evitar la autoligacion
del vector, a que el producto de PCR no fue digerido previo a la clonacién con las

enzimas Hindlll y Kpnl o una mala eleccion de la relacion inserto:vector.

El plasmido de la colonia pCST-pVAX fue purificado y se utilizé6 como templado en una
segunda PCR para confirmar su integridad, figura 29B. ElI pCST-pVAX fue
secuenciado (datos no mostrados). Tras realizar el andlisis de la secuencia, se asocio
su identidad a la secuencia codificante calculada te6ricamente para la isoforma wt del
slc35al de perro (NM_001003058.1).

A) B)
pb ADNc 1 2 3

pb ADNc ~ PCST

2000
1500

1014 pb 1000 1014 pb

700

500

——PCR de colonia—

Figura 29. Clonacion del gen slc35al de perro en el vector de expresion eucarionte PVAX-EGFP.
A) PCR de colonia donde se observa una clona positiva con un peso aproximado de 1014 pb marcada
como colonia nimero 2. B) PCR del plasmido de la clona 2 (pCST-pVAX) purificada para analizar por
secuenciacion de Sanger.

Se realiz0 un ensayo de restriccion con las enzimas Ava |, Hind 11l y Kpnl, donde no
se observo el fragmento Unico esperado de 4761 pb de la linealizacion del pCST-
pVAX. En su lugar se observaron 2 fragmentos en el ensayo con Ava | y Hind Ill, y
una banda de con el peso que corresponde para el vector vacio en el ensayo con Kpn

|. Se plantea que lo anterior, se debid posiblemente a cambios desconocidos en la
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secuencia del vector pVAX-EGFP donado, figura 30. Por esta razén, la construccion

pCST-pVAX no fue expresada en el modelo CHO-Lec2.

pb pPCST  pvAX PCST pvAX pCST pVAX
-pVAX  vacio -PVAX vacio -pVAX vacio

4500 pb
3761 pb

Ava | Kpn | Hind 11l

Figura 30. Ensayo de restriccion pCST-pVAX con Aval, Kpn |y Hind i

8.6 Andlisis de colonias transformadas con el vector recombinante pcDNA 3.1
D-V5 His/slc35al

8.6.1 Anédlisis de la clonacion de slc35al de perro en el vector pcDNA 3.1 D/V5 His
En la transformacion bacteriana utilizando el vector con el inserto slc35al del pCST

se obtuvieron 20 colonias, de las cuales se purificaron plasmidos y se procedié a
realizar PCR convencional utilizando los oligos P1-CST-F y P1-CST-R. Se
identificaron 3 colonias positivas, numeradas como 7,12 y 17 para el gen slc35al de

perro, figura 31.

Los plasmidos purificados de las colonias bacterianas se utilizaron como templados
para una segunda PCR, con la finalidad de confirmar el tamafo del inserto al
compararlo con ADNc de perro. Se observd similitud entre los tamafos de los
amplicones obtenidos en las colonias 7 y 12, asi como una banda de un menor peso

molecular para el amplicon de la colonia 17.

pb ADNc 7 12 17

Figura 31. Colonias positivas slc35al/ pcDNA3.1 D/V5 His de perro.

La eficiencia de clonacién fue del 15%, en comparacion con el 90% de eficiencia

esperado segun lo especificado en el manual del vector. La baja eficiencia se puede
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deber a factores explicados previamente. Los plasmidos recombinantes obtenidos de
las colonias positivas fueron enviados a secuenciar. Una vez analizados los
cromatogramas se determiné que los plasmidos recombinantes 7 y 12 correspondian
a la isoforma wt del slc35al de perro (NM_001003058.1). En la figura 32 se muestra

la secuenciacion de Sanger obtenida del inserto del plasmido pCST-TOPO (colonia
12).
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Figura 32. Secuenciacién por exones de la isoforma wt del slc35al de perro. La secuencia
experimental de la isoforma wt del slc35al de perro cuenta con 8 exones que codifican para una
proteina de 337 aa. En la posicién 992 (exén 8) de la secuenciacién se observa un gap (hueco)
provocado por la ausencia de una adenina en la secuenciacion sentido. Considerando la calidad de
ambas secuenciaciones (sentido y antisentido) se atribuye este gap a un error de lectura en esta region
en la secuenciacién sentido. El nimero NM_001003058.1 corresponde a la secuencia de perro
reportada en la plataforma de NCBI.

La secuenciacion del plasmido recombinante de la colonia 17 (figura 33) revelo la

existencia de una isoforma no reportada del pCST de 884 pb no reportada, que
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presenta una eliminacion parcial del exén 6 denominada del130-pCST.La clonacion
del slc35al/pcDNA3.1 D/V5 His de perro, permitid caracterizar molecularmente 2

isoformas del pCST.

Isoforma del130 Canis lupus familiaris (del130-pCST)

205

e 20 a1
..... i i Y=kt 7 2 AN S S N S SN S S
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NM_001003058.1 NIL_001003050 1 goatttgcaggagtgtattttgasaangtittasagagttcagatact

ATGGCTGCCCCAAGAGAAAATGTCAGTTTATTATTCAAGTTCTACTGCTTGGCAGTGATGACCCTGGTGGCTGCAGCTTATACCATAGCTTTAA GEATTTGCAGGAG TGTATTTTGAAAAAGTTTTAAAGAGT TCAGATACTTCCETT
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TGAAGATTC
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it Exon 8

CCTGCACTGCTTTATGTACTGTTTTAATG TTAAACCGGACACTCAGCAAATTACAGTGGATTTCAG TTTTTATGCTG TGTGGTGGAGTCATACT

Figura 33. Cromatogramas de la secuenciacion de Sanger analizada por exones de la isoforma
del130 del slc35al de perro (del130-pCST). A partir de la posicion 621 se observa la pérdida de 130
pb del exén 6, asi como un cambio en el marco de lectura abierto a partir del aminoacido 208 con
respecto a la isoforma wt del pCST (NM_001003058.1). En la posicion 993 (exdn 8) de la secuenciacion
se observa un gap (hueco) provocado por la ausencia de una adenina en la secuenciacion considerada
como antisentido en este analisis. Para descartar la validez se inspeccioné la calidad de ambas
secuenciaciones (sentido y antisentido) y se concluyé que el gap es provocado por un error de lectura
en esta regién en la secuenciacion considerada como antisentido.

La isoforma wt de 1014 pb y la isoforma del130 de 884 pb (figura 34) que presenta la
eliminacion o pérdida de 130 pb en el exdn 6 mediante un mecanismo de splicing

alternativo que se explica a continuacion.
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ADNG pCST  del130

pb -TOPO  -pCST

Figura 34.Isoformas del slc35al identificadas en perro.

La ausencia de 130 pb del exdn 6 en la isoforma del130-pCST del transportador de
CMP-&cido sialico de perro se debe a la presencia de un sitio de splicing alternativo
GT...AG (donante-aceptor de empalme) entre el extremo 5°del exén 6 y 3' del intron
6 (Karambataki et al., 2010). Estas bases presentes en casi todos los genes
eucariontes generan una incorrecta eliminacion del intron 6, ocasionando la
eliminacion de 130 pb a partir de la posicion 621 correspondiente al exén 6. La
eliminacion parcial del exén 6 provoca un cambio del marco de lectura abierto y la
apariciéon de un codon de paro prematuro en la posicién 682 pb que resulta en una
proteina de 227 aa, de menor tamafio que la isoforma wt (337 aa) del pCST, figura 35.

A) Isoforma wt del sic35a? de Canis lupus familiaris 1014 pb
] [z 3 s [ s [ e | [ 7 :
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QNNMAFLALSNLDAAVYQVTYQLKIPCTALCTVLMLNRTLSKLQWISVFMLCGGVILVQWKPAQATKVVVEQNPLLGFGAIAVAVLCSGFAGVYFEK
VLKSSDTSLWFLQVLEASTLPLWSSTQTTS'RVFLRQQPLSFLPLLQICCLGYRIHSF‘LLWALFLYVFLYICMDYPDKTLHPSNKEKILQKRELWY
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Figura 35. Andlisis de la isoforma del130 del slc35al de perro. A) Isoforma silvestre del pCST
presenta 8 exones (1014 pb) que codifican para una proteina de 337 aa. B) La isoforma del130-pCST
codificada por 884 pb contiene un codén de paro prematuro en la posicién 682 pb, debido a la presencia
de un sitio donador de splicing que provoca la traduccién de una proteina de 227 aa de menor tamafio
gue la isoforma wt. C) Cromatogramas de secuenciacion de Sanger que sefialan el mecanismo de
splicing de la isoforma del130 del slc35al de perro. En recuadros se indica el sitio de splicing alternativo
GT...ag presente entre la posicion 621 del exén 6 y 3°del intrén 6.
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La presencia de esta isoforma del130 ha sido reportada previamente como una de las
isoformas de splicing del hCST. La isoforma del130 de humano y perro son generadas

por el mismo mecanismo de splicing alternativo (Martinez-Duncker et al., 2005).

De manera similar a la isoforma del130 de humano, la isoforma del130-pCST del
slc35al de perro se presume también como no funcional en el transporte debido a la
pérdida del motivo [IGV en su extremo carboxilo terminal que permitiria su

translocacion a Golgi (Zhao et al., 2006).

8.6.2 Andlisis de la clonacion del slc35al de raton en el vector pcDNA 3.1 D/V5
His

En la transformacion bacteriana utilizando el vector con el inserto slc35al del mCST
se obtuvieron 20 colonias, de las cuales purificaron plasmidos y se procedio a realizar
PCR convencional utilizando los oligos Mouse F y Musmus R. Las 20 colonias fueron
positivas para el gen slc35al de ratén, por lo tanto la eficiencia de clonacion fue del

100%.

El plasmido purificado se utiliz6 como templado para una segunda PCR, para
confirmar el tamafio del inserto al compararlo con ADNc de ratdén. Se observo similitud
en el peso molecular de los plasmidos recombinantes obtenidos, por lo que se
eligieron a las a las construcciones M4-M6 como representativas los amplicones
observados por presentar un mayor peso. Una segunda clonacion se realizé bajo las
mismas condiciones donde se obtuvieron 2 colonias identificando una de ellas como
positiva M2-2 (figura 36).

La secuenciacion de las clonas M2-2, M4, M5 y M6 no se pudo asociar con la
secuencia que corresponde al slc35al de raton. Se realizO un BLAST de las
secuencias obtenidas para poder identificarlas con algun reporte tedrico. Se realiz6
un BLAST de las secuencias obtenidas para poder identificarlas con algun reporte
tedrico y se presume podrian corresponder a transcritos de las secuencias
NR 046233.2 y XM _006538575.2 de ratén.
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pb M2-2

Figura 36. Colonias obtenidas de la clonacion del slc35al de ratén a partir de producto de PCR
en el vector pcDNA 3.1 D/V5 His. La secuenciacion de los plasmidos recombinantes M2-2, M4-M6
revelaron las secuencias no corresponde a la secuencia del slc35al de raton.

La clonacion de la isoforma wt del slc35al de raton (wt-mCST) se realizé mediante la
subclonacién de la isoforma pCST-pJET, como se describe en la metodologia. En la
transformacion bacteriana se obtuvieron 9 colonias, de las cuales se purificaron
plasmidos y se procedio a realizar PCR convencional utilizando los oligonucleétidos
Mouse F y Musmus R. Se identificaron 4 colonias como positivas M4-M7 (figura 37)

obteniendo un 44% de eficiencia.

pCST-
o pJET 1 2 3 M4 M5 M6 m7 8 9
2000

1500
1000
700

1091 pb

Figura 37. PCR de colonias transformadas con el vector pcDNA 3.1 D/V5 His/slc35al de ratéon.

El plasmido recombinante M7 se seleccion6 para enviar a secuenciacién de Sanger.
Una vez obtenidos los resultados se denominé a esta isoforma como wt-mCST y se
corrobord que la secuencia obtenida correspondia con la secuencia reportada para la
isoforma wt de ratén (NM_011895.3), figura 38.
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Transportador de CMP-acido sialico de Mus musculus (mCST). Referencia NM_011895.3
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Figura 38. Secuenciacién de Sanger de la isoforma wt del slc35al de raton.

La clonacion del slc35al en el vector de expresion eucariota pcDNA 3.1 D/V5 His
permitié caracterizar molecularmente 2 isoformas del pCST, que corresponden a la
forma wt y a una isoforma que muestra splicing alternativo en el exén 6, de las cuales
no se contaba con reportes experimentales. Adicionalmente se obtuvo la isoforma wt
del mCST, figura 39.

Isoforma wt del sic35a1 de Canis lupus familiaris 337 aa
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Isoforma del130 de Canis lupus familiaris Codoén de paro 227 aa
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Isoforma wt del sic35a1 de Mus musculus 337 aa
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Figura 39. Isoformas del slc35al de perro y ratén clonadas en el vector pCDNA 3.1
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8.7 Verificacion de la direccionalidad de las clonas a transfectar
La verificacion de la direccionalidad del inserto en las construcciones slc35al/pCDNA

3.1 se determiné mediante un ensayo de restriccion Kpnl. La construccion wt-mCST
tiene 2 sitios de corte para esta enzima que generan 2 fragmentos de 5901 pb y 700
pb.

Las construcciones de perro pCST-TOPO y del130-pCST también se linealizaron con
Kpnl, generando fragmentos de 6528 y 6398 pb, respectivamente. Los valores
observados en el gel de agarosa corresponden con los tamafios moleculares

esperados, figura 40.

pb pCST  del130 .\ ;csT
-TOPO  -pCST

10000 6528pb _6398,

Figura 40. Ensayo de restriccién/linealizacion de las construcciones del slc35al de ratén y
perro utilizando la enzima Kpnl.

Los resultados de secuenciacion para la construccion del130-pCST/pcDNA 3.1 D-
V5His revelaron que el inserto se clond en sentido opuesto al promotor CMV. Para
confirmar lo anterior, se realiz6 un ensayo de restriccion de esta construccion con la
enzima Pstl que realiza un corte en el inserto de la isoforma del130 en la posicion 9,
generando fragmentos del peso molecular de 4867 pb, 1439 pb y 92 pb, que
corresponden a lo esperado de la clonacion del inserto en sentido opuesto al promotor

como se observa en la figura 41.

Con base en lo anterior se optd por no comprobar la funcionalidad de esta isoforma

en el modelo CHO-Lec2.
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del130
pb -pCST

4867pb

1439 pb

92pb

Figura 41. Ensayo de restriccion de la construccién del130-pCST/pcDNA3.1 D-V5His con la
enzima Pstl. Los fragmentos observados corresponden con lo esperado para el inserto clonado en
reverso al promotor.

8.8 Andlisis de células Lec2 complementadas con construcciones de perro y
ratbn mediante citometria de flujo
La complementacion genética de las construcciones que contienen a las isoformas wt

del slc35al de perroy raton se realizé en células Lec2 con fenotipo asialilado, derivado
de su deficiencia en el transporte de CMP-sia. El andlisis de la expresion de acido
sidlico en la membrana exterior de las células Lec2, se visualiz6 mediante la union de

lectinas bionitililadas acopladas al fluoroforo Alexa Fluor 647.

Las lectinas utilizadas fueron, WGA que reconoce residuos acido sialico y N-
acetilglucosamina, MAL | que reconoce acido sialico unido 2,3 a galactosa, y PNA que
reconoce galactosa unida B1,3 a N-acetilgalactosamina como se ha reportado en
otros experimentos (Flynn, R. A., Pedram, K., Malaker, S. A., Batista, P. J., Smith, B.
A., Johnson, A. G., & Bertozzi, 2021; Martinez-Duncker et al., 2005; Olczak & Guillen,
2006; Salinas-Marin et al., 2016; Ury et al., 2021).

La proliferacibn de las células Lec2 transfectadas se monitore6 mediante un
microscopio invertido durante 72 h previas a la adicion de geneticina y posteriormente
durante 15 dias de seleccion con el antibi6tico. Las células CHO no se expusieron a
geneticina porque se utilizaron como un control positivo en las tinciones de analisis

del fenotipo sialilado de las células transfectadas posterior a las 72 h de seleccion.

A los 3 dias post-transfeccion, las poblaciones celulares tratadas con Lipofectamina
mostraron un cambio en su morfologia, asi como la muerte de una parte de la
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poblacién. En el dia 6 de la seleccion se observo la muerte de las células control Lec2.
Transcurridos los 15 dias de seleccion, se obtuvieron células estables que expresaban

los vectores recombinantes pCST-TOPO y wt-mCST de manera transitoria, figura 42.

El andlisis de diagramas de puntos (dot plots) obtenidos por citometria de flujo
representan el porcentaje de la poblacion celular positiva a la union de la lectina en su
superficie celular. Los datos observados evidencian que las poblaciones celulares
analizadas fueron correctamente tefiidas porque las células control CHO y Lec2

(células no transfectadas) expresaron el glicofenotipo celular esperado.

La poblacion celular CHO fue positiva en la tincion con la lectinas WGA y MAL | en un
93% y 80.3% respectivamente y negativa para la tincion con la lectina PNA. Las
células Lec2 mostraron un comportamiento opuesto presentando 87.9% de células
positivas con la lectina PNA, y valores de 87.9% y 0.2% de células positivas con las

lectinas WGA y MAL I, respectivamente.

Las poblaciones celulares transfectadas con las isoformas wt del CST de perro y raton
muestran un comportamiento similar a las células CHO, presentando 73.2% y 86.6%
de células positivas para la lectina WGA, 29% y 33.4% para la lectina MAL I, asi como

un 24.1% y 0% de células positivas a la lectina PNA, figura 43.

La intensidad media de fluorescencia (IMF) obtenida de la unién de cada lectina a las
diferentes poblaciones celulares se analizé a los 3 y 15 dias de seleccién con
geneticina. En la figura 44-45, se observa que las células CHO exhiben mayor union
a la lectina WGA (IMF=100,698 al dia 3 y valores de IMF=120,534 a los 15 dias) y
MAL | (IMF=13,477 al dia 3 y una IMF=32,630 a los 15 dias), asi como menor union a
lectina PNA (IMF=3,746 al dia 3 y valores de IMF=4,332 a los 15 dias), figura 46.

Las células Lec2 tefiidas con las mismas lectinas mostraron un comportamiento
opuesto, la unién a la lectina WGA (IMF=100,698 al dia 3 y una IMF=120,534 a los 15
dias) y MAL | (IMF= 2504 al dia 3 y valores de IMF=4087) ocurrié en menor proporcién
gue en CHO, (figura 44-45), asi en mayor proporcion a la lectina PNA (IMF=100,698
al dia 3y IMF=120,534 a los 15 dias), figura 46.
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Lipofectamina (72 hrs) Geneticina (2 semanas)

CHO

Lec2

pcDNA3.1D/V5
-His-TOPO
vacio

pCST-TOPO

wt-mCST

0 3 1 3 6 9 12 15 <+—Dias

Figura 42. Monitoreo de la proliferacion de las células utilizadas en los experimentos de complementacidon genética por microscopio
binocular invertido. Células estables que expresan transitoriamente los vectores recombinantes pCST-TOPO y wt-mCST después de ser
seleccionadas con geneticina durante 3 y 15 dias (2 semanas). Se utiliz6 un como control negativo células transfectadas con el plasmido
pCDNA3.1D/V5-His-TOPO vacio (sin inserto) y células Lec2 como control de muerte. Las células CHO no fueron tratadas con antibiético.
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Figura 43.- Dot plots de las poblaciones celulares analizadas a los 15 dias post-seleccidn con geneticina. Se adquirieron 10,000 eventos por
muestra y los datos se obtuvieron ajustando las poblaciones en el canal de fluorescencia APC-H. Se sefiala con un recuadro de color rojo y azul la
region donde se observa el porcentaje de células positivas a la unidn a las lectina bionitiladas WGA, PNA y MAL | utilizadas para verificar el perfil de
sialilacion. Adicionalmente se muestran los controles de tincién negativos para cada poblacién celular tefiida s6lo con estreptavidina (STV).
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Estos resultados validan los reportes del transporte de CMP- &cido sialico en células
CHO y la ausencia del transporte en células Lec2 (Flynn, R. A., Pedram, K., Malaker,
S. A., Batista, P. J., Smith, B. A., Johnson, A. G., & Bertozzi, 2021; Salinas-Marin et
al., 2016; Ury et al., 2021).

Las células transfectadas con la construccion de slc35al de perro (pCST-TOPO)
genero valores de IMF= 24,146 y 66,379 a los 3 y 15 dias, respectivamente para la
lectina WGA, comparado con los valores de IMF=18,562 (dia 3) y 32,553 (dia 15) que
se obtuvieron para las células transfectadas con el pCDNA 3.1 D/V5 His vacio (PV),
figura 44. Lo anterior, representa un incremento del doble de magnitud de las IMF
observadas a los 15 dias de presion selectiva de la construccion pCST-TOPO/pcDNA
3.1 D/V5 His con respecto a los valores de IMF determinados en el PV. Este mismo
comportamiento se observo en las mediciones realizadas con la lectina MAL | (figura
45), donde el aumento de la IMF fue de aproximadamente 3.6 veces con respecto a

los valores obtenidos en las células transfectadas con el PV, figura 47.

La transfeccion de la construccion del slc35al de ratén (wt-mCST) en células Lec2
generd valores de IMF de 14,906 y 127,138 a los 3 y 15 dias, respectivamente para
la lectina WGA comparado con los valores del PV de IMF= 18,562 y 32,553 a los 3
dias y 15 dias de seleccion, figura 44. De acuerdo con los resultados anteriores, la
IMF obtenida con la construccion wt-mCST/pcDNA 3.1 D/V5 His a los 15 dias
representa un aumento de 3.9 veces con respecto a los valores de IMF del PV, figura
47. El mismo comportamiento se obtuvo de las mediciones realizadas con la lectina
MAL | (figura 44), donde se observo un aumento de la IMF de 3.6 veces con respecto
a los valores medidos para las células transfectadas con el PV, figura 47.

El glicofenotipo observado en las células transfectadas con las construcciones
mencionadas permitid6 comprobar que ambas isoformas silvestres del wt-slc35al de
perro y raton complementan el fenotipo asialo de las células Lec2. Los valores de IMF
obtenidos por la unién de las lectinas WGA y MAL |, demostré la presencia de residuos
de &cido sidlico en la superficie celular de las células con expresion transitoria de las
construcciones wt-mCST o wt-pCST/pcDNA 3.1 D/V5 His.
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En contraste al comportamiento observado con las lectinas WGA y MAL |, los valores
de IMF obtenidos con la tincion de la lectina PNA para las construcciones pCST-
TOPO/pcDNA 3.1 D/V5 His y wt-mCST/pcDNA 3.1 D/V5 His disminuyo o se mantuvo
idéntica con respecto a las células transfectadas con el PV. Esto permitié corroborar
gue las transfeccion de las construcciones antes mencionadas redujo ligeramente la
presencia de residuos de galactosa desprotegidos o0 sin proteccion por residuos de

acido sialico, figura 46.

Inmunofluorescencia con WGA

s 140000 120534 127138
c
8120000 100698
2 100000
S 80000 61956 66379
8 60000
0 35762 2
g 0% 18562 2 14906
S 20000 .
o
> 0
CHO Lec2 pCDNA vacio pCST-TOPO wt-mCST

3dias m15dias

Figura 44. Intensidad media de fluorescencia (IMF) observada en células tefiidas con la lectina
WGA. Construcciones analizadas: pCDNA vacio (células transfectadas con plasmido sin inserto),
pCST-TOPO (células transfectadas con la isoforma wt del slc35al de perro) y wt-mCST (células
transfectadas con la isoforma wt del slc35al de raton). Células control (células no transfectadas) CHO
y Lec2.
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Figura 45 . Intensidad media de fluorescencia (IMF) observada en células tefiidas con la lectina
MAL I. Células Lec?2 transfectadas con las construcciones pCDNA vacio, pCST-TOPO y wt-mCST.
Células control CHO y Lec?2.
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Figura 46. Intensidad media de fluorescencia (IMF) observada en células tefiidas con la lectina
PNA. Células Lec2 transfectadas con las construcciones pCDNA vacio, pCST-TOPO y wt-mCST.
Células control CHO y Lec2.
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Figura 47. Aumento de la IMF de las construcciones transfectadas con respecto al plasmido
vacio. En el grafico se describe el ratio de aumento de IMF de las poblaciones celulares pCST-TOPO
y wt-mCST con respecto a pCDNA al cual se le asigna el valor de la unidad.

El andlisis de histogramas y los datos obtenidos por citometria de flujo de las células
transfectadas con las construcciones pCST-TOPO/pcDNA 3.1 D/V5 His y wit-
mMCST/pcDNA 3.1 D/V5 His que corresponden a las isoformas wt del slc35al de perro
y ratdn complementan el modelo CHO-Lec2, permitieron comprobar que las isoformas
wt del slc35al de perro y ratdn clonado son funcionales en el transporte de CMP-acido

sialico porque restauran el fenotipo sialilado de las células Lec2, figura 48.

63



WGA

Conteo celular

CompFLAH: APCH

[

[
’
'
'

o

PNA

Y

Resultados y discusion

MAL

- 9

Comp-FLa-H | APC-)

H

|:| slc35a1 de perro slc35a1 de ratén pCDNA vacio (PV)

3 § - .
w’ wt w’ ' 0 w

Comp-FLA-H : APCH

tecz [ cHo

Intensidad de fluorescencia

Figura 48. Andlisis del fenotipo de las poblaciones celulares analizadas. Células Lec2 transfectadas
con las construcciones pCDNA vacio (PV), pCST-TOPO (slc35al de perro) y wt-mCST (slc35al de

ratén). Células control CHO y Lec2.

El analisis realizado del perfil de sialilacion observado de las transfecciones no resulté

en un 100% de complementacion genética y es necesario incrementar la selecciéon

con el antibiético diluyendo el nUmero de células expuestas para obtener poblaciones

con mayor expresion de las isoformas silvestres del slc35al de perro y raton.
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9. CONCLUSIONES

1. Elslc35al de Mus musculus y de Canis lupus familiaris expresan isoformas de
splicing alternativo similares a las isoformas identificadas en el SLC35A1 de

humano.

2. Las isoformas silvestres del slc35al de Mus musculus y Canis lupus familiaris,
asi como la isoforma dell30 de este Ultimo se lograron caracterizar

molecularmente.

3. La identificacion de la isoforma de splicing del130 de Canis lupus familiaris es
el primer reporte de expresion de esta isoforma en otro mamifero adicional al

ser humano.

4. Las isoformas silvestres del slc35al de Mus musculus y de Canis lupus
familiaris complementaron genéticamente el glicofenotipo asialo de las células
Lec2 determinado mediante el incremento de la union de las lectinas WGA y

MAL | a la superficie celular de estas células.

5. Este trabajo constituye el primer reporte de la presencia de isoformas de

splicing del slc35al en otros mamiferos diferentes al ser humano.
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10. PERSPECTIVAS

e Realizar réplicas de los experimentos de citometria de flujo de las células
transfectadas, comprobar y correlacionar el glicofenotipo mediante el analisis
del genotipo e identificacion de los transcritos generados por las

construcciones.

e Clonar las isoformas de splicing del slc35al reportadas teéricamente que no se

clonaron en este trabajo.

e Identificar y clonar la isoforma del177 del slc35al de ambas especies.

e Realizar un modelo tridimensional por homologia de las isoformas del slc35al

identificadas y estudiar su interaccion con el sustrato CMP-sia.
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11. ANEXOS. Preparacion de soluciones

11.1 Preparacion de soluciones para obtener células Mach One
Buffer TB: La preparacion de 1 L de buffer TB se realiza disolviendo 3.24 g de Pipes,

1.93 g CaCl2H20 y 18.63 g KCI en agua destilada. Ajustar el pH a 6.7 utilizando KOH
2.5 N y una vez ajustado se adiciona 6.92 g de MnCl2. Al finalizar se procede a filtrar
la solucién en una membrana de 0.22 ym y se almacena la solucion a 4 °C hasta su

uso.

11.2 Preparacion del marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA

La preparacion del marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA (SM1333,
Thermo Fisher Scientific) utilizado en los geles de agarosa se realizé diluyendo en
partes iguales con buffer de carga TriTrack DNA Loading Dye (6X) (R1161, Thermo

Fisher Scientific).

11.3 Preparacion de buffer TAE 50 X

La preparacion de 100 mL de buffer TAE 50x se inicia pesando 24.2 g de tris base en
un vaso de precipitado de 250 mL, al cual se le afladen 25 ml de agua destilada y que
posteriormente se coloca en agitacidn magnética hasta su disolucion. Una vez que se
habia disuelto el reactivo tris base, se le agregan 5.71 mL de &cido acético glacial.
Después se midieron 10 mL de EDTA 0.5 M en una probeta y se afiadieron al mismo
vaso de precipitado. Finalmente la solucién fue aforada a 100 mL en una probeta y se

traspaso a su contenedor final.

11.4 Preparacion de Medio LB solido con antibiotico

La preparacion de 250 mL de Medio LB se realiza disolviendo en agua destilada 2.5 g
de peptona, 1.25 g de extracto de levadura y 2.5 g de NaCl. Posteriormente se
agregaron 3.75 g de agar y pasar a un recipiente de vidrio con tapa. El medio se
esterilizd en una autoclave durante 15 min. Luego se dejo entibiar y se agregaron 0.1
mg/mL de ampicilina o 0.05 mg/mL de kanamicina. Finalmente, el medio se verti6 en
cajas Petri de 100x 15 mm y una vez que se enfriaron, se reservaron a 4 °C hasta su

uso.
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11.5 Preparaciéon de Medio LB liquido con antibiotico

La preparacion de 250 ml de Medio LB liquido se realiza disolviendo en agua destilada
2.5 g de peptona, 1.25 g de extracto de levadura y 2.5 g de NaCl. Posteriormente, el
medio se esterilizO en una autoclave durante 15 min, se dej6 enfriar a TA y se
agregaron 0.1 mg/ mL de ampicilina o 0.05 mg/mL de kanamicina. Finalmente se

reservo a 4 °C hasta su uso.

11.6 Preparaciéon de Medio SOC

La preparacion de 50 ml de medio SOC se realiza pesando 1 g de triptona, 0.25 g de
extracto de levadura, 0.5 g de NaCl y 0.0093 g de KCI en un vaso de precipitado.
Después se debe ajustar el pH=7 utilizando NaOH 1N. Una vez que el pH fue ajustado
se paso la solucion a un frasco de vidrio con tapa. Por ultimo el medio debe

esterilizarse durante 30 min y posterior a ello ser resguardado a 4 °C hasta su uso.

11.7 Preparacién de gliceroles de las clonas positivas
Las clonas positivas fueron resembradas en una caja Petri con medio LB sélido con

antibiético que incubd a 37 °C durante 12 h, posteriormente se eligié una colonia que
fue inoculada en 5 mL de medio LB con antibiético que se mantuvo a 37 °C, en
agitacion a 200 rpm durante 12 h. Se colocaron 850 pL del cultivo obtenido en un
microtubo de 1.5 mL, se le afadieron 150 pL de glicerol estéril y se resuspendio
suavemente el volumen completo. Inmediatamente, se procedid a congelar los tubos
a-80°C.”

11.8 Preparacién de soluciones para purificacion de plasmido por lisis alcalina
Solucion de lisis alcalina I: Para obtener un volumen final de 20 mL se disolver en
agua destilada 0.180g de glucosa 50mM, 0.0607g de Tris-HCI 25mM y 0.05845 g de
EDTA 10mM. Una vez disuelta la solucion se esterilizada utilizando una autoclave y
se almacenada a 4 °C._Solucion de lisis alcalina Il: Para preparar 2 mL se afiaden 40
pL de NaOH 10N, 200 pL de SDS 10% y 1760 uL de agua MiliQ autoclaveada. Esta
solucion se debe preparar en fresco._Solucion de lisis alcalina Ill: Para obtener un
volumen final de 25 mL se utilizan 15mL de acetato de potasio 5M, 2.9mL de acido
acético glacial y 7.1mL de agua destilada. Reservar a 4 °C y colocar a -20 °C, al menos

20 min antes de su uso.
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