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INTRODUCCION

El trafico vesicular es el responsable del buen suministro de una gran variedad de
proteinas, desde que salen del reticulo endoplasmico (RE), hasta que llegan a su
destino celular final, en el cual llevaran a cabo su funcion para el correcto
mantenimiento y desarrollo celular. A lo largo de los afos, se han realizado
investigaciones que han arrojado diversas evidencias que indican que las proteinas
que seran secretadas contienen elementos de clasificacion que son descifrados por
la maquinaria de transporte intracelular en multiples etapas, para encaminar a las
proteinas a su ubicacion final (Dancourt J., et al. 2010). EI RE es el sitio donde da
inicio la via secretora, este es responsable del plegamiento, maduracion y trafico de
todo lo que se secreta y une a la membrana, incluyendo las proteinas residentes en
esta via (Herzig, Y., et al, 2012).

Las proteinas que viajan en la ruta anterograda, que va desde el RE hasta el
aparato de Golgi (AG), se transportan en vesiculas denominadas COPIl (Coat
complex protein Il), que se conforman por diversas proteinas estructurales como
Sar1, Sec23-Sec24, Sec31-Sec13, ademas de las proteinas a transportar (cargos) y
los receptores cargo, encargados de seleccionar y empaquetar a los cargos dentro
de las vesiculas COPII .

Una de estas proteinas que es de particular interés es el receptor cargo Cornichon
(Cnih), ya que la mayoria de sus cargos son proteinas de membrana, como los
transportadores ionicos en la planta del arroz o los transportadores de hexosas en
S. cerevisiae (Rosas P., et al., 2015; Herzing., et al., 2012).

Se ha reportado que, aproximadamente, el 10% de los genes de una célula estan
relacionados con las proteinas de transporte de iones, solutos o compuestos a
través de las membranas celulares (Machado O., et al., 2019) lo que nos da una
idea de la importancia de estudiar la ruta anter6grada y los receptores cargo que
seleccionan a las proteinas para ser transportadas y entregadas a los distintos

organelos.



ANTECEDENTES

Trafico vesicular
Historia

Palade y sus colaboradores describieron la via exocitica y sus compartimentos en la
década de 1960, utilizando un analisis de seguimiento de pulsos radioactivos
combinado con microscopia electronica. La via endocitica y sus compartimentos
fueron descritos a principios de la década de 1970 por Brown y Goldstein, mientras
estudiaban mutaciones humanas que resultaban en aterosclerosis debido a defectos
en el reciclaje de los receptores de lipoproteinas de baja densidad.

La idea de que todos los pasos de cualquier via biolégica pueden identificarse
mediante mutaciones se aprovechd aun mas a principios de la década de 1980,
utilizando a las levaduras para describir todos los pasos de la via exocitica y definir
los genes que participan en esta ruta. Aproximadamente al mismo tiempo, la
reconstitucion de los pasos de transporte de proteinas en extractos celulares
combinados con técnicas de purificacion de proteinas permiti6 un enfoque
complementario para identificar los componentes de la maquinaria de
transporte(Tokarev, et al, 2013).

El progreso en el campo del trafico intracelular durante las ultimas dos décadas fue
posible gracias a nuevos avances tecnoldgicos, por ejemplo, la combinacion de las
estrategias genéticas y bioquimicas permitié identificar algunos componentes y
reguladores de la maquinaria del trafico vesicular. Mas tarde los estudios de
genomica y protedmica permitieron el reconocimiento de mas componentes.
Posteriormente, la combinacién de la fluorescencia y la microscopia electronica con
genética molecular dio como resultado el desarrollo de etiquetas fluorescentes como
la GFP (Green fluorescent protein) que hizo posible localizar estos componentes de
la maquinaria en sus compartimentos celulares (Tokarev, et al, 2013).

Técnicas mas recientes como la transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia FRET (fluorescence resonance energy transfer) y la complementacion
por fluorescencia bimolecular (BiFC, bi-molecular fluorescence complementation),
ya permiten la identificacion de interacciones proteicas in situ. En conjunto, los

estudios que utilizan estas técnicas pueden proporcionar una imagen detallada de



las maquinas moleculares que participan en el trafico intracelular en tiempo real
(Tokarev, et al, 2013).

Ruta anteréograda y retrograda

La via secretora en las células eucariotas es responsable de la biogénesis y la
distribucion intracelular adecuada de una amplia gama de proteinas, carbohidratos y
lipidos (Brandizzi, 2013).

El trafico en la via secretora es muy dinamico y sensible a demandas especificas de
las funciones celulares, ademas de ser bidireccional, ya que va desde el RE hacia el
AG (ruta anterograda) y viceversa (ruta retrégrada). En ambos casos, se forma una
vesicula en el organulo donante y luego se fusiona con el organulo objetivo. La
vesicula que participa en la via anterograda es COPII, y la que interviene en la ruta
retrograda es COPI (Fig.1) (Brandizzi F., 2013).

Ensamblaje de COPII

Las vesiculas COPIl se forman en sitios especificos del RE, estos sitios se
caracterizan por estar libres de ribosomas y se conocen como ERES, (Endoplasmic
Reticulum Exit Sites). Las proteinas que deben ser exportadas del RE son
seleccionadas y concentradas en los ERES de forma dependiente de la actividad
del complejo COPIl, que esta integrado por cuatro subunidades principales: Sec12,
que es un factor de intercambio de nucledtidos de guanina que permite que
Sar1GTP se ancle a la membrana del RE y a su vez que reclute a dos complejos de
proteinas; Sec23 que interactua directamente con Sar1GTP y Sec24, que funciona
como el principal adaptador de enlace para los receptores cargos y otras proteinas
que posteriormente se anclaran a la COPIIl. Por su parte, Sec23 también interactua
con otros dos complejos proteicos, Sec13 — Sec31 que seran los responsables de la
estabilizaciéon y polimerizacién de los subcomplejos de la capa externa y de
proporcionar las principales fuerzas de flexion de la membrana del ERES para
permitir la generacion de una vesicula COPII (Fig. 1). No obstante, el proceso de
ensamblaje vesicular no se puede llevar a cabo unicamente a partir de estas
proteinas, también deben intervenir proteinas como las Snare, Tango1

y Colageno VII, entre otras (Spang A., 2009)



En mamiferos tras el ensamblaje, el contenido de las vesiculas COPII se envia a un
compartimento intermedio entre el RE y AG, donde las vesiculas recubiertas con
CORPII liberadas desde las membranas del RE pierden parcialmente su cubierta y se
fusionan entre si para formar este compartimento intermedio denominado tubulo
vesicular transportador VTCs (Vesicular Tubular Clusters) o ERGIC (Endoplasmic
Reticulum-Golgi Intermediate Compartment), que es dirigido por los microtubulos
componentes del citoesqueleto hacia el lado cis del AG, con el que se fusionara.

En el ERGIC, se ha propuesto que la carga de COPIl se somete a otra ronda de
clasificacion y control de calidad, donde se define si las proteinas son enviadas por
la via retrograda a través de vesiculas COPI y son degradadas o bien si continuan
por la ruta anterégrada en vesiculas COPI que en conjunto con algunos receptores
como los KDEL se encargaran de seleccionar unicamente a las proteinas bien

plegadas y continuar con su ruta hacia el AG (Baines AC., et al., 2007) (Fig. 1).
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Figura 1. Trafico vesicular. Ruta anterograda y retrograda mediadas por COPII y COPI,
respectivamente. Creado con biorender.



Receptores cargo, proteinas y su ensamblaje con COPII

Se ha descrito que una tercera parte de todas las proteinas en las células eucariotas
atraviesan la via secretora en ruta hacia sus destinos finales intra o extracelulares,
colectivamente a estas se les ha denominado "proteinas cargo", esta clase de
proteinas no sélo se limita a las proteinas solubles y proteinas secretadas, también
incluye a todas las proteinas que se han clasificado a lo largo de la via secretora y
que, eventualmente residiran en el complejo de Golgi, en los compartimentos
lisosbmico o endosomico, o en la membrana plasmatica (Baines., et al., 2007).
También se ha reportado que estas proteinas plegadas y ensambladas que salen
del RE en vesiculas de COPII pueden tener una influencia directa en el trafico de las
vesiculas que las transportan (Venditti et al., 2014).

Con base en el conocimiento actual, las proteinas cargo que se reclutan
selectivamente para el ensamblaje de las vesiculas se pueden dividir en dos
categorias amplias: las primeras son aquellas que se unen directamente a los
componentes de COPIl y las segundas son aquellas que requieren adaptadores o
receptores cargo especificos para enlazarse a las vesiculas COPII.

El primer grupo se limita a proteinas que atraviesan la membrana del RE porque
deben ser accesibles a las proteinas citosolicas que conforman a COPII, estas
proteinas transmembranales que se unen a COPIl pueden, a su vez, funcionar
como receptores para la segunda clase de proteinas cargo, que incluye proteinas
tanto solubles como transmembranales. Estos receptores cargo reconocen sefales
especificas de clasificacion codificadas por su cargo, cabe destacar que todos estos
mecanismos aun no se han descrito en su totalidad debido a la gran diversidad de
proteinas que participan en el trafico vesicular, lo que si se sabe con certeza es que
si todo este sistema del trafico vesicular llegara a fallar debido a la ausencia de
algun receptor cargo o alguna proteina cargo, pueden generarse multiples
enfermedades como la diabetes mellitus, enfermedades fetales, higado graso,
cancer, neurodegeneracion, entre otras, todo esto relacionado con el mal
plegamiento de las proteinas (Baines., et al. 2007).

En la tabla 1 se describen los cargos de multiples familias de receptores cargo en
diferentes organismos modelo, entre ellas se describe a Cornichon en
D.melanogaster, y a su ortdlogo Erv14 en S.cerevisiae, las cuales son de interés

particular para este proyecto, ya que esta familia se ha estudiado también en
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plantas y mamiferos y ha demostrado ser de gran importancia para el desarrollo y
crecimiento en los organismos estudiados, esto se describe mejor en el siguiente

apartado de Cornichon.

Tabla 1. Receptores cargo. Tomada de Baines., ef al., 2007.

Receptor Cargo Species
Erv29p gpaf and CPY Saccharomyces cerevisiae
Erv26p p-ALP S. cerevisiae
Ervidp AxI2p and Sma2p S. cerevisiae
Cornichon® Gurken Drosophila melanogaster
Emp24p-Erv25p Gas1p and Suc2p S. cerevisiae
Emp46p-Empd7p° Glycoproteins of unknown S. cerevisiae
identity
Erv41p-Erv46p© None identified S. cerevisiae and Mus musculus
LMAN1-MCFD2¢ FV and FVIII; catC and catZ M. musculus and Homo sapiens
BAP31° MHC class | M. musculus and H. sapiens
Cornichon
Historia

Los primeros estudios en los que se observd que Cornichon jugaba un papel
importante como receptor cargo fueron descritos en Drosophila melanogaster por
Ashburner M. y colaboradores, ellos describieron a Cornichon (Cni) como el tercer
miembro de un grupo de genes receptores de proteinas, aparentemente necesarios
para promover el desarrollo tanto del corion como de estructuras embrionarias
dorsales (Ashburner., et al., 1990). Mas tarde, en 1995, Roth y sus colegas
describieron la funciéon de estos receptores cargo, los cuales fueron identificados
nuevamente en D. melanogaster, donde observaron que Cni era requerido en la
linea germinal para la sefalizaciéon dorsal-ventral de EGF (Epidermal Growth
Factor). Posteriormente, en 2006, se define de manera mas clara el papel de Cni en
Drosophila, al observar que moscas mutantes en Cni mostraban un desarrollo
embrionario aberrante, debido a que también demostraron que Cni es receptor
cargo de Grk, miembro de la familia de los TGF (Transforming Growth Factor), de
gran importancia para un buen desarrollo embrionario, por lo que concluyeron que
Cni es fundamental para el transporte de Grk desde el RE hasta a la superficie del
ovocito (Bokel., et al., 20006).

Finalmente, en el 2015, se describe que los miembros de la familia Cni son

proteinas conservadas con tres dominios transmembranales, a las cuales se les
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acufa un papel importante en la exportacién eficiente de numerosas proteinas y
material celular en la ruta anterégrada de distintos organismos (Fig. 2. Pagant et al.,
2015).

Figura 2. Estructura de Cornichon. Cornichon consta de un dominio N-terminal en el
citoplasma, 3 dominios transmembranales y un C-terminal en el RE. Creado en biorender.

Cornichon y sus ortélogos

Cornichon y su ortélogo AtCNIHs en Arabidopsis thaliana

En la planta modelo Arabidopsis thaliana se estudié que los canales de calcio GLRs
(Glutamate receptor channels) dependen de Cornichon, mostrando que algunos
AtCNIHs son necesarios para el correcto trafico, distribucion, localizacion y funcion
de los canales de calcio AtGLRs en el tubo polinico de Arabidopsis (Wudick et al.,
2018).

Cornichon y sus ortélogos Cnih2, Cnih en Mus musculus

En Mus musculus, se han reportado 4 homologos de Cnih, Cnih1, Cnih2, Cnih3 y
Cnih4, y de manera particular se ha investigado que el ensamblaje con los
homodlogos 2 y 3 de Cornichon afecta a los AMPAR (Receptores de glutamato del
subtipo AMPA) de dos maneras: aumentan la expresion superficial de AMPAR, y
ralentizan la compuerta del canal cinético de desactivacion y desensibilizacion.

Estos resultados demuestran que los Cornichones son subunidades auxiliares
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intrinsecas de los AMPAR nativos y proporcionan determinantes moleculares de la

neurotransmision glutamatérgica en el sistema nervioso central (Schwenk J., 2009).

Cornichon y su ortélogo OsCNIH1 en Oryza sativa

Los analisis de la proteina OsCNIH1 de la planta del arroz confirmaron una
interaccion fisica y funcional con la proteina OsHKT1;3, la cual funciona como un
transportador altamente selectivo de iones de sodio en la membrana del aparato de

Golgi (Rosas-Santiago et al., 2015).

Cornichon y su ortélogos TGAM77 en humanos

El ARNm de TGAM77 se expresa en diferentes tejidos con varios niveles de
expresion, este podria funcionar en la concentracién de eventos de sefalizacion en

la activacion de células T (Utku, N., et al., 1999).

Cornichon y su ortélogo Erv14 en Saccharomyce cerevisiae

Se ha estudiado que Erv14 juega un rol importante en el crecimiento de las
levaduras, ya que si se muta a Erv14 en S. cerevisiae, las levaduras exhiben un
fenotipo aberrante con notables defectos en su crecimiento- También se ha
observaron que AxI2, se encuentra deslocalizada, determinando que Ervi4
desempena un papel fundamental en el establecimiento del crecimiento polarizado y
del brote axial de la levadura (Powers y Barlowe, 2002).

Asimismo, Erv14 también ha sido propuesto como un receptor de proteinas cargo
especifico para el transporte y transito efectivo de proteinas transmembranales. Se
ha demostrado que el 32% de las proteinas de membrana en levaduras dependen
de Erv14 para ubicarse adecuadamente en la membrana plasmatica y, con ello,
llevar a cabo una captura adecuada de estos carbohidratos (Powers y Barlowe,
1998; Herzig, et al, 2012; Rosas-Santiago et al., 2016).

Tran r |

Regulacion del transporte de los transportadores de hexosas en

Saccharomyces cerevisiae

Entre las proteinas transmembranales de gran relevancia que Erv14 tiene como

cargo estan algunos transportadores de hexosas. Herzig y col. observaron la
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localizacion de los transportadores de hexosas Hxt5 y Hxt3 asociados a GFP en
levaduras mutantes en Erv14, en una célula silvestre tanto Hxt5 como Hxt3 se
encuentran localizados en la membrana plasmatica de la levadura, pero cuando se
muta a Erv14 estos transportadores se encuentran retenidos en el reticulo
perinuclear y entre la membrana cortical y la membrana plasmatica, esto quiere

decir que Erv14 regula el trafico y transporte de Htx5 y Hxt3 (Fig.3).

wT

ervi4A

Figura 3. El transporte de Hxt3 y Hxt5 hacia la memebrana depende de Erv14. Se
observa en la cepa silvestre (WT) que estos transportadores de hexosas se encuentran
localizados en la membrana, Cuando se muta a Erv14 (erv14A), algunos Hxt se quedan en
el RE de S. cerevisiae. Tomada de Herzig, et al, 2012.

Con base a esto en el laboratorio se realizaron ensayos de gota, para observar el
crecimiento de las levaduras en diferentes azucares como maltosa y glucosa, en
presencia o ausencia de Erv14, con el plasmido GRU vacio como control y el mismo
plasmido con Hxt3 y Hxt5. Como se observa en la figura 4, con maltosa las
levaduras crecen de manera abundante cuando tienen el plasmido vacio sin
importar la ausencia o presencia de Erv14, ya que la maltosa puede introducirse a la
célula a través de transportadores que no dependen de Erv14, en cambio, cuando
se crecen las levaduras con el plasmido vacio en glucosa no se observa crecimiento
ya que no hay transportadores para glucosa en pGRU. Sin embargo, cuando el
plasmido se clona con Hxt3 y Hxt5 respectivamente, se observa que, en ausencia
de Erv14, las levaduras crecen menos que cuando esta presente, esto es muy
notorio cuando el crecimiento es en glucosa, lo cual confirma lo antes mencionado
por Herzig, que el trafico y transporte de estos transportadores si depende de Erv14.
Otros estudios previos en nuestro grupo de trabajo mostraron que los niveles de
ARNm de Ervi4 en S. cerevisiae aumentan conforme se incrementan las

concentraciones de glucosa extracelular, lo que sugiere que ScErv14 es regulado
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transcripcionalmente por la concentracion de glucosa, lo cual incidira en el transito
de los transportadores de hexosas que, finalmente, desembocara en un incremento
en la captura de glucosa (Datos no publicados, tesis de Martinez-Morales, L) (Fig.
5).

EBY-VW-4000
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Figura 4. Htx3 y Htx5 dependen de Erv14 para mediar el transporte de glucosa en S.
cerevisiae. Crecimiento S. cerevisiae en maltosa y glucosa a diferentes concentraciones
celulares, con ausencia o presencia de Erv14, en un plasmido vacio (pGRU) y en plasmidos
con Hxt5 (pScHxt5) y Hxt3 (pScHxt3), respectivamente. Tomado de Martinez-Morales, datos
no publicados.

A partir de estos experimentos surgi6é la pregunta de investigacion de que si esta
misma dependencia de los transportadores de hexosas a Cornichon se presenta en
los mamiferos, por lo que la propuesta de este proyecto se enfoca en estudiar a los
transportadores de glucosa (Glut) y a los ortélogos de Erv14 en un modelo diabético
murino, ya que creemos que el mecanismo observado en la levadura, podria ser
similar en el raton, es decir, que los niveles de expresion génica de Cornichon estén
regulados por la concentracion de glucosa en sangre y que el transporte a la
membrana plasmatica de los Glut esté mediado por Cornichon para modular la

demanda de captura de glucosa en las células.
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Figura 5. La expresion de Erv14 es regulada por la concentracion de glucosa. Los
niveles de expresiéon relativa de Erv14 disminuyen conforme lo hace la concentracion de
glucosa, a partir de 0.062% se observé una disminucion significativamente mayor en el
transcrito de Erv14. Tomado de Martinez-Morales, datos no publicados.

Transportadores de glucosa en mamiferos

Los transportadores de glucosa son proteinas transmembranales que usan
gradientes electroquimicos para mover moléculas entre ambos lados de la
membrana y que trabajan de manera coordinada con factores hormonales,
receptores y segundos mensajeros para mantener el flujo de este metabolito en
condiciones normales.

En el ratdon se clasifican en tres grandes familias: los cotransportadores de
sodio/glucosa (SGL, Sodium-Glucose Linked Transporter), los transportadores de
difusién facilitada (Glut, Glucose Transporters o SCL2 Solute Carrier Family 2) y los
transportadores SWEET (Sugars Will Eventually Be Exported Transporter)
(Machado., et al., 2019). Los Glut son transportadores que permiten la entrada de la
glucosa a las células a favor de su gradiente de concentracion, hasta la fecha se
han descrito 14 Glut (Tabla 2), los cuales presentan caracteristicas estructurales
comunes: 12 dominios alfa hélice transmembranales, cuyos grupos amino y
carboxilo terminales estan localizados intracitoplasmaticamente y un dominio
extracelular altamente glicosilado en el tercer o quinto bucle o asa dependiendo del
Glut (de Jesus., et al., 2016).

16



Entre estas 14 isoformas de Glut se encuentran Glut2 y Glut4 los cuales estan
altamente relacionados entre si y son de suma importancia para la regulacion del
debido a que se encuentran en d&rganos

metabolismo de Ila glucosa,

metabdlicamente activos como el pancreas y el higado (Castrejon., et al 2007).

Tabla 2. Isoformas de GLUT. Tomado de Castrején., et al 2007.

Transportador Transporta Km Localizacion tisular
GLUT1 Glucosa y galactosa 2mM eritrocitos, células
(SLC2A1) endoteliales del cerebro,
neuronas, rinon,
linfocitos
GLUT2 Glucosa 17 mM células B pancreaticas,
(SLC2A2) higado, rifién, intestino
delgado
GLUT3 Glucosa y galactosa 2 mM sistema nervioso central,
(SLC2A3) placenta, higado, rifidn,
corazon, linfocitos
GLUT4 Glucosa 5 mM tejidos sensibles a la
(SLC2A4) insulina, linfocitos
GLUT5 Fructosa 10 mM intestino delgado,
(SLC2A5) testiculo, rifion
GLUT6 Glucosa 5mM cerebro, bazo,
(SLC2A6) leucocitos
GLUT7 Glucosa y fructosa 0.3 mMy 0.06 MM intestino delgado, colon,
(SLC2A7) testiculo, prostata
GLUTS8 Glucosa 2mM testiculo y tejidos
(SLC2A8) dependiente de insulina
GLUT9 Fructosa no descrita rifién, higado, intestino
(SLC2A9) delgado, placenta,
pulmones, leucocitos
GLUT10 Glucosa 0.3 mM higado, pancreas
(SLC2A10)
GLUT11 Fructosa y glucosa alta afinidad a fructosa y corazon, musculo
(SLC2A11) baja afinidad a glucosa | esquelético, rifidn, tejido
adiposo, placenta,
pancreas
GLUT12 Glucosa alta afinidad a glucosa musculo esquelético,
(SLC2A12) tejido adiposo, intestino
delgado
GLUT13 Mioinositol acoplado a 100 uM cerebro
(SLC2A13) H+
GLUT14 Glucosa Alta afinidad a glucosa testiculo
(SLC2A14)




Expresion génica de Cornichon en Mus musculus

En una recopilacion de datos de hibridaciones in situ en embriones de ratdn

desplegada en la pagina de expression atlas,

se destaca que Cnih1y Cnih4 se

encuentran con un nivel de expresién alto tanto en higado como en pancreas,

mientras que Cnih2 se encuentra con niveles bajos en el pancreas y por debajo del

limite en higado y pancreas y Cnih3 se expresa con un nivel por debajo del limite en

pancreas, por lo que para este trabajo decidimos trabajar unicamente con Cnih1y

Cnih4 que son los que tienen mayor nivel expresidon en tejidos metabdlicamente

importantes para el modelo dietético de raton que vamos a utilizar. Los registros

generales que encontramos los resumimos en la Tabla 3.

Tabla 3. Cornichon y sus niveles de expresion en distintos 6rganos y tejidos de Mus

musculus. Tomado de Expression Atlas

Nivel de expresion

Alta Media Baja Por debajo del
Cornichon limite
Encéfalo, tejido Encéfalo, higado,
adiposo marron, corazon, bazo,
higado, riidn, musculatura,
Cnih 1 corazon, bazo, colon, tejido 6seo, Testiculos _
rifidn, timo, intestino,
musculatura, pulmén, mucosa,
pancreas testiculos, piel,
traquea
Colon, tejido 6seo,
glandulas
endocrinas, Colon, higado,
higado, corazén, corazon, bazo,
bazo, timo, rifén, timo, rifnon,
Encéfalo, colon, musculatura, musculatura,
Cnih 2 Enceéfalo médula espinal pulmén, pancreas, | pulmén, pancreas,
gonada, ovarios, estdmago, érgano
testiculos, de la vejiga,
placenta, lengua, glandula exocrina
globo ocular, piel,
estémago, arbol
traqueobronquial
Colon, intestino,
Cnih 3 Encéfalo glandula mamaria, Pancreas
- pulmén, piel,
médula espinal
Higado,
corazon, rifion, Todos los érganos
Cnih 4 pancreas, bazo, y tejidos Higado, testiculo Cerebro

testiculo,
musculatura

registrados*

* Organo de la vejiga, cerebro, colon, tejido conectivo, glandula endocrina, glandula exocrina, corazén, érgano inmunoldgico,
intestino, rifién, higado, pulmdn, mucosa, musculatura, glandula oral, pancreas, érgano reproductivo, estructura reproductiva,
érgano de sentido, elemento esquelético, piel, médula espinal, bazo, estémago, lengua, arbol traqueobronquial.
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Histologia del pancreas

Histologicamente el pancreas estd compuesto por una parte exocrina y por otra
endocrina. Los acinos pancreaticos son los que van a generar las enzimas que
seran utiles en la digestion, las cuales se drenan en el conducto pancreatico hasta
llegar al duodeno, estos acinos componen al pancreas exocrino y los islotes
pancreaticos, descubiertos en 1869 por Paul Langerhans, componen al pancreas
endocrino.

La importancia de los islotes radica en que representan el centro de control de la
homeostasis de la glucosa en el organismo y, para conseguirlo, deben estar
ricamente vascularizados e inervados, de manera tal que puedan responder a los
estimulos metabdlicos, endocrinos o nerviosos que constantemente se producen en

el organismo (George Palop, M., 2006).

Los islotes varian considerablemente de tamafo, desde unas pocas docenas de
células hasta miles de ellas. En los roedores, las células del pancreas endocrino son
generadas en dos etapas durante el desarrollo embrionario (Bastidas-Ponce A., et
al., 2019). En la primera etapa se produce principalmente glucagén a partir de las
células a que ocupan la periferia del islote y, posteriormente, en la segunda etapa se
forman las células B que sintetizan insulina y que ocupan una gran parte del centro

del islote. Las células & que sintetizan somatostatina, las células PP que producen

polipéptido pancreatico y las células € sintetizadoras de grelina, son los otros tipos

celulares que estan distribuidos entre las células B y a en los islotes. La proporcion
de células B, a, 8 y PP en un islote adulto es de 68:20:10:2 respectivamente. Las
hormonas como la insulina, que se producen en los islotes pancreaticos, son
liberadas directamente a los capilares sanguineos y a través de la vena porta, son

transportadas hasta el higado y al resto del organismo (George Palop, M., 2006).

Sintesis y secrecion de la insulina
La insulina, como otras proteinas exportables, es sintetizada por ribosomas

asociados al RE rugoso. Los 25 primeros aminoacidos de la preproinsulina
constituyen el péptido sefal que permite la entrada de la proteina dentro del RE,

asegurando la descarga de la preproinsulina al espacio cisternal. Posteriormente, se
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produce una separacion proteolitica del péptido sefial, con lo que la preproinsulina
se convierte en proinsulina que, rapidamente, se pliega y se forman los puentes
disulfuro. La proinsulina esta formada por una unica cadena polipeptidica de 86
aminoacidos, contiene las cadenas A y B de la insulina con la misma conformacion,
pero se encuentran unidas por un péptido de conexion de 35 aminoacidos, llamado
péptido C, que une el extremo carboxiterminal de la cadena B con el extremo
aminoterminal de la cadena A (George Palop, M., 2006).

Una vez plegada, la proinsulina se transporta al AG donde es empaquetada en
vesiculas. La conversion de proinsulina a insulina implica la accion secuencial de
proteasas especificas, la PC1 (también conocida como PC3) y la PC2, que se
encuentran presentes en los granulos de almacenaje. Estas endopeptidasas rompen
la molécula en lugares especificos provocando la separacion del péptido de
conexion. Al liberarse del péptido C, la insulina, dado que se convierte en una
molécula menos soluble, forma cristales en presencia de Zn, lo que permite el
almacenamiento de la hormona de forma mas concentrada (Landstrom, A. H. S., et
al., 1998).

Una vez sintetizada y almacenada en vesiculas, la insulina se secreta
principalmente en respuesta a la entrada de glucosa a las células 3 pancreaticas, a
través de los transportadores Glut2 con menor afinidad y Glut4 con mayor afinidad
(como se describe en la Tabla 2). Después la glucosa, para estimular la secrecién
de insulina en las células 3, debe ser metabolizada a través de la glucdlisis y el ciclo
de Krebs. El incremento en los niveles de ATP intracelular lleva al cierre de canales
de potasio dependientes de ATP (KATP), la consiguiente despolarizacion de
membrana abre los canales de calcio dependientes de voltaje, esto conlleva la
entrada y el incremento de la concentracion de Ca*? intracelular, lo que da como
resultado la exocitosis de la insulina de los granulos de secrecion (Fig. 6) (Docherty
& Clark., 1994) a los capilares sanguineos y, a través de la vena porta, son
transportadas hasta el higado y al resto del organismo para cumplir con su principal
funcién que es reducir la concentracién de glucosa en la sangre, promoviendo su

transporte al interior de las células (George Palop, M., 2006).
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Figura 6. Secrecion de insulina. Una vez que la glucosa es metabolizada en el interior de
la célula, genera ATP y esto a su vez promueve el incremento de calcio intracelular y en
consecuencia la senalizacion para la secrecion de la insulina. Creada con biorender.

Regulacién del transporte de glucosa por la insulina

Una vez que la insulina llega al higado, es reconocida por las 2 subunidades alfa del
receptor insulina (IR, Insulin Receptor), lo cual generara un cambio conformacional
en la estructura beta del IR y activa la funciéon quinasa de las subunidades 3 dando
como resultado una autofosforilacion en los residuos de tirosina. Estas subunidades
fosforiladas seran reconocidas principalmente por las proteinas IRS (sustrato de IR)
que daran paso a las vias de sefalizaciéon que dependen de un orquestado numero
de interacciones proteicas y que, a su vez, promoveran la translocacion del
transportador Glut4 desde los compartimentos intracelulares a la membrana
plasmatica (Fig. 7) (Reyes, J., & Plancarte, A., 2008). Sin embargo, cuando la
insulina no es suficiente debido a enfermedades como la diabetes mellitus, esta
regulacion del transporte de glucosa se ve afectada y trae consigo consecuencias
de salud no favorables como hiperglucemia, lipodistrofia, deshidratacion, etc.
(Aronoff, S. L., et al., 2004), promoviendo un incremento excesivo no controlado de

la glucosa en la sangre.
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Figura 7. Regulacién del transporte de glucosa por la insulina en o6rganos
insulinodependientes. La insulina se une al RI, se autofosforila y activa a los dominios de
tirosina-cinasa y genera multiples vias de sefializacion que promueven la translocacion de
las vesiculas que contienen a los Gluts. Creado en biorender.

Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad relevante desde el punto de vista
individual, familiar y comunitario, ya que produce diversos grados de incapacidad e
induce cambios en la dinamica social del individuo, debido a las incomodidades de
un tratamiento y control de por vida. Desde el punto de vista epidemioldgico su
frecuencia, prevalencia y mortalidad sefialan con claridad que se trata de un
problema de salud publica de primera magnitud en la Republica Mexicana
(Rodriguez y Menez, 1994).

La DM es una enfermedad que dana directamente a las células B en los islotes
pancreaticos, ya que puede ocasionar una disminucion o deterioro progresivo en la
produccion de estas células (DM tipo 1) o bien, una disminucion en la eficacia de los

mecanismos de sefializacion (DM tipo 2) (Olvera-Granados, C., 2008).

Modelo diabético murino
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Los ratones son ampliamente conocidos como un excelente modelo de estudio para
una amplia variedad de rasgos y enfermedades, incluidos los involucrados en el
metabolismo, el desarrollo, los trastornos neuroldgicos, la inmunidad, la diabetes
mellitus, etc. ya que este modelo biolégico es muy manejable debido a su tamafo y
comportamiento, es facil de criar y tienen un ciclo vital rapido en comparacién con
otros mamiferos (Phifer-Rixey, M., & Nachman, M. W. 2015).

Modelo inducido con estreptozotocina (STZ)

Una forma de inducir DM en ratones es utilizando STZ, que es un antibi6tico natural
producido por Streptomyces achromogenes, una bacteria gramm-negativa. Es un
analogo estructural de la N-acetilglucosamina, que afecta el transporte de la
glucosa, la actividad glucoquinasa y roturas de doble cadena en el ADN, en las
células 3 del pancreas (Islam & Loots, 2009).

Suele inyectarse intraperitonealmente con dosis de 35-65 mg/kg de peso corporal
en ratas y de 100-200 mg/kg de peso corporal en ratones (Rees & Alcolado, 2005).
La sensibilidad a la STZ varia segun la especie animal, la cepa, el sexo, laedad y el
estado nutricional, el modo y ruta de su administracion resultan determinantes para
su efecto. Una unica dosis importante de estreptozotocina puede inducir diabetes en
los roedores, sin embargo, generalmente se aplica en forma de multiples dosis

pequefias (p. €j.50 mg/kg en 5 dias consecutivos) (Arias-Diaz J., et al., 2007).

Mecanism ion | r z in

La STZ es un analogo de nitrosourea en el que el residuo de N-metil-N-nitrosourea,
esta enlazado al carbono-2 de una hexosa, esta es la razon por la que la
estreptozotocina se acumula selectivamente en las células B pancreaticas a través
del transportador de glucosa Glut2 de baja afinidad en la membrana plasmatica. La
importancia de Glut2 en este proceso también se demuestra debido a que se ha
observado que la estreptozotocina también dafa otros 6rganos que expresan este
transportador, en particular al rifidn y al higado.

Una vez dentro de la célula, la STZ es metabolizada y el residuo de nitrosourea
tiene dos mecanismos de accién de acuerdo a la dosis, en el primero con dosis
bajas, los residuos se convierte en nitratos que inducen una glucdlisis anaerobica,
por lo tanto no habra un incremento en la produccion de ATP, en respuesta a los

niveles bajos de ATP la célula tiene como via alterna a la xantina oxidasa para
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mantener los niveles energéticos en homeostasis, sin embargo, esta genera muchos
radicales libres, entre ellos oxigeno molecular, peréxido de hidrogeno, hidroxilos y
oxido nitrico que van a danar al ADN, generando poli ribosilacion-ADP en la unién
de las guaninas, y a su vez apoptosis. El otro mecanismo de accion es cuando se
inyectan dosis muy elevadas de STZ en periodos cortos, en este caso ocasiona
directamente una alquilacion del ADN provocando la poli ribosilacion-ADP,
reduciendo los niveles energéticos y provocando necrosis en la célula (Lenzen, S.,
2008; Szkudelski, T., 2001).
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JUSTIFICACION

La célula requiere capturar glucosa desde el espacio extracelular hacia su interior
para mantener sus funciones basicas para ello requiere de los transportadores de
hexosas los cuales, después de su sintesis, requieren de la maquinaria de
transporte vesicular para salir del reticulo endoplasmatico y ser transportados a la
membrana plasmatica donde cumpliran con su funcién. Entre las proteinas de la
maquinaria de transporte vesicular encargadas de seleccionar a los transportadores
de hexosas para seguir la via esta el receptor cargo Erv14, que en S. cerevisiae se
ha comprobado que regula el transporte de al menos dos transportadores de
hexosas.

Las células de mamiferos utilizan la glucosa como principal fuente de energia, y su
internalizacién a la célula también requiere de transportadores de glucosa como los
Gluts, los cuales aun no se sabe si en mamiferos, estos requieren de un receptor
cargo, como Cornichon para regular su transporte, por lo que el estudio de estos
dos tipos de proteinas, resultan de gran interés debido a las implicaciones que estos
podrian tener en la regulacién de la glucosa, en enfermedades como la DM, a nivel
molecular y celular, y la trascendencia que podria tener en el futuro, en relacion a
encontrar otros blancos terapéuticos en el tratamiento de enfermedades

metabdlicas.

HIPOTESIS
Tanto Cnih1 como Cnih4 interactian con el transportador de glucosa, Glut2, en el

trafico vesicular y, a su vez, se expresan en conformidad a la demanda de glucosa

en sangre.
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OBJETIVO GENERAL

Observar la posible regulacién de la expresioén génica de Cornichon, en un modelo

de diabetes en ratdn y su potencial relacidon con los transportadores de glucosa.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Analizar la filogenia de Cnihs en las especies mas representativas de los

metazoos.

2.-Determinar si Glut2 interactua con Cnih1 y Cnih4.

3.-Evaluar la expresion génica de Cnihs en los islotes de Langerhans e higado en

un modelo murino de diabetes.
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METODOLOGIA

Analisis in silico de la filogenia de Cnihs

Para realizar el arbol filogenético de Cornichon en los metazoarios, se tomd en
cuenta el articulo de Laumer, C., et al, 2019, en el cual se realiz6é un analisis de las
especies mas representativas de los metazoarios en la actualidad clasificandolas
filogenéticamente, con base en esto hicimos una busqueda de las secuencias de
aminoacidos de las especies mas representativas de acuerdo a los arboles descritos
en el articulo antes mencionado. Posteriormente, se utilizdé blastp para comparar las
secuencias de los Cnihs en Mus musculus con la lista de las especies que se
seleccionaron previamente, una vez obtenidas todas las secuencias bajo el criterio
de un E-value minimo de 1e-15, se alinearon en la pagina de muscle alignmenty el
resultado se guardd en formato FASTA para poder procesarlo en el software 1Q-tree
y obtener una inferencia filogenética por maxima verosimilitud (Lam-Tung, et al,
2015), y analizar la reconstruccion filogenética de acuerdo a los valores de ultrafast
bootstrap (1000 réplicas) (Diep T., et al, 2017) obtenidos, los cuales corresponden a
las repeticiones estadisticas de la comparacion entre las secuencias en el
procesamiento del arbol en el programa, finalmente, para visualizar mejor la
topologia del arbol y los valores correspondientes de bootstraps para cada clado
utilizamos el programa de Fig tree. Posteriormente, se realizd un alineamiento en
muscle alignment de la secuencia de los cuatro Cnihs en M. musculus
comparandolos con sus ortélogos en H. sapiens y S. cerevisiae y las analizamos en
MEGA.

Modelo diabético murino

Se utilizaron ratones machos de 8 semanas de edad de la cepa de raton C57BL/6,
criados y alojados en la Unidad de Modelos Bioldgicos del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM, de acuerdo al capitulo cuarto y quinto del
reglamento interno del bioterio, con una temperatura de 22°C +/- 2, con un ciclo de
luz/oscuridad de 12/12h y con alimento ad libitum.

Se formaron 2 grupos de ratones: para el grupo experimental ocupamos 10 ratones,
los cuales fueron inyectados intraperitonealmente (IP) con estreptozotocina disuelta

en buffer de citrato a un pH 4.5, a una concentracion de 50 mg/kg, durante 5 dias
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consecutivos con 4h de ayuno previo. Por otro lado, se inyecto IP al grupo control,
que consté de 6 ratones, con buffer de citrato, los mismos dias y en las mismas
condiciones que los del grupo experimental. Después de la ultima inyeccion, las
condiciones de salud de los animales fueron monitoreadas una vez por semana,
durante 3 semanas, se les midid el peso con una balanza digital, al igual que el
alimento consumido y los niveles de glucosa con 4h de ayuno previo para confirmar
su hiperglucemia con tiras reactivas a partir de muestras de sangre extraidas de la

vena (caudal) de la cola de los ratones, utilizando un glucometro digital.

Obtencion de los islotes pancreaticos e higado

Una vez hiperglucémicos, los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical como
lo marca la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Se realizé una incisibn abdominal con tijeras de diseccion hasta exponer el
pancreas y el higado, y se identificé el conducto pancreatico central y el duodeno
para sellarlos con una pinza. A través del conducto biliar comun se perfundié en su
totalidad el pancreas con solucion de colagenasa P (1 mg/ml. Fig. 8), después se
disectd y se transfirié a un tubo falcén con 3 ml de solucién de colagenasa P. Por su
parte, el higado se perfundio con DPBS hasta quedar de un color blanquecino,
posteriormente se cortd en partes pequefas de 40 mg aproximadamente y cada

parte se almacend a -80°C en tubos eppendorf.

Figura 8. Perfusién de pancreas e higado. El pancreas se perfundié con colagenasa P
por el conducto biliar (panel izquierdo) y perfusion de higado con DPBS (panel derecho).



Para comenzar la digestion del pancreas se incubo en bafio maria a 37°C durante
13 min, agitando el contenido a la mitad del tiempo para que se disgregara mejor.
Para detener la digestion, el tubo se coloc6é en hielo y se le afiadieron 15 ml de
solucién G [ solucion salina equilibrada de Hanks (HBSS) + 1% albumina de suero
bovino (BSA)].

Posteriormente el tubo se centrifugd a 1620 rpm por 3 min a 4°C, al término, se lavd
una vez con 10 ml de solucién G y se resuspendié en 5.5 ml del medio de gradiente
(3.75 mM HEPES, 62.5% v/v de solucion G, y 25% v/v de Medio de gradiente
Optiprep).

Una vez resuspendido, se agregaron lentamente a los 2.5 ml del medio de gradiente
restante y, finalmente, 6 ml de solucién G, suavemente, en la parte superior para
formar la tercera fase y se dejo 10 min en incubacion a temperatura ambiente (TA).
A continuacion, el gradiente se centrifugd a 1700 rpm durante 20 min, a TA, con
aceleracion 3 y freno 0. Al término de la centrifugacion, los islotes se encuentran en
la interfase entre la fase media y la superior, formando un anillo que se ve a simple
vista (Fig. 9).

Figura 9. Aislamiento de islotes. Anillo de islotes formado en la interfase entre la fase
superior y la inferior del medio de gradiente y sefialado con una flecha roja.

Esta interfase se capturé con una pipeta y se colocé en un filtro de 70 um con
solucion G (la pipeta y el filtro deben estar previamente humedecidos con solucion
G) y se lavo dos veces en 10 ml de solucion G.

Para cosechar los islotes el filtro se giré y se lavé para depositar los islotes en una
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caja de Petri para, finalmente, recolectarlos con un micropipeta bajo el microscopio
estereoscopico (Fig. 10). Al término de la colecta se centrifugé el tubo a 1000 rpm
para quitar el sobrenadante, se afiadieron 0.5ml de trizol y se guardaron a -80°, para

Su uso posterior.

Figura 10. Islotes recuperados. Fotografias de los islotes recuperaros que se observaron
bajo un microscopio estereoscopico, en la imagen del panel izquierdo se observan los
islotes abundantes de un ratén del grupo vehiculo, y en la imagen del panel derecho los
islotes recuperados de un raton tratado con STZ.

Soluciones
HBBS para 1L

NaCl 89
KCI 400 mg
CalCl,2H,0 147 mg
MgSO, 7H,0 200 mg
Na,HPO, 42.6 mg
KH,PO, 60 mg

D-glucosa 19
NaHCO; 350 mg

30



DPBS para 500 ml

NaCl 49
KCI 100 mg
CalCl,2H,0 65 mg
KH,PO, 100 mg
MgHPO, 50 mg
Na,HPO, 565 mg

Extraccion de ARN

Una vez que se obtuvieron los islotes pancreaticos y el higado se utilizo trizol para
extraer ARN, segun las indicaciones del proveedor.

Se tomaron alrededor de 80-100 islotes por cada n y se disgregaron con 0.5 ml de
Trizol. Por su parte, el higado fue macerado con nitrégeno liquido en un mortero
enfriado previamente y se le afiadié 1 ml de trizol.

Posteriormente, se incubaron las muestras homogeneizadas durante 5 min a
temperatura ambiente para permitir la disociacidon completa de los complejos de
nucleoproteinas, se adicionaron 0.2 ml de cloroformo por cada mililitro de Trizol y se
agito vigorosamente durante 15 segundos.

Luego se centrifugo la muestra a 12,000 g durante 15 min a 4°C. A continuacion, se
transfirio la fase acuosa a un tubo eppendorf nuevo y se agregaron 0.5 ml de
isopropanol, se mezcld por inversidén durante 15 seg y se incubd la muestra durante
toda la noche a -20°C.

Al otro dia se centrifugd a una velocidad de 12,000 g durante 30 min a 4°C, y el
ARN se precipité y formé un pellet en el fondo del tubo.

Se elimind el sobrenadante y se lavé el pellet con 1 ml de etanol al 75%. Mezclamos
la muestra en el vortex y centrifugamos a una velocidad de 6,000 g durante 5 min, a
4°C, retiramos el sobrenadante y se repetimos todo el proceso nuevamente para
obtener un ARN mas puro.

Finalmente dejamos secar el pellet de ARN obtenido por un periodo corto a
temperatura ambiente y resuspendimos el ARN en 20-100 ul de agua DEPEC (de

acuerdo al tamano del pellet).
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Posteriormente cuantificamos el ARN en el nanémetro y para verificar la integridad
del ARN mezclamos 1 ug de ARN con agregamos 3 volumenes de buffer de urea 10
M y lo corrimos en un gel de agarosa al 1% tefido con Hydragreen. Las muestras

restantes las guardamos a -80°C para su uso posterior.

Sintesis de ADNc

Para eliminar el ADN gendmico que pudiera estar contaminando el ARN se hizo una

reaccion de 10 ul para cada muestra:

Componente Volumen
10x ezDNase ™ Buffer 1 ul
ezDNase™ Enzima 1 ul
ARN 1 ug
H20 Aforar a 10 ul

Se mezcld gentilmente y se colocé a 37°C durante 2 min, posteriormente se coloco
en hielo para enfriar la reaccion durante 1 min y luego se centrifugd al maximo
durante 30 s y se dejo en hielo.

Para la sintesis de ADNc se utilizé la enzima Superscript del kit #73693 de Jena
Bioscience, esta enzima se ocupd unicamente para sintetizar el ADN que se usoé

para probar los oligos y realizar las amplificaciones de los genes posteriormente.

Para cada muestra se utilizaron los siguientes componentes:

RNA 1 ug
Oligos dT (100 uM) 1 ul
H,O libre de RNAsas Aforar a 10 ul

Esto se mezcldé con la micropipeta y se calenté a 65°c durante 5 min y después se

coloco en hielo durante 5 min, posteriormente se le agrego la siguiente mezcla:

Buffer 5x 4 ul

dNTPs (10 mM) 1 ul
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DTT (100 mM) 1 ul
RNAsa 0.5 ul
Transcriptasa 0.5 ul
H,O 3ul

Esto se mezcl6 con la micropipeta y se incubd a 42°C por 10 min y luego a 50°C por
60 min.

Para el RT-gPCR se utilizé la enzima SuperScript™ |V First-Strand Synthesis
System de Invitrogen.

Mezcla para alinear los primers con el ARN

Oligo dT 50 mM 1ul

dNTP mix 10 mM 1ul
ARN 500 ng
H,O Aforar a 10 ul

Se mezcld, se centrifugd durante 30s, luego se calentdé a 65°c por 5 min, y
posteriormente se enfrié en hielo por al menos 1 min.

Mezcla de reaccion para RT

5x SSIV Buffer 4 ul
DTT 100 mM 1 ul
Inibidor ribonucleasa 1 ul
Transcriptasa o H,O para el control. 1 ul

Se mezcld y se centrifugd durante 30 s, posteriormente se mezclé la reaccion con la
mezcla de alineamiento dando un volumen final de 20 ul, luego se incubé durante 10
min a 50°C, y para inactivar la reaccion se incub6 por 10 min a 80°C. Finalmente se

le agreg6 un 1 ul de RNAsa y se incub6 a 37°C durante 20 min.
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PCR y electroforesis

Para comprobar que nuestro ADNc se haya sintetizado correctamente con la
Superscript de Jena Bioscience y que no tenga ADN genomico, se realizaron PCR
punto final con la Taq. polimerasa de Jena Bioscience, utilizando un gen constitutivo
(Rplp0) como referencia y los oligos disefados por el Dr. Jorge Luis Ruiz Salas para

cada gen, bajo las siguientes condiciones en un termociclador:

95°C durante 2 min para desnaturalizar el ADN.

35 ciclos de:

95°C durante 20 s para desnaturalizar el ADN en cada ciclo

60°C durante 20 s para alinear los oligos con nuestro ADN molde

72°C durante 30 s para elongar el ADN y comenzar a generar multiples copias en

cada ciclo.

72°C durante 5 min de elongacion final.

Una vez amplificados nuestros genes, se realizé una electroforesis con un gel de
agarosa al 1% y se corrio en buffer TAE al 0.5%, esta técnica nos permite separar
las moléculas por tamafio y peso molecular, de acuerdo a su carga eléctrica,
permitiéndonos a su vez la obtencion de nuestros genes de interés en forma de

bandas en un gel de agarosa para su posterior purificacion y en este caso clonacion.

RT-qPCR

A diferencia de la PCR convencional, la RT-gPCR o PCR cuantitativa, es mucho
mas especifica ya que nos permite cuantificar de manera precisa, la expresioén de
los genes de interés.

En este caso se decidié evaluar la expresiéon génica de los cuatro Cnihs de ratén en
islotes pancreaticos y en el higado.

En esta técnica, el termociclador que se utiliza hace incidir sobre cada muestra un
haz de luz de una longitud de onda determinada y después detecta la luz emitida
por el fluoroforo excitado, que en este caso es el SYBR green, el cual se une

unicamente a segmentos de doble cadena de ADN. Asi, cuando se comienza la
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elongacion y extension en cada ciclo, el fluoréforo se une al nuevo ADN de doble
cadena sintetizado, lo cual se traduce en una grafica de crecimiento logaritmico.
Una vez finalizada la PCR se hizo electroforesis para verificar que solo haya

amplificado un producto y que este sea del tamano esperado.

Tabla 4. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para el RT-gPCR y los tamanos
correspondientes de cada gen.

Gen 5-3’
qRTRplp0_F CACTGGTCTAGGACCCGAGAA
qRTRplp0_R AGGGGGAGATGTTCAGCATGT
qRT_MmCNIH1_F CGCGTTCTTCTGTGTCATGT
gRT_MmCNIH1_R TCTGCATTCATGATGGTCGT
gRT_mMCHIN2-F GCGGACTGACTTCAAGAACC
gRT_MmCNIH2_R TGCTGCACACAGAAACATCA
qRT_mMCHIN3-F AATCGCCTTTGACGAGCTAA
qRT_MmCNIH3_R ACATTGAGTCCCAGGGTGAG
gqRT_mMCHIN4-F CTTCTCGCTCCTCGACTGTT
gRT_MmCNIH4_R CAAGCATCAGCACAGTGACA
qRTRplp0 160 pb
MmCNIH1 153 pb
MmCNIH2 157 pb
MmCNIH3 201 pb
MmCNIH4 170 pb

La RT-qPCR se realiz6 con el ADNc que se hizo a partir de los ARN extraidos y
mencionados anteriormente y se utiliz6 un master mix SYBR Green en un
termociclador Step-One (Applied Biosystems). La reaccidén se hizo con un volumen
total de 12.5 pl, en el cual se mezcld el ADNc, los oligos, el master mix del SYBR
Green y el agua milli-Q. Después programamos la amplificacion en el termociclador,
la cual consta de una desnaturalizacion inicial a 95°c durante 5 min y 40 ciclos

rapidos que se divide en 3 etapas:
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1. Desnaturalizacién a 95° por 15 s
2. Hibridacién a 60°c durante 15 s

3. Extension y lectura de la fluorescencia a 72°c durante 15 s.

Amplificacion y clonacion de Glut2, Cnih1 y Cnih4

Para observar la posible relacion entre Cnih1y Cnih4 con Glut2, mediante el ensayo
de mbSUS que se describira mas adelante, es necesario realizar una extraccion de
ARN, luego la sintesis de ADNc para amplificar a nuestros genes por medio de una
PCR tal y como se describié en la seccion de sintesis de ADNc, utilizando los
siguientes oligos:

Tabla 5. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para amplificar los genes de
interés. Las secuencias subrayadas indican los sitios de recombinacién attB1 y attB2.

Gen 5.3
MmCNIH1_Fwd GTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGCGTTCACC
TTCGCAGCAT
MmCNIH1_Rev GTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGAAGCTCAC
CAACGTATAAACCA
MmCNIH4-Fwd CACCATGGAGGCGGTGG
MmCNIH4-Rev GTCATTTATCAAAGCTAGAATCA
Slc2a2_Fwd GTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCAGAAGAC
AAGATCACCGG
Slc2a2_Rev GTACAAGAAAGCTGGGTCCACACTCTCTGA
AGACGCCAGGA
Tabla 6. Tamafios y Tm correspondientes a cada gen.
Gen Tamano Tm
MmCNIH1 435 pb 60°c
MmCNIH4 423 pb 60°c
MmSic2a2 1572 pb 59°c

Para clonar a Cnih1y Glut2 dentro de los diferentes sistemas se decidié hacerlo con
la tecnologia Gateway de Invitrogen, ya que consiste en una recombinacion

sitio-especifica, basada en el mecanismo de integracion y escision del fago lambda.
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De manera especifica el sistema emplea la recombinacién del sitio reversible entre
attB, attP, attL y attR, reacciones que ocurren durante la integracién del fago A en el
genoma de E. coli, permitiendo una clonacion direccional dentro de un plasmido,
usando una reaccion simple, la cual es particularmente ventajosa en la construccion

de fusiones traduccionales.

Lo primero que hicimos fue amplificar los genes de interés en una primera PCR para
obtener el amplicon de cada unos de los genes se utilizaron las secuencias
descritas en la tabla 6 , una vez amplificados, posteriormente los amplicones se
purificaron con el kita Promega y se realizé una segunda PCR para anadir los sitios
attB1 y attB2 restantes. La clonacién se llevd a cabo en el vector de entrada

pDONR207 (Fig. 11) mediante una reaccién de BP clonasa (/nvitrogen).

pDONR207

5585 bp

Pvull (2753)

Figura 11. Vector de entrada pDONR207 para Cnih1y Glut2. \/ector de entrada con un
tamarno de 5585 pb, con los sitios de recombinacion homdloga attP1 y attP2 y con los sitios
de corte de Pvull. Creado en snapgene.

El Cnih4 se cloné con TOPO™cloning technology de Invitrogen. Algo clave de esta
tecnologia es que los vectores TOPO™ son linealizados con la topoisomerasa | que
se une de manera covalente al extremo fosfato 3’, permitiendo que los vectores se
liguen facilmente al ADN. La topoisomerasa | del virus Vaccine funciona como

enzima de restriccion y como ligasa, ya que corta y une al ADN durante la
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replicacion y, gracias a la formacion de esos enlaces covalentes con los fosfatos, el

ADN se puede clonar de manera eficiente (Fig. 12).

Pwull (174)

PENTRTOPO

2580 bp

T pwull (B12)

Figura 12. Vector de entrada pENTRTOPO para el Cnih4. \Vector de entrada de 2180 pb,
con los sitios de recombinacion homodloga attL1 y attL2, y con el sitio de corte

correspondiente a Pvull. Creado en snapgene.

Los productos que obtuvimos de la secuenciacion se clonaron en los vectores de
destino correspondientes, pNX32 para los Cnihs y pMETYC para Glut2 (Figura 13),
mediante una reaccidn de LR clonasa siguiendo las recomendaciones del proveedor
(Invitrogen). Posteriormente, para recuperar las construcciones plasmidicas,
realizamos una transformacion en E. coli, extraimos el ADN plasmidico, después
hicimos un analisis de restriccion con la enzima Pvull y, finalmente, una
transformacion en levaduras para poder realizar nuestro ensayo de interaccidn

proteina-proteina (mBSUS).
Transformacion en E. coli mediante ch armi

Se agregd 4 ul de nuestra reaccion BP o LR a las células competentes hechas
previamente y se dejo en hielo durante 15 min, luego se calenté durante 1 min a

42°C e inmediatamente después se colocd en hielo por 5 min.
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A continuacion se le agregd 250 ul de medio LB liquido y se incubd durante 1 h a
37°C.

Finalmente, se plaquedé en cajas petri con medio LB sdlido con el antibidtico
adecuado, previamente hechas, y se dejaron crecer a 37°C de 12 h a 16 h.

Nota: después de dejar crecer las bacterias, picamos colonias e inoculamos en 3 ml,
aproximadamente, de medio LB liquido y las dejamos incubando a 37°C durante

toda noche en tubos de ensayo para poder extraer, posteriormente, el plasmido.

(8043) F‘vuII_

(3963) Pyull

PMETYGC

10,186 bp

“pyull (zera)

Pwull {4186}

Figura 13. Vectores de destino. En el panel izquierdo pNX32 para los genes Cnih1 y
Cnih4 con un tamafo de 8499 pb, los sitios de recombinacién homéloga attR1 y attR2 y con
los corte correspondientes de Pvull y en el panel derecho pMETYC para Glut2 con un
tamaino de 10186 pb, los sitios de recombinacion attR1 y attR2 y con los cortes
correspondientes de Pvull . Creados en snapgene.

Agregamos aproximadamente 1 ml del cultivo de bacterias que se preparé el dia
anterior a un tubo eppendorf, centrifugamos a maxima velocidad y descartamos el
sobrenadante.

Luego lo resuspendimos en 200 ul de solucién | y homogeneizamos por inversion, a
continuacion se anadieron 200 ul de solucion Il 'y mezclamos por inversion
suavemente y lo dejamos a TA de 3 a 5 min para que se limpie v,

subsecuentemente, afiadimos 200 ul de solucion Il y agitamos hasta que quedd
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turbio y lo dejamos incubar en hielo durante 5 min.

Posteriormente, centrifugamos durante 10 min a velocidad maxima (14000 rpm) y
transferimos el sobrenadante a un nuevo tubo, agregamos 1 ul de ARNasa y lo
dejamos incubar durante 10 min a 37°C, después le afiadimos 600 ul de cloroformo
alcohol isoamilico, vortexeamos y centrifugamos durante 5 min al maximo vy
transferimos el sobrenadante a un nuevo tubo y le afiadimos 1 ml de etanol al
100%, mezclamos con la pipeta y lo colocamos en hielo durante 5 min, luego lo
centrifugamos al maximo por 15 min a 4°C y removimos el sobrenadante y lavamos
el pellet con 500 ul de etanol al 70% y lo dejamos secar a TA durante 5 min y
resuspendimos el pellet en 30 ul de agua destilada esteril y almacenamos las

muestras a -80°C para su uso posterior.

Analisis de restriccién

Se realizd una digestion enzimatica con los siguientes componentes para obtener un

volumen final de 50 ul:

Buffer 10x S5ul

ADN plasmidico 5 ul
Enzima 0.5 ul
H,O 39.5 ul

Se mezcl6 todo suavemente con una pipeta y se coloco durante 1 hra 37°C.
Preparacioén de células competentes de S. cerevisiae

Para poder realizar la transformacion en levaduras es necesario preparar células
competentes de S. cerevisiae para realizar la parte final de la clonacién y poder

hacer el ensayo de interaccion proteina-proteina (mbSUS) .

Lo primero que hicimos fue estriar la cepa de S. cerevisiae W3031A en una caja con
medio YPD e incubamos a 30°C por 48 h, luego picamos una colonia de la cepa
W3031A y la pasamos a un tubo de ensayo con 3 ml de medio YPD e incubamos
entre 12y 16 h a 30°C y 300 rpm.
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Después inoculamos 10 ml de medio YPDA 2x contenidos en un matraz de 125 ml e
incubamos a 30°C y 300 rpm durante 4 h con 100 pL del cultivo proveniente del
tubo. Este volumen de medio y de indéculo nos alcanzé para una sola
transformacion.

En condiciones asépticas cosechamos el cultivo en un tubo falcon de 50 mL estéril y
centrifugamos a 8000 rpm a temperatura ambiente durante 10 min.

Resuspendimos las células en 10 mL de agua mQ estéril (a temperatura ambiente)
y las pasamos a un tubo eppendorf de 1.5 mL estéril y centrifugamos a 8 000 rpm a
temperatura ambiente durante 10 min.

Resuspendimos las células en 1 mL de agua mQ estéril (a temperatura ambiente) y
las pasamos a un tubo eppendorf de 1.5 mL estéril.

Centrifugamos por 1.5 min a temperatura ambiente y 7000 rpm y posteriormente
desechamos el sobrenadante, (este paso se repitié dos veces mas)

Posteriormente lavamos las células con 1 mL de acetato de litio (LiAc) 0.1 M. Y
finalmente resuspendimos las células en 100 yL de LiAc y las almacenamos a 4 °C

hasta que se termind de preparar la mezcla de transformacion.

Preparacion de la mezcla de transformaciéon con Acetato de Litio (LiAc)

En un tubo falcon de 50 mL y condiciones asépticas preparamos la siguiente

mezcla:

PEG 50% 220 ul

LiAc 1M 36 ul

TAE 10X 36 ul

DMSO 18 ul

ADN acarreador 2 mg/mli 50 ul

ADN plasmidico 15-40 ul
Volumen final 375-400 ul

NOTA: se agregaron 40 ng de cada uno del ADN plasmidico.

Esta solucién se homogeneizé con vortex.

Este volumen se usé para una sola reaccion.
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Transformacion de levaduras mediante choque térmico

Para expresar los genes de interés dentro de las levaduras, como se mencionaba
anteriormente, introducimos a Glut2 en el plasmido pMETYC_GW vy a los Cnihs en
pXN22;32_GW mediante la transformacion de las cepas de levadura THY.AP4
[MATa urag3, leu2, lexA::LacZ:trp1 lexA::HIS3 lexA::ADE2] y THY.AP5 [MATa URAS,
leu2, trp1, his3 loxP::ADEZ2], respectivamente. Las levaduras fueron transformadas
con sus respectivos vectores mediante el método de Acetato de Litio (LiAc) descrito

anteriormente.

Para llevar a cabo la transformacion primero se precalentd el termoblock a 42 °C y
luego a la mezcla de transformacion que ya tiene los genes que van a clonarse se
agregaron a 100 uL de las células competentes que se habian almacenado a 4 °C.
Homogeneizamos la solucién que contiene la mezcla de transformacion y las células
por inversion y posteriormente los incubamos a 42 °C durante una hora y media.
Después de hora y media de choque térmico centrifugamos los tubos a temperatura
ambiente, a 5000 rpm durante 2 min y desechamos el sobrenadante.
Resuspendimos la pastilla en 1 mL de YPD 2X e incubamos durante 2 h a 30°C y
300 rpm.

Finalmente sembramos 200 uL de las células en una caja con 10 mL de medio YNB
con 20 g/L de glucosa, adenina, uracilo e histidina y esparcimos con perlas de vidrio

estériles e incubamos a 30°C de 2 a 6 dias.

Identificaciéon de interacciones proteina/proteina con el sistema de la
ubiquitina dividida (mbSUS, mating-bases Split Ubiquitin System)

Con la finalidad de determinar si existe una interaccion entre el Glut2 y Cnih1, Cnih4
respectivamente, se utilizd el sistema de la ubiquitina dividida en levadura, mbSUS,
el cual, es adecuado para la determinacion de interacciones entre proteinas de
longitud completa, ya sean proteinas de membrana o entre una proteina de

membrana con una citosolica.

En este sistema Cnih esta unido a el N-terminal (Nub) y el Glut esta unido al
C-terminal (Cub) de la ubiquitina que tiene secuestrado al factor de transcripcion
LexA-Vp16, que sera liberado por un proteosoma unicamente cuando las proteinas

interactuan, de esta manera LexA-Vp16 se difunde al nucleo en donde activara la
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transcripcion de los genes reporteros LacZ, His3 y Ade3, permitiendo a su vez el
crecimiento de las levaduras diploides.

Una mutante, NubG (la cual posee la mutacion lle13Gly) muestra una afinidad
reducida (si se compara con el NubWT) hacia el Cub, lo cual evita que se
reconstituya la funcionalidad de la ubiquitina a menos que las proteinas a las cuales
estan fusionadas tanto el NubG como el Cub estén lo suficientemente proximas para

reconstituir a la ubiquitina.

En este sistema es importante determinar si las fusiones al Cub pueden resultar en
falsos negativos (NubWT) o falsos positivos (NubG), es decir, que cuando las
construcciones fusionadas al Cub se expresan de manera correcta y eficiente es de
esperarse que se induzca la actividad de los genes reporteros cuando se
co-expresa con el NubWT el cual posee una fuerte afinidad por el Cub, dando como
resultado un falso negativo. Por su parte en los falsos positivos, es necesario que
las construcciones fusionadas al Cub se co-expresen con el NubG soluble el cual no
muestra una alta afinidad hacia el Cub, de tal manera que si se llegasen a activar
los genes reporteros, este fendmeno seria la ausencia de una interaccion

verdadera, revelando un resultado falso positivo.

Después de sembrar nuestras levaduras transformadas, seleccionamos una colonia
y la sembramos en medios liquidos Cub y Nub durante 3 dias, posteriormente
pasamos esas colonias a medios sélidos Cub y Nub al tercer dia del sembrado se
aparearon las levaduras sembradas en cada medio Nub y Cub en un medio rico
como el YPD al siguiente dia las sembramos en un medio diploide suplementado
con solo adenina e histidina durante 3 dias, para finalmente realizar el ensayo de
interaccidon proteina proteina dejando crecer las levaduras durante 2 o 3 dias en

medios de interaccion Met0 y Met500.

Ensayo de LacZ

Para poder realizar el ensayo de interaccion en un medio con X-Gal, se hizo un
ensayo de LacZ en donde primero hicimos 50ml de buffer z, al cual se le agregaron
0.25g de agarosa y se calentd en el microondas durante unos segundos, luego lo
dejamos enfriar y posteriormente se le afiadi6 40mg de X-Gal, disuelto con 1ml de
N-n dimetil y subsecuentemente 1ml de SDS al 10%, se homogeneizé y finalmente

se vacio cuidadosamente en la caja con medio DP.
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Medios de crecimiento para levaduras

Los medios para el crecimiento de las levaduras fueron YPD SC (Synthetic
Complete) y una mezcla de aminoacidos esenciales para el crecimiento de las
levaduras (arginina, isoleucina, lisina, fenilalanina, tirosina, valina, serina y treonina).
Dependiendo de la seleccion, el medio SC fue suplementado con 20 mg/L de
adenina, 20 mg/L de histidina-HCI, 500 yM de metionina, 20 mg/L de triptoéfano,
20mg/L de uracilo y/o 240 mg/L de leucina.

Las células que contuvieron el vector pMETYC_GW fueron crecidas en medios SC
suplementados con triptéfano, histidina, adenina y uracilo (medio Cub) y las células
que contuvieron el vector pXN22_GW pNX32_GW fueron crecidas en medio SC
suplementado con leucina, histidina y adenina (medio Nub).

Las células diploides fueron crecidas en medios SC suplementados con adenina e
histidina (medio DS), mientras que los medios para probar las interacciones fueron
hechos con SC suplementado con 0 uM metionina (medio IS-0) o 500 uM metionina
(1S-500).

Las fusiones dentro del vector Cub estaran bajo el control del promotor MET25 que
es reprimido por metionina. De tal manera que se espera que un incremento en la
metionina en los medios de seleccién disminuira los niveles de expresion y con ello

se incrementa la astringencia del ensayo.

Medio YPD SC para 1L

Extracto de levadura 1049
Peptona 20g
Glucosa 20¢g

Agar 2049

Medio diploide para 1 L

Drop out 0.545¢
Yeast Nitrogen Base 1.749
Sulfato de amonio 59

Glucosa 304g
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2049

Agar
Adenina 10 ml
Histidina 2ml
Medio Cub para 1 L
Drop out 0.545¢
Yeast Nitrogen Base 179
Sulfato de amonio 59
Glucosa 30g
Agar 2049
Adenina 10 ml
Histidina 2ml
Triptéfano 2ml
Uracilo 10 ml
Medio Nub para 1 L
Drop out 0.545¢g
Yeast Nitrogen Base 1.79
Sulfato de amonio 59
Glucosa 3049
Agar 2049
Adenina 10 ml
Histidina 2ml
Leucina 24 ml
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RESULTADOS

Filogenia de Cornichon en metazoarios

Se obtuvieron topologias similares entre los cuatro clados en los que se agrupa a
cada Cornichon, se observé que los 4 Cnihs de Mus musculus estan agrupados con
los Cnihs en Homo sapiens, con un valor de bootstraps de 100 para el MmCnih4
con el HsCnih4 y de valores <100 para los demas Cornichones. Los valores de los
bootstraps nos indican el numero de veces que aparecen las secuencias del
alineamiento en los mismos nodos en las multiples réplicas del arbol filogenético
que se generan en la matriz de IQ-tree, es decir, que para cada nodo del arbol
inicial, se observa en cuantos arboles de las réplicas aparece, esto nos permite
saber qué tan confiables con los datos que obtenemos, se considera que un nodo

comienza a ser fiable si su valor de bootstrap es superior a 50 (Singh-Xie, 2008).

Tanto el grupo de Cnih4 como el grupo de Cnih1 son clados bastante diversos y
ampliamente distribuidos en la filogenia de los metazoos, esto se ve reflejado en la
existencia de homdlogos de Cnih4 en filos como Placozoa (Trichoplax sp.), Cnidaria
(Hydra vulgaris); invertebrados protostomados como Arthropoda o Nematoda;
invertebrados  deuterostomados como  Echinodermata, hasta especies
pertenecientes al filo Chordata. Aunado a esto, también tiene como grupo hermano
a dos tipos de opistocontos, como son Entamoeba histolytica y Saccharomyces
cerevisiae (Laumer, C., et al, 2019); en cambio, Cnih2 y Cnih3 unicamente se

encontraron en vertebrados.

El hecho de que exista tanta diversidad y abundancia en los clados de Cnih1 y
Cnih4 y que, ademas, Cnih4 tenga en su grupo hermano a S. cerevisiae nos indica
que estos dos Cnihs son los mas ancestrales y que divergieron de una proteina
Cnih-like, posiblemente muy similar a Erv14. Lo anterior nos hace hipotetizar que los
Cnihs de ratdén pueden tener cargos muy parecidos a los que tiene Erv14. Por su
parte, el hecho de que Cnih2 y Cnih3 existan Unicamente en vertebrados y que, lo
mas probable, hayan divergido a partir de Cnih1, nos hace pensar que estos son
receptores menos ubicuos y mas especificos a la hora de seleccionar sus cargos
(Fig. 14).
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Figura 14. Arbol filogenético de Cornichén en las especies mas representativas de los
metazoarios. En el clado numero uno (rojo) tenemos a un grupo hermano de opistocontos
de Cnih4, en el clado 2 (azul) se muestra a Cnih4, en el clado 3 (verde) se encuentra a
Cnih1 divergié posiblemente al igual que Cnih4 de Cnih-like, en el clado 4 (naranja) y en el
clado 5 (amararillo) se encuentra a Cnih2 y Cnih3.

Alineamiento de los Cornichones de M. musculus, H. sapiens y S. cerevisiae

Se realizé el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los 4 Cnihs en
M.musculus, sus 4 ortélogos en H.sapiens y su ortélogo Erv14 en S.cerevisiae y se
observd que los sitios de la N-terminal se encuentran conservados casi en todos los
Cnihs y sus ortologos, excepto en los ortélogos de Cnih4 (Fig. 15), lo cual confirma
lo observado anteriormente en arbol filogenético (Fig. 14), que Cnih4 es el que tiene
una relacién mas ancestral con respecto de los otros 3 Cnihs. Por otro lado, tanto
Cnih2 como Cnih3, comparten una insercion conservada con sus ortélogos en
humanos en la region transmembranal, que ni Cnih1 ni Cnih4 tienen, lo cual nos da
la certeza de que Cnih2 y Cnih3 si divergieron a partir del Cnih1 como se observa
en el arbol (Fig. 14).

Protein Sequences

Species/Abbry *

1. CHH1M.musculus|P 034048.2 MAF ALALLLIAALIFFAIMWHIIAF YKIP | BRSCHEN - - - - - - - - - - - - - - - - LEPLYLP
2. H.sapiens|NP 0057671 MAF ALALLLEMAALIFFAIMHAIIAF YKNP IDGCWT - - - - - - - - - - oo LNPLVLP
3. CNH2M.musculus|NP 0340501 MAF ALILVYLCASLIFFVIWMHIIAF FK PARARERLK IBR ICCLLRKLVVP
4. H.sapiens|NP 8723581 MAF AL LVLCAILIFFVI HITAF FK PARARERLK IBR ICCLLRKLVVP
5. CNIH3M. musculus|AAI15542.1 MAF ALSLVLCAALIFFAIMHIIAF FK PVHARERLRMN I [ER ICFLLRKLVLEP
6. H.sapiens|NP 689708.1 MAF ALSLVLCAALIFFAIMHAIIAF FK PVHARERLRMN I ER ICFLLRKLVLEP

7. Erv14pS.cerevisiaeYJM107T8AJP38T40Q - - - -
8. CHIH4M.musculusNP 084407.1
9. H.sapiens|NP 054903.1

iLavvvilc il FE@vh F Ly ABLEAD Y 1
_FELLBccaL i FLEVYF I IflL
sFS[LLBlccaL I FLEVYF I IEL
Protein Sequences
e TE : SEE ERCRCEREEREE
1. CNH1M musculus|NP 0340482 YLIHAFFCVNMFLCAA MPLLAYHIWRYM CKLAFYLLAFFYYL
2. H.sapiens|NP 005767.1 YLIHAFFCVMFLCAA MPLLAYHIWRYM CKLAFYLLAFFYYL
YS I HEBLFCLMFLCAA IPLLFYHLWRY FHRPA CKLAFYLLIFFYYL

Y I HELFCLMFLCAA IPLLFYHLMRY FHRP A CKILAFYLLEIFFYYL
CKLAFYLLEIFFYYL

ou
4. H.sapiens|NP 872359.1
5. CHIH3M. mus culusjAAI15642.1 YB  HEILFCIMFLCA VPLLFYHFWRYFHCPA A
6. H sapiens|NP 689708 1 YB I HEILFCIMFLCA RYFHCPA CKLAFYLL FFYYl
7. Erv14piS.cerevisia Y JM1078AIPIETS AALH LBLLFLL K vk vE- - - - - L - - FLELBFHLLMFFFYL
8. CHIH4M musculusiNP 184407 1 LvBHE vl v Lm L VE[LHIMF | FLL IYRF I MV P - AMIKLEBFYLLEFFMYL,
9. H.sapiensiNP 054803.1 L\I VBV LLLMELHEF I FLL IYRY I mv P - AMIKLEFHLLCFFMYL,

Figura 15. Alineamiento de los 4 Cnihs en M. musculus y sus ortélogos en H. sapiens
y S. cerevisiae. El N-terminal se encuentra delimitado por el rectangulo rojo, los dominios
transmembranales delimitados por los rectangulos azules y el C-terminal por el rectangulo
verde.

También se observé que Ervi14 conserva residuos de serina (S) en el C-terminal con

Cnih1 y Cnih3 (Fig. 15), lo cual es importante tomar en cuenta ya que en esta region
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una serina-cinasa podria catalizar la fosforilacion del grupo hidroxilo de esta serina;
ademas, se ha reportado que la union de Cnih3 con los receptores AMPA requiere
de dos motivos acidos ubicados en el asa extracelular y en el dominio
transmembranal 2 (Shanks., et al, 2014).

Asimismo, se observa que en el C-terminal Erv14 tiene al final un aspartato (D) al
igual que los ortélogos de Cnih4 y, como ya se ha reportado en estudios previos,
este aminoacido es fundamental para la seleccién de cargos en S. cerevisiae
(Rosas-Santiago., et al, 2017) , asi que es posible que en mamiferos también

juegue un rol importante a la hora de seleccionar sus cargos.

Extracciéon de ARN y transcritos amplificados

Con la finalidad de clonar las secuencias codificantes de los genes de Cnih1, Cnih4
y del transportador Glut2 se obtuvo ARN del higado de un ratén macho de 8
semanas de edad. En la figura 16 se muestra el ARN extraido del higado, donde se
puede apreciar que el ARN esta integro ya que se observan las dos bandas del
ARN ribosomal, aproximadamente en la proporcion deseada de 2:1 (28S vs 18S).
Una vez corroborada la integridad, continuamos con la sintesis de ADNc y la
amplificacion de Cnih4 con un tamafio de 435 pb, Cnih1 con un tamano de 423 pby
Glut2 con un tamano de 1572 pb, mediante una PCR de punto final y visualizandolo
con una electroforesis con un gel de agarosa como se muestra en la figura 17 y

posteriormente se llevd a cabo el protocolo de clonacion (ver en metodologia).

Figura 16. Extraccion de ARN de higado integro. En la primera banda se observa ARN
ribosomal de 28S, en la segunda banda ARN ribosomal de 18S.
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Figura 17.Transcritos de las regiones codificantes amplificados para la clonacién. (A)

Transcrito de Cnih4 con un tamafo de 435 pb. (B) Transcrito de Cnih1 con un tamano de
423 pb. (C) Transcrito de G/ut2 con un tamafo de 1572 pb.

Construcciones de Cnih1, Cnih4 y Glut2 con los vectores de entrada

Una vez hecho el ADNc y obtenidos los transcritos de los genes de interés, se clono
a Cnih4 con la tecnologia TOPO de invitrogen (ver en metodologia), en el vector
pENTRTOPO (Fig.18) y se mand6 a secuenciar a la unidad de secuenciaciéon del
IBT. Posteriormente, se flanqueo a Cnih1 y Glut2 con los sitos de recombinacion
homdloga attb1 y attb2 mediante una PCR, para poder clonarlos con tecnologia
Gateway de invitrogen, en el vector de entrada pDONR207 (ver metodologia),
después se hizo un analisis de restriccion con la enzima Pvull para las 3
construcciones como se muestra en la figura 18, sin embargo debido a que el gen
de Cnih1 era similar al tamafo de la regidon que se cortd inicialmente, también se
utilizé la enzima EcoRV y una vez que se tuvieron las construcciones listas, se
mandaron a secuenciar. Con la finalidad de verificar que nuestros genes realmente
estuvieran clonados en sus respectivos vectores y que no tuvieran mutaciones se
hizo un alineamiento en muscle alignment de las secuencias forward (fwd) de Cnih1,
reverse (rev) de Cnih4 y fwd y rev de Glut2 (ORF), alineandolas con las secuencias

obtenidas de los electroferogramas (ver en anexos la Fig. 1).

Construcciones de Cnih1, Cnih4 y Glut2 con los vectores de expresién
Ya teniendo nuestros vectores de entrada con los genes de interés, se hizo una

reaccion LR (ver en metodologia), para clonarlos en los vectores de destino
correspondientes, pNX32 para cada Cnih y pMETYC para el Glut2 (Fig. 19), en este

caso ya no se mandod a secuenciar, solo se transformé en E. coli, se extrajo el
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plasmido, se hizo el analisis de restriccion (Figura 19) y se transformé en levaduras

para realizar en el ensayo del mbSUS.

<& _
1kb o = &

4000

pDONR207 + Slc2a2
5208 bp

:
Jeyowoud oy

TPyl (1557)

PyvuUIl (2378)

Pvull {174}

pDONR207 + CNIH1
4075 bp

PENTRTOPO + CNIH4

2064 bp

(z041) EcoRV

Figura 18. Construcciones en los vectores de entrada. Cnih1 en pDONR207 cortado con
Pvull y EcoRV. Cnih4 en pENTRTOPO cortado con Pvull. Glut2 en pDONR207 cortado con

Pwvull.
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Figura 19. Construcciones en los vectores de destino. Cnih1 en pNX32 cortado con
Pvull. Cnih4 en pNX32. Glut2 en pMETYC cortado con Pvull.
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Interaccion de Cnih7y Cnih4 con Glut2

Uno de los objetivos que nos planteamos en este proyecto fue determinar si existe
interacciéon entre los receptores cargo Cornichon y los transportadores de glucosa
de M.musculus. Para lograr este objetivo decidimos emplear el sistema de la
ubiquitina dividida en levaduras. Para este ensayo se tom6 como control a la
proteina Qdr2 de S.cerevisiae que es un transportador de cobre ya que,
anteriormente, se demostréo su interaccion con Erv14 usando este sistema del
mbSUS (Rosas-Santiago., et al, 2017).

Inicialmente, como se describe en los materiales y métodos, las levaduras se
aparearon para seleccionar las células diploides que expresan tanto al transportador
Glut2 como a Cnih y que, por tanto, logran crecer en un medio de seleccion a

células diploides.

Figura 20. Sistema de la ubiquitina divida. A. Estado basal de la ubiquitina dividida, sin
interaccion entre las proteinas. B. Cuando las proteinas interactian, la ubiquitina se une y
un proteosoma libera al factor de transcripcion LexA-Vp16 permitiendo que llegue al nucleo
y promueva la sintesis de LacZ, Ade2 y His3. Creada en biorender.

Para probar si el transportador Glut2 interactua con los Cnihs 1 y 4 se emplearon

medios que no contienen adenina ni histidina (medio Met 0 pM), ya que las

levaduras solo creceran si hay una interaccion entre las proteinas de interés, debido
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a que el Cnih esta unido a el N-terminal (Nub) y el Glut esta unido al C-terminal
(Cub) de la ubiquitina, que tiene secuestrado al factor de transcripcion LexA-Vp16,
que sera liberado por el proteosoma unicamente cuando las proteinas (Cnih1, 4 y
Glut2) interactuan; de esta manera, LexA-Vp16 llegara al nucleo y promovera la
sintesis de LacZ, His3 y Ade2, permitiendo a su vez el crecimiento de las levaduras

(Fig. 20) como se menciona anteriormente en la metodologia.

Control de falsos Control de falsos
negativos NubWT positivos NubG

Cub se une
espontaneamente
aNubWT

Cub repele a
> JL NubG
2C'E 2 2
342 -\ (“ 2
LexA “

\ ex
Vp16 6 ) A“Vp'l() Vp16
. o® / “
/- N ;:E\::Z /) C: :}m
Nucleo Nicleo

™

Cub
anN

Figura 21. Control de falsos negativos y falsos positivos. En el control de falsos
negativos (panel izquierdo), NubWT se une espontaneamente con el Cub, mientras que en
el control de falsos positivos (panel derecho), NubG no se une al Cub, por lo tanto no hay
liberacion de LexA-Vp16 ni crecimiento.

Con la finalidad de evaluar que el sistema esté funcionando correctamente se
utilizaron dos controles, un control de falsos negativos (NubWT) el cual
espontaneamente se une al Cub de la ubiquitina, por lo tanto, en este siempre
vamos a observar un crecimiento sin importar el medio en el que se encuentre, y
tambien ocupamos un control de falsos negativos (NubG), este tiene una mutacion
que no permite que se una con el Cub, por lo tanto no deberia haber un crecimiento
debido a que no hay una liberacion del factor de transcripcién LexA-Vp16 (Fig.21),
sin embargo, en ocasiones puede darse un crecimiento leve debido a la cercania

entre las proteinas.
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En la figura 22 observamos que las levaduras que expresan a Glut2/Cnih1,
Glut2/Cnih4, Glut2/NubWT, Glut2/ScErv14 crecen bien en el medio diploide que se
us6 como control tanto para el ensayo con Glut2 como para el ensayo con el gen de
referencia ScQdr2, por otra parte en los medios de interaccién (0 uM Metionina) con
Glut2 si hubo crecimiento, mientras que en el ensayo con 500 yM Metionina no
hubo un crecimiento tan abundante con los Cnihs, pero con NubWT y con ScErv14
si hubo un crecimiento debido a la afinidad de estas proteinas por Glut2, por otro
lado debido a que la expresion del transportador Glut2 esta bajo el control del
promotor Met, el cual es sensible a metionina, la adicion de 500 uM de metionina
disminuye la abundancia de Glut2 revelando la afinidad de este transportador con
Cnih1 o Cnih4. El crecimiento de las levaduras es casi imperceptible en el medio
con metionina (500 uM), lo que nos indica que la fuerza de interacciéon entre Glut2 y
los Cnihs no es comparable a la de NubWT (Figura 22). Sin embargo, esto no quiere
decir que no exista una interaccion ya que en el medio sin metionina existe un
crecimiento de las levaduras. Se probd, de igual forma, si Glut2 interactua con Erv14
y, como se puede notar en la figura 20, si lo hace aunque la fuerza con la que
interactua es mayor ya que en el medio con 500 uM de metionina se observa

crecimiento.

Para observar de otra manera las interacciones anteriormente mencionadas, se
realizé el ensayo de LacZ, donde la enzima b-Galactosidasa codificada por LacZ va
a escindir el enlace glicosidico del carbohidrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil
beta-D-galactésido (X-Gal) con el cual esta adicionado el medio en el que se crecen
las levaduras diploides, dando como resultado, a simple vista, una coloracién azul .
Las fotografias se tomaron con una camara de calor para observar con mayor
claridad la coloracion azul por lo que en la imagen se observan colores calidos como
el rojo cuando hay una mayor coloracién azul, amarillo cuando es de intensidad
media y azul cuando es débil (Figura 22).

Como era de esperarse, en nuestro control de falsos negativos se aprecia una
interaccion muy abundate, es por eso que se ve de color rojo intenso. De manera
interesante, ScErv14 también tuvo una interaccién bastante abundante con el
MmGlut2, lo cual nos hace pensar que posiblemente los Glut2 compartan alguna
region conservada con los Htx que esté relacionada con la unién a Erv14, esta idea

se desarrollara con mas claridad en la discusion. Por otro lado, podemos observar
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colores amarillos que indican abundancias similares en la interaccion del Glut2 con
Cnih1 y con Cnih4 y, también, se oberva un amarillo muy tenue con el control de
falsos positivos (NubG) (Fig. 22).

En contraste con este ensayo, en el resultado con nuestro control ScQdr2, se
observa de color azul el crecimiento con Cnih1, Cnih4 y con NubG, lo cual nos
sugiere que la abuandancia de ScQdr2 y/o su interaccién con los Cnihs no es
suficiente para que se sintetice LacZ y degrade a X-Gal sin embargo, con NubWT y
Erv14 se logro observar un color rojo intenso, lo que indica que la abundancia de
ScQdr2 y su interaccién con esas proteinas es bastante fuerte, como era de

esperarse (Fig. 22).

_\3;‘2?* {?Q? © § . ‘?'m
S F

Control Control
0 puM 0 pM
500 pM 500 pM
LacZ LacZ
MmGlut2 ScQdr2

Figura 22. Interacciéon de Glut2 con Cnih1 y Cnih4. En ambos paneles observamos los
ensayos de gota con los resultados del mbSUS. En el panel izquierdo, se encuentra el
ensayo con Glut2, las levaduras crecieron tanto en el medio control como en el de 0 uyM
metionina y hay coloracién en el ensayo de LacZ, lo cual indica la interaccion de Glut2 con
Cnih1 y Cnih4. Por otro lado en el panel izquierdo se observan resultados similares, pero
con la proteina de referencia ScQdr2.

Establecimiento de un modelo diabetico murino

Con la finalidad de establecer un modelo diabetico murino se formaron 2 grupos de

ratones machos de 8 semanas de la cepa C57/BL6, el grupo vehiculo (n=2; n=2;
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n=2) que fue inyectado unicamente con buffer de citrato a un pH de 4.5 para
mantener a ambos grupos bajo una misma condicion de pH y el grupo experimental

que fue inyectado con STZ disuelta en buffer de citrato (n=5; n=2; n=3).

Para hacer un uso consciente de los animales de nuestro experimento y también
para estudios posteriores, se obtuvieron los siguientes tejidos; hipocampo, corteza
cerebral, timo, higado, islotes, testiculo, musculo tibial anterior y musculo tibial

posterior del muslo de la pierna.

Para el monitoreo y evaluacién de la salud de los ratones se les midio la glucosa 1
vez a la semana con 4 h de ayuno previo, al igual que el peso y el alimento durante
3 semanas consecutivas. En el dia 7 (después de la semana de inyeccion), los
ratones del grupo tratado se observaron de menor tamafio y el peso disminuyo,
manteniéndose bajo hasta el dia del sacrificio (dia 21), a diferencia de los ratones

controles cuyo peso increment6 gradualmente hasta el dia 21.(Fig. 23).

26 Controles

ns * % Tratados
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Figura 23. Peso promedio de los ratones vehiculo y los tratados con STZ. En los
ratones tratados hubo una disminucién del peso significativa en el dia 7, con respecto a los
controles/vehiculo, que a diferencia de los tratados su peso incrementé gradualmente hasta
el dia 21. Media +/- SD (desviacion estandar), datos analizados por t de student, valores
significativos *<0.5; **<0.005.

Los niveles de glucosa comenzaron a incrementar en el grupo tratado, mientras que

la de los vehiculos se mantuvo constante en un rango normal (140-160 mg/dl) (Fig.
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24). En el dia 10 se observo que los tratados comenzaban a secretar mas orina que
los vehiculos, esto se tomd en cuenta para determinar que el tratamiento estaba

funcionando adecuadamente.

De los 10 ratones que teniamos tratados con STZ, tuvimos 2 bajas, el primer raton
murioé durante las inyecciones y al segundo se le dio eutanasia en la ultima semana
del tratamiento, ya que no logré ganar peso después del tratamiento (era el mas
pequefio de todos en cuanto a peso y talla) y sus niveles de glucosa sobrepasaban

los 550 mg/dl. En contraste, con los vehiculos solo tuvimos una baja en la semana

de inyeccion.
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Figura 24. Niveles de glucosa en sangre de los ratones vehiculo y los tratados con
STZ. Los ratones tratados con STZ incrementaron sus niveles de glucosa en sangre de
manera significativa a partir del dia 7, en los dias 14 y 21, fue aun mas significativo el
incremento que en el dia 7, a diferencia de los controles/vehiculos que permanecen casi
lineales. Media +/- SD (desviacion estandar); datos analizados por t de student, valores
significativos *<0.5; **<0.005; ***<0.0003).

En la figura 25, se observa que los ratones tratados incrementaron su consumo de
alimento gradual y constantemente al igual que los vehiculos, lo cual quiere decir
que la pérdida de peso de los ratones tratados no se adjudica a que los ratones
dejaron de consumir alimento sino a los efectos de la STZ, que esta destruyendo las
células beta del pancreas, por lo tanto la sintesis y secrecion de insulina se ve

desregulada, al igual que la entrada de la glucosa proveniente de los alimentos a las
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células, y esto con el paso de los dias hace que los ratones aumenten su consumo
de alimento y agua, provocando miccion frecuente en los ratones y pérdida de
calorias, esto trae consigo una reduccion de peso significativa que se observa en la

figura 23.
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Figura 25. Consumo de alimentos por semana en ratones controles y tratados con
STZ. Ambos grupos de ratones aumentaron su consumo de alimento gradualmente, sin
embargo en los del grupo tratado el aumento es mucho mas notorio en el dia 21 con
respecto a los vehiculos.

En conjunto, el hecho de que en los tratados los niveles de glucosa se mantuvieron
en constante incremento las 2 semanas posteriores al tratamiento, que
disminuyeran su peso gradualmente y que tuvieran miccion frecuente, nos

corroboraron que el tratamiento funcion6 como esperabamos.

Hasta el momento tanto del grupo vehiculo como del grupo tratado se han extraido
ARN de islotes y higado. Debido a la complejidad que conlleva la obtenciéon de
islotes pancreaticos, por n en los vehiculo se obtuvieron de 80 a 120 islotes y en
tratados por n se recuperaron de 50 a 75 islotes debido al mismo tratamiento, lo cual
considerabamos poco para obtener el ARN necesario para realizar la RT-gPCR, a
pesar de esto, si logramos sintetizar ADNc de al menos una muestra biologica y
realizar la qPCR con 3 réplicas técnicas. Sin embargo, decidimos hacer un segundo
experimento bajo las mismas condiciones, con ratones machos de la misma edad y
misma cepa, con la finalidad de obtener mas islotes y repetir el experimento en un

futuro, de igual manera que en el primer experimento se hizo la extraccion de

59



hipocampo, corteza, timo, higado, islotes, testiculo, musculo tibial anterior y musculo
tibial posterior.

En este segundo experimento se obtuvieron para el grupo experimental 4 n=2 y
para el grupo vehiculo 3 n=2, dando un total de 14 individuos como se muestra en
las siguientes tablas, de igual manera se les midi6 el peso, la glucosa y el consumo
de alimento 1 vez a la semana durante 3 semanas hasta el dia del sacrificio (Tabla
6).

Tabla 6. Monitoreo de peso y glucosa del segundo grupo experimental. en el grupo

vehiculo inyectado con el buffer de citrato (primera tabla) y en el grupo tratado con STZ
(segunda tabla) de la semana del dia 0 hasta la semana del dia 21.

Vehiculo Dias
0 7 14 21
n Peso Glucosa Peso Glucosa Peso Glucosa Peso Glucosa
n(9y10)| 215 142 21.9 135.5 225 130 21.9 135
n(11y
12) 21.8 136 23.2 155.5 23.7 148 23.8 151
n(13y
14) 234 162.5 24.6 152.5 25.2 151.5 22.2 152
Tratados Dias
0 7 14 21
n Peso Glucosa Peso Glucosa Peso Glucosa Peso Glucosa
n(1y?2) 22.7 185 24.6 320.5 24.8 345 241 366.5
n(3y4) 21.9 206.5 21.9 379 234 419.5 211 456
n(5y6) 24.2 194.5 25.3 372 25.6 463.5 249 494
n(7y8) 22.7 292 231 388 23.3 473 21.5 520

Deteccion de los transcritos de MmCNIH1 al 4 y de MmRplp0

Con el ARN extraido de higado e islotes de ratones de 8 semanas pero que no
formaron parte del grupo experimental, se hicieron las PCR punto final (Fig. 26) para
probar que los pares de oligonucledétidos especificos para cada gen funcionan y son
especificos, y para optimizar las condiciones de alineamiento; ademas, para

comparar nuestros resultados con los que aparecen en Expression atlas.
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Figura 26. Transcritos de Cnihs amplificados por medio de una PCR punto final. En el
higado (panel izquierdo) amplifico unicamente, Cnih1 con un tamafno de 153 pb, Cnih4 de
170 pb y el gen constitutivo Rplp0 de 160 pb. En islotes (panel derecho) amplificaron los 4
Cornichones y el gen constitutivo con sus tamafos correspondientes. En ambos geles las
bandas <100 corresponden a un exceso de oligos en la reaccion.

Los datos obtenidos de Expression atlas (Tabla 3) nos dicen que Cnih1y Cnih4 se
expresan en un “nivel alto” en higado e islotes, mientras que Cnih2 se expresa en
un “nivel bajo” y Cnih3 con un “nivel por debajo del limite” y unicamente en islotes.
Cabe aclarar que estos registros de “niveles” son bastante ambiguos ya que no se
tiene una referencia clara en cuanto a lo que significa que tenga un “nivel alto o
bajo”. Comparandolos con los resultados de nuestra PCR podriamos decir que en el
higado (Fig. 26, panel izquierdo) si se expresa Cnih1, pero la banda que
observamos en el gel (153 pb) no es tan intensa como la de Cnih4 (170 pb), lo que
sugiere que Cnih4 se expresa mucho mas en higado que Cnih1. Por otro lado, el
dato tomado de Expression atlas sobre que Cnih2 se expresa en higado no se
repiti® en nuestras manos, ya que en nuestras condiciones no amplifico. Por su
parte, observamos a los transcritos en islotes, donde todos los Cnihs amplificaron en
sus respectivos tamanos vy, al parecer, la banda de Cnih2 (157 pb) es un poco mas
intensa que las demas lo que sugiere que hay mayor abundancia de este transcrito,
lo cual tampoco concuerda muy bien con Expression atlas, ya que se reporta que
hay mayor expresion de Cnih1y Cnih4 que de Cnih2 'y Cnih3. Estas discrepancias
pueden deberse a que los resultados de la base de datos hayan sido obtenidos de
ratones de otra etapa de desarrollo (i. e. embriones vs adultos) y también a la

eficiencia diferente de los oligonucledétidos usados para amplificar cada gen.
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A pesar de lo anterior, tomando en cuenta que el gen constitutivo amplifico de
manera adecuada y que todos los Cnihs amplificaron en al menos un tejido y solo se

observo una banda en el gel, realizamos los tiempos reales.

Reqgulacién de la expresién génica de los Cnihs y de Rplp0 en un modelo
murino diabetizado

Una vez que se amplificaron los transcritos en las PCR punto final y se probaron los
oligos de nuestros genes de interés para los tiempos reales, hicimos la extraccion
de ARN de islotes e higado de una muestra bioldgica tanto para el grupo vehiculo
como para los tratados del establecimiento del modelo murino diabetizado.
Evaluamos la integridad del ARN, en el cual se observan las dos bandas del ARN
ribosomal, aproximadamente en la proporcion deseada de 2:1 (28S vs 18S) tanto de

higado como de islotes (Fig. 27).

Una vez obtenidos los ARN se realizé la sintesis de ADNc para, posteriormente
realizar los qPCR para determinar si la regulacion de la expresion génica relativa de
los transcritos esta relacionada a la cantidad de glucosa tanto en tejidos
insulino-independientes (islotes), como en tejidos insulino-dependientes (higado), y
el impacto que esto podria tener en el modelo diabetico establecido.
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Figura 27. Integridad del ARN aislado de higado e islotes. En el panel izquierdo se
muestran 3 bandas de ARN de higado tanto en los vehiculos como en los tratados, la
primera banda corresponde a ARN ribosomal de 28S, la segunda a ARN ribosomal de 18S
y la ultima banda posiblemente a microARN. En el panel derecho se observan unicamente
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las dos primeras bandas de ARN ribosomal en islotes, la primera de 28S y la segunda de
188S, tanto para los vehiculos como para los tratados.
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Figura 28. Expresion relativa de los Cnihs en islotes de ratones diabéticos. En la
grafica A se muestra la expresion relativa de Cnih1 significativamente mayor en el grupo
tratado con respecto al grupo vehiculo/control. En la grafica B se muestra la expresion
relativa de Cnih2 significativamente mayor en el grupo tratado con respecto al grupo de
vehiculo/control. En la grafica C se muestra la expresion génica de Cnih3 sin significancia
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entre los grupos. En la grafica D se muestra la expresién de Cnih4 significativamente mayor
en grupo de los tratados en contraste con los del grupo vehiculo/control.
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Figura 29. Expresion relativa de los Cnihs en higado de ratones diabéticos. En la
grafica A la expresion relativa de Cnih1 es significativamente mayor en el grupo vehiculo
con respecto al grupo tratado. En la grafica B en la expresion relativa de Cnih2 no hay
significancia entre los dos grupos. En la grafica C se muestra la expresion génica de Cnih3
sin significancia entre los dos grupos. En la grafica D se muestra la expresion de Cnih4
significativamente mayor en grupo vehiculo en contraste con los del grupo tratado.

Para la normalizacion de la expresidn de los Cnihs, se utilizd el gen constitutivo
Rplp0 utilizando el método de AACt? . Los resultados de la expresion génica de los
Cnihs en islotes mostraron, de manera general, que al menos en este tejido
insulino-independiente la expresion de los 4 Cnihs incrementa cuando los niveles de
glucosa aumentan como es el caso de los ratones tratados con STZ (Fig. 28). Sin
embargo, los niveles de expresion de Cnih2 y Cnih4 son un orden de magnitud
menor lo cual coincide, relativamente, con nuestros resultados de la PCR punto final
(Fig. 28). En la expresion de Cnih3 no hay diferencia significativa entre los grupos
debido a que, de acuerdo con la base de datos de Expression atlas, este es el que

menos se expresa en los islotes, por lo tanto es un resultado esperado.

Por otro lado, en los resultados de la expresidn génica de los Cnihs en el higado
(tejido insulinodependiente), encontramos que los niveles de expresion relativa tanto
de Cnih1 como de Cnih4 son significativamente menores en el grupo tratado con
respecto al del grupo vehiculo, mientras que las diferencias en los niveles de
expresion génica relativa del Cnih2 y Cnih3, no son significativas en este tejido (Fig.
29) debido a que los niveles de expresion de estos transcritos son bajos en este

tejido.
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DISCUSION

La familia de proteinas Cornichon se ha estudiado desde hace poco mas de 2
décadas, y se ha descrito como una familia conservada a lo largo de la evolucion ya
que esta presente desde los organismos mas simples como las amebas y las
levaduras, hasta en organismos muy complejos como los cordados (Fig.14).
Durante el desarrollo del arbol filogenético que realizamos con las especies mas
representativas de los metazoarios en las que se encuentran los 4 tipos de Cnihs
existentes, nos enfrentamos, de primera instancia, con la presencia de una politomia
al momento de visualizar y analizar el arbol en Fig Tree, fue por eso que se opt6 por
meter 2 outgroups el primero con E. histolytica y el segundo con S. cerevisiae y O.
unilateralis, los cuales, como ya vimos en resultados, quedaron como grupos
hermanos de Cnih4. Lo anterior resolvid la politomia, pero no los problemas de
agrupacion que tuvimos en algunas especies, estos se resolvieron haciendo el
conteo total de las especies y buscando especies del mismo filo para que se
agruparan de manera correcta; sin embargo, hubo 2 clados que no logramos
agrupar como esperabamos, el de Cnih1 de Ambystoma mexicanum agrupado con
el de Gallus gallus y sin valor de bootstrap, y el del Cnih2 en M. musculus y H.
sapiens. Este problema se tuvo desde el primer arbol que se realizd6 con 12
especies y, posteriormente, se fueron agregando mas especies hasta llegar al arbol
final con 37 especies (Fig- 14). A pesar de haber metido el doble de especies mas
este problema fue persistente por lo que decidimos dejarlo asi, pero con la intencién

de resolverlo en el futuro.

El hecho de que Cnih2 en M. musculus y H. sapiens no tuviera un valor de bootstrap
y que ScErv14 estuviera como grupo hermano de Cnih4, nos condujo a realizar un
alineamiento de las secuencias de los 4 Cnihs en ratbn comparandolas con las
secuencias de sus ortélogos en H. sapiensy en S. cerevisiae. En el alineamiento se
encontré que Cnih2 en M. musculus y H. sapiens son exactamente iguales, esto en
realidad no resuelve el problema en cuanto a el valor de los bootstrap, pero si nos
indica que el clado puede estar bien agrupado, no obstante, al observar la region
muy conservada del C-terminal entre los Cnihs 1, 2 y 3, y el motivo acido de serina
que se encuentra presente en estos Cnihs y en Erv14, al igual que el motivo acidico
(aspartato) que se encuentra presente en Ervi4 y Cnih4, surgié una pregunta

acerca del rol que juegan en la seleccion y union de cargos esos motivos acidos
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conservados en esta region del C-terminal en mamiferos. En la literatura esta
reportado que en ratones dos motivos acidos, uno en el asa extracelular y otro en el
dominio transmembranal 2 del Cnih3, son esenciales para la unién y modulacién de
la activacién de los receptores de glutamato tipo AMPAR (Shanks., et al, 2014);
asimismo, Erv14 en plantas y en levaduras, tiene un motivo acido del C-terminal
necesario para el correcto trafico, seleccidén y union de multiples cargos como Nha1
(que es un antiportador de iones), Pdr12 y Qdr2 (un farmaco antiportador de

protones) (Rosas-Santiago., et al, 2017; Papouskova., et al 2021)

Siguiendo la linea de que los cargos de Cornichon pueden ser muy diversos, pero
que, debido a este motivo acido del C-terminal y otros que no hemos detectado,
pudieran ser los mismos entre las especies, al menos entre las mas cercanas, y
considerando los resultados obtenidos en nuestro grupo por Martinez-Morales en el
2021 y Herzing en el 2012, de que Erv14 es necesario para el correcto trafico de los
transportadores de hexosas en S. cerevisiae y que la expresion génica de Erv14
esta regulada por los niveles de extracelulares de glucosa, a través del ensayo de
interaccion proteina-proteina (mbSUS) determinamos que si existe interaccién entre
los Cornichones 1 y 4 con Glut2 de ratén (Fig. 22), y que la expresion génica de
Cnihs también esta regulada por los niveles de glucosa en la célula (Fig. 28-29).

Hasta ahora se ha comprobado que los cargos se unen a los Cnihs a través de un
motivo acido en el C-terminal conservado entre esta familia (Rosas-Santiago., et al,
2017), con lo que surge la pregunta de si los transportadores de hexosas de
levaduras y los transportadores de glucosa en mamiferos también comparten una
region conservada de unién especifica al motivo acido del C-terminal de los
Cornichones, lo cual explicaria la interaccidon que observamos en el ensayo de
mbSus entre Glut2 y Erv14. Para ahondar en esto seria interesante analizar el

alineamiento de las secuencias de estos transportadores.

Como ya se ha explicado en los apartados anteriores, las células, al no tener una
entrada de glucosa adecuada como en el caso de la DM, comienzan a obtener
energia de otras fuentes como aminoacidos, lactato, acidos grasos, entre otros, lo
cual implica un desgaste mayor a nivel celular, esta podria ser una posible causa de
que, al momento de la obtencién de los tejidos, se observo, de manera general, que
los tejidos pertenecientes a los ratones tratados tenian un tamafo menor en

comparacion con los tejidos del grupo vehiculo, lo que es un indicativo mas de que
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el tratamiento funcioné de manera adecuada y que ademas los resultados obtenidos
en los tiempos reales son bastante interesantes, ya que en el caso de los islotes se
observo que la expresion génica de Cnih1, 2 y 4 es significativamente mayor en los
ratones tratados comparado con los vehiculo, esto nos deja entrever que
posiblemente en aquellos tejidos que no dependen de la insulina (como los islotes)
para la captura de glucosa, la regulacion de la expresion génica de Cnih esta
siendo, probablemente, regulada por la demanda de la glucosa en estas células, ya
que al haber niveles elevados de glucosa en sangre, la célula requiere de mas
transportadores de glucosa como los Gluts, y para que estos Gluts lleguen hasta la
membrana plasmatica requieren de los receptores cargo como Cnih, por lo tanto
mientras mayor sea la demanda de captura de glucosa, mayor sera la expresion
génica de Cnih en este tejido, tal y como lo observamos en nuestros resultados
(Fig.28-29) y de manera homologa como se observé en los resultados descritos por

Martinez-Morales entre Erv14 y los transportadores Hxt3/Hxt5 en levaduras (Fig.5).

En cambio en los tejidos insulino-dependientes como el higado, se observo todo lo
contrario en el grupo de los tratados, ya que en este caso, como la captura de
glucosa depende de la insulina y en este modelo de diabetes se destruyen las
células beta del pancreas, no hay una produccion adecuada de la insulina y por lo
tanto no hay una captura adecuada de la glucosa, por consiguiente los niveles de
glucosa dentro de la célula se ven reducidos y a su vez también se reduce los
niveles de expresion de Cnih1, 2 y 4, ya que no esta presente el estimulo de la
glucosa intracelular, por el contrario en el grupo vehiculo la expresién génica de
Cnih es significativamente mayor ya que el estimulo de glucosa intracelular se
encuentra en condiciones normales, estos resultados (Fig.28-29) en conjunto,
sugieren una vez mas que la expresion génica de nuestro receptor cargo Cnih, si

esta en conformidad a la demanda de la captura de glucosa tal.

Por otro lado la discrepancia que teniamos con referente a los datos obtenidos en
las PCR punto final y lo descrito en la base de datos de Expression atlas (Tabla 3),
se logro resolver con los tiempos reales (Fig.28-29), ya que los resultados de los
tiempos reales concuerdan con los datos de Expression atlas, en ambos tejidos, por
lo tanto es posible que la razén por la cual habia resultados un poco diferentes en
cuanto a la abundancia de los transcritos amplificados en las PCR punto final

(Fig.26), hayan sido errores técnicos.
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CONCLUSION

Es interesante ver como a través de la evolucion en los metazoarios, carbohidratos
como la glucosa siguen siendo la principal fuente de energia para el buen
mantenimiento de las células, y, para que esto funcione de manera adecuada,
existen mecanismos celulares como el trafico vesicular que permiten el transporte
de proteinas esenciales para el metabolismo y la captura de la glucosa como los
Gluts y que estos transportadores requieren de receptores cargo como Cnih para su
correcto trafico por la via anterégrada. Por otro lado, también sabemos que la
insulina juega un papel sumamente importante para homeostasis de la glucosa en
tejidos insulino-dependientes y en enfermedades como la DM, la falta de insulina
reduce los niveles de glucosa intracelular y, en consecuencia, inhibe procesos
dependientes de glucosa que son esenciales para el funcionamiento de la célula
como la generacion de ATP, la sintesis de lipidos, la sintesis de colesterol y la
activacion de ciertos genes, consecuentemente, esto reduce la expresién génica y el
trafico vesicular, lo cual no solamente dana a la célula, sino también las funciones

del propio tejido y esto genera multiples dafios en el organismo.

De ahi la importancia de estudiar no solamente lo que produce la diabetes, si no
mas bien, todo lo que implica a nivel celular y molecular esta enfermedad, para

poder entender un poco mejor coémo tratarla en un futuro.

En este trabajo comenzamos por tomar en cuenta la relacion filogenética entre la
familia de los receptores cargo Cnih en distintas especies de metazoarios, ya que
esto es base fundamental para entender y generar hipétesis sobre la importancia
que tiene que esta familia de proteinas se encuentre tan conservada en los
animales y, a su vez, esto nos lleva a pensar en la relacion con sus diferentes
cargos como los Gluts que estan implicados también en mecanismos conservados
como lo es el metabolismo y la captura de glucosa en las células, lo cual nos lleva
al segundo objetivo del proyecto que es estudiar la relacion que hay entre
Cnih1/Cnih4 con Glut2 mediante un ensayo de interaccién proteina-proteina y las
conclusiones a las que llegamos al realizar el arbol filogenético de los Cnihs, el
alineamiento y el ensayo de interaccién fueron que Cnih1/Cnih4 son los mas
basales y estan presentes en clados muy diversos, que tienen motivos acidos que

posiblemente estan relacionados con la seleccion y union de sus cargos y que si
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hay una interaccién entre los Cnih1/Cnih4 con Glut2, lo cual resulta muy interesante,
ya que es la primera vez que se reporta esta interaccion. Esto nos genera
interrogantes como, si Glut2 es hasta cierto punto dependiente de Cnih1/Cnih4, qué
pasaria si se muta a Cnih1/Cnih4 en higado y cuales serian las implicaciones que
podria tener o no esta interacciéon en el estudio de enfermedades relacionadas con
el metabolismo de la glucosa. En realidad nos deja con muchas perspectivas de lo

que en un futuro se puede investigar en relacién a esta interaccion.

Y finalmente, mediante la técnica de RT-gPCR determinamos que la expresiéon
génica de Cnih tanto en tejidos insulino-independientes (islotes) como
insulino-dependientes (higado), estd en conformidad a la demanda de la captura de
la glucosa al interior de la célula en un modelo murino diabetizado, tal y como lo
habiamos planteado en nuestra hipotesis. Estos resultados a largo plazo podrian
tener grandes implicaciones en enfermedades metabdlicas como la DM, ya que se
podria estudiar cuales son los posibles factores de transcripcidon que permiten que
Cnih se exprese y, a partir de esto, generar nuevos farmacos que estimulen la
expresion de Cnih y en consecuencia esto permita que pueda haber un mejor y
trafico y transporte de los Gluts a la membrana plasmatica sin la necesidad de un

estimulo de insulina en los tejidos insulino-dependientes.

Todo este trabajo nos permite concluir de manera expectante que Cnih es una
familia de receptores cargo que no solamente juega un papel muy importante en
homeostasis de la captura de la glucosa en las células de mamiferos al tener como
cargos a los Gluts, sino que ademas, su expresion génica, muy probablemente, esta
siendo regulada por algun factor implicito en el metabolismo de la glucosa y que ha

estado conservado a lo largo de la evolucion.
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PERSPECTIVAS

Como ya se mencionaba en los resultados, debido a la complejidad y falta de
experiencia para la obtencién de los islotes se hizo un segundo experimento, tanto
para los grupos vehiculo como para el grupo tratado y se obtuvieron los mismo
tejidos que en el primero, la expectativa es que el procesamiento de los tejidos de
ambos experimentos se realicen en un futuro préximo y continuar con un analisis
mas a profundidad sobre la relevancia que podrian tener estos receptores cargo en
los diferentes tejidos (islotes, higado, timo, testiculo, corteza, hipocampo, musculo
tibial anterior y musculo tibial posterior), para esto se podrian hacer mutantes en
ratones de Cnih 1 y 4 y observar la localizacién de Glut2 mediante microscopia
confocal en tejidos especificos y para corroborar la interaccion entre proteina
proteina, se podrian llevar a cabo técnicas como, la transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia (FRET), la complementacién por fluorescencia

bimolecular (BiFC) o técnicas de inmunoprecipitacién.
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Anexos
Preparacion de células competentes de E. coli

Dia 1

Estriamos colonias de la cepa DH5alfa de E.coli en una caja petri con medio LB y la
dejamos incubando toda la noche a 37°C.

Dia 2

Por la mafiana se inoculd una sola colonia en 5 ml de SB a 37°C.

Por la tarde noche se inoculé en 500 ml del medio cultivo SOB a una densidad
optica (DO) inicial de 0.0002 y se dej6 incubando a 30°C toda la noche en matraces
grandes

Dia 3

Se dejaron crecer las bacterias hasta el siguiente dia y se par6 el cultivo cuando se
obtuvo una DO de 0.3.

Luego se vertieron los cultivos de los matraces en botes estériles de 250 ml para
centrifugarlos a 4200 rpm por 10 min a 4°C y, a continuacién, se descarté el
sobrenadante y se resuspendié suavemente el pellet en 30 ml de CCMB80 sobre
hielo, posteriormente se le anadié 50 ml de CCMB80 y se dejé en hielo 20 min.
Después se centrifugd a 4200 rpm por 10 min a 4°C, se descarto el sobrenadante y
se resuspendid el pellet con 2 ml de CCMB80 en cada bote de 250ml. Finalmente,

se prepararon alicuotas en tubos eppendorf de 1.5 ml y se guardaron a -80°C.

Soluciones

CCMB80 para 200 ml

KAc 10 mM 196 mg
CaCl 2H20 80 mM 2.36 mg
MnCI2 4H20 20 mM 800 mg
MgCI2 6H20 10 mM 400 mg
Glicerol 20 ml

Aforamos a 200 ml con agua MilliQ, ajustamos el pH a 6.4 con HCI y esterilizamos

por filtracion en campana.
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SOB 500 ml

Bactotriptona 1049
Yeast extract 25¢g
NaCl 292 g
KCI 0.93 g

Aforamos a 500 ml con agua MiliQ y esterilizamos en la autoclave,posteriormente

se le afadid6 5 ml de MgCI2 2M previamente esterilizado por filtracién en la
campana.

SB 100 ml
Bactotriptona 3.5¢g
Yeast extract 29
NaCl 059

Se esterilizé en la campana.
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Cnihl Fwd
Cnihl

Cnihl Fwd
Cnihl

Cnihl Fwd
Cnihl

Cnihl Fwd
Cnihl

Cnihl Fwd
Cnihl

Cnihl Fwd
Cnihl

Cnihl Fwd
Cnihl

Cnihl Fwd
Cnihl

Cnihl Fwd
Cnihl

Cnihl Fwd
Cnihl

GACTTATTTTGACTGATAGTGACCTETTCATTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTT

ATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGCGTTCACTTTCGCGGCCTTCTGE
--------------------------------- ATGGCGTTCACTTTCGCGGCCTTCTGE

TATATGCTGGCGCTGCTGCTCACCGCOGCQCTCATCTTCTTCGLCATCTGGCACATCATA
TATATGCTGGCGCTGCTGCTCACCGCOGCQCTCATCTTCTTCGLCATCTGGCACATCATA

GCATTTGATGAGCTGAAGACCGACTACAAGAACCCTATAGACCAGTGCAATACCCTGAAL
GCATTTGATGAGCTGAAGACCGACTACAAGAACCCTATAGACCAGTGCAATACCCTGAAL

CCTCTTGTCCTTCCAGAGTACCTCATCCACGCGTTCTTCTGTGTCATGTTTCTCTGTGEG
CCTCTTGTCCTTCCAGAGTACCTCATCCACGCGTTCTTCTGTGTCATGTTTCTCTGTGEG

GCAGAGTGLCTGACCCTGGGCCTCAATATGCCCCTTTTGGCATACCATATTTGRAGGTAT
GCAGAGTGLCTGACCCTGGGCCTCAATATGCCCCTTTTGGCATACCATATTTGRAGGTAT

ATGAGTAGACCAGTGATGAGCGGCCCTRGCCTCTATGACCCRACGACCATCATGAATGLA
ATGAGTAGACCAGTGATGAGCGGCCCTRGCCTCTATGACCCRACGACCATCATGAATGLA

GACATTCTAGCCTACTGTCAGAAGGAAGGATGETECAAACTCGCTTTTTACCTTCTAGLCG
GACATTCTAGCCTACTGTCAGAAGGAAGGATGETECAAACTCGCTTTTTACCTTCTAGLCG

TTTTTTTACTACCTATACGGCATGATCTATGTTCTGGTGAGCTCTTAGGACCCAGCTTTC
TTTTTTTACTACCTATACGGCATGATCTATGTTCTGGTGAGCTCTTAG-- - - - - - - - - -~

TTGETACAAAGTTGECATTATAAGAAAGCATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTC

Figura 1. A) Alineamiento del oligo forward M13_F que esta en el pDONR207 y de esta
manera secuenciar el gen Cnih1.
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Cninh4 Rew
Cnih4

Cnihd_Rev
Cnih4

Cnihd_Rev
Cnihg

Cnihd_Rev
Cnihg

Cnihd Rew
Cnih4

Cnihd Rew
Cnih4

Cnihd_Rew
Cnih4

Cnihd_Rev
Cnih4

Cnihd_Rev
Cnihg

Cnihd Rew
Cnihg

Cnihd Rew
Cnih4

ATCAGCTEaAT e AAATAATEAT T TTAT TTTGACTGATAGTGACCTGTTCAT TGCAACA

COCACCCTTCACCATORAGECAGTGETAT TCCTCTTCTCaCTCCTCGACTGTTGOGCGCT
————————————— ATERAGOCOETGETAT TCCTCTTCTCACTCCTCRACTATTGCGCalT

L R R R S E L e g

CATCTT T CT AT TACT TCATCAT TACATTATCTGATT TAGAATGTGATTACATTAA
CATCTT T T AT TACT TCATCAT TACATTATCTGATT TAGARATGTGATTACATTAA

e

COCCAGATCATAT TR TCARAATTAAAC AARTGOGTGATCCCGGAGT TR TCGRICATAL
COCCAGATCATETTAC TCARAATTAARCAAGTGEGETGATCCCGGAGTTEATCGECCACAL

e

CATTATCACTGTECTGATGCTTGTCTCCCTRCACTRGTTCATCTTCCTTCTCAACTTACE
CATTATCACTGTECTGATGCTTGTCTCCCTRCACTRGTTCATCTTCCTTCTCAACTTACE

e

TaTCRCCACGTEEAATATATATAGGTTCATTATEGTGCCAAGT GO AACATGEGAGTATT
TaTCRCCACGTOOAATATATATAGGTTCATTATGGTGCCAAGT GG AACATGOGAGTATT

R Ry S g

TOATCCAACAGARATACACAACCOGGEACAGT TAAAGT CACACATGAALGAAGCCATGAT

TEATCCAACAGAAATACACAACCOGEGEEACART TRAAAGT CACACATAALGALGCCATGAT
e Y e T S

CAAGCTTEaTTTCTACCTGCTCTaT TTCT TCATGTATCTCTATAGTATGATTCTAGCTTT
CAAGCTTEaTTTCTACCTGCTCTaT TTCT TCATGTATCTCTATAGTATGATTCTAGCTTT

e e e s e e e bR e s sk R s e b R R e e e sk e s e e b e s s b e s e

GATAAATGACAAGEGGECGECCGCGRAGCCTGCTTTTTTGTACAAAGT TGGCATTATAAA
GATAAATGACTGA - - - = == == === = == = === == = m e e e e e e oo

B

AAAGCATTOCTCATCAATTTAT TRCAACGAACAGGT CACTATCAGT CALAAT ALANT CAT

Figura 1. B) Alineamiento del oligo reverso M13_R que esta en el pPENTRTOPO y de
esta manera secuenciar el gen Cnih4.
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51cZa2?_Fwd
51c2a?

S1lcZal2_Fwd
Slc2a?

SlcZa2_Fwd
Slc2a?

51cZa2?_Fwd
51c2a?

S1lcZal2_Fwd
Slc2a?

SlcZa2_Fwd
Slc2a?

51c2a2_Fuwd
S5lc2a2

S1lcZa2_Fwd
Slc2a?

51cZa2?_Fwd
51c2a?

S1lcZal2_Fwd
Slc2a?

SlcZa2_Fwd
Slc2a?

S1lc2a?_Fwd
Slc2a2

Slc2a2?_Fwd
5lc2a2

Slc2a2 Fwd
5lc2a2

51lc2a? Fwd
51c2a2

51c2a2_Fud
5lc2a2

51c2a2_Fwd
Slc2a2

51lc2a2_Fwd
Slc2a2

TTATAATGCCAACTTTGTACAAAALAGCAGGCTTCATGTCAGAAGACAAGATCACCGEAA
----------------------------------- ATGTCAGAAGACAAGATCACCGGAA

wREEREEER R RS ER R R RR SRR

CCTTOOCTTTCACTGTCTTCACTACTGTACTOAGTTCCTTCCAGTTCGECTATGACATCG
CCTTOOCTTTCACTGTCTTCACTACTGTACTOAGTTCCTTCCAGTTCGECTATGACATCG

L e S T L L e rs

GTGTGATCAATGCACCTCAAGAGOTAATAATATCCCATTATCGACATGTTTTGGETGTTC
GTGTGATCAATGCACCTCAAGAGOTAATAATATCCCATTATCGACATGTTTTGGETGTTC

e

CACTGOATGACCEGAAAGCTGCCATTAACTATGACGTCAATGOCACAGACACCOCACTTA
CACTGOATGACCEGAAAGCTGCCATTAACTATGACGTCAATGOCACAGACACCOCACTTA

e e L b e L]

CAGTCACACCAGCATACACAACACCAGCTCCCTGAGATGAAGAGGAGACTEARGEATCTO
CAGTCACACCAGCATACACAACACCAGCTCCCTGAGATGAAGAGGAGACTEARGEATCTO

e

CTCACATAGTCACTATGCTCTGGTCTCTGTCTGTGTCCAGCTTTGCAGTGGELGRAATEG
CTCACATAGTCACTATGCTCTGGTCTCTGTCTGTATCCAGCTTTGCAGTGOGLGRAATEE

FEFEFFREFFEFABELFER SRR I I RIS R R ER SR F RS AR R SRR Rk R R R

TCGCCTCATTCTTTGATGEGTEECTCGEEEACAAACTTOOAAGEATCAAAGCAATETTGE
TCGCCTCATTCTTTGATGEATEECTCGAEEACAAACTTOOAAGEAT CARAGCAATET TGO

L e S T L L e rs

CTGCAAACAGCCTCTCATTGACTGRAGCCCTCTTGATGOOATGTTCCARATTTGRACCGO
CTOCAAACAGCCTCTCATTOACTOOAGCCCTCTTGATGOOATGTTCCARATTTGEACCGD

e

CACACGCCCTCATCATTACTGGACGAAGTOTATCAGGACTGTATTGTGEGCTAATTTCAG
CACACGCCCTCATCATTACTGGACGAAGTOTATCAGGACTGTATTGTGEGCTAATTTCAG

FEFEFFREFFEFABELFER SRR I I RIS R R ER SR F RS AR R SRR Rk R R R

GACTGOTTCCAATGTACAT TGEAGAGATCGCTCCAACCACACTCAGGGEETECCCTGEAETA
GACTGOTTCCAATGTACAT TGEAGAGATCGCTCCAACCACACTCAGGGEETECCCTGEAETA

L e S T L L e rs

CTCTTCACCAACTERCCCTTOTCACAGECATTCTTATTAGTCAGATTGCTGGCCTCAGCT
CTCTTCACCAACTERCCCTTOTCACAGECATTCTTATTAGTCAGATTGCTGGCCTCAGCT

e

TTATTCTGGGCAATCAGGATCATTGOCACATCCTACTTOOCCTATCTGCTATGCCAGCTC

TTATTCTGOGCAATCAGGATCATTROCACATCCTACTTOOCCTATCTGCTGTGCCAGCTC
L T L L T

TTCTGCAGTETCTGCTACTGCTCTTCTGTCCAGAAAGCCCCAGATACCTTTATATAAAGT

TTCTECAGTETCTGCTACTACTCTTCTATCCAGAAAGCCCCAGATACCTTTATATAAAGT
L L e STty

TOGAADAGEAAGTCAGG- - CAAGAARAGC TTOAAGADACTAAGAGGAACTOAGGATGTCA
TAGAAGAGEAAGTCAGEECAAAGAARAGC TTGAAGAGACTAAGAGGAACTOAGGATGTCA

EEFEEREERE R R R TR S e LT Tty

CC-AAGATATTAATGAGATGAAGAA - -GAAAAGGAGAGGCATCGACTGAGCAGA- -GTCT
CCAAAGATATTAATGAGAT GAAGAAAGAALAAGEAAGAGOCATCGACTGAGCAGAAGETCT

BE CEEFEEREFHREREERERER LR E BEE F EEFEFREREFEERREREREE EREF

CCOTEAT-CAGCTC-TCACGRATG-CAAT - -ACGACAGCCCATCCTCGTGECGCTEATGC
CCOTeATCCAGCTCTTCACGRATGCCAAT TACCGACAGCCCATCCTCGTGECGCTGATGL

ZEEkdkhE® XhkkEEx Shkkxsdk hxRx B s

TGCACATG- -CCAGCAGETCTCAGGAATC -ATGGA- - - -WTTACTATTCAA-CAGCATTT
TGCACATGGCCCAGCAGTTCTCAGGAATCAATGGEATATTTTACTATTCAACCAGCATTT

e L] EkEEEEE EEEZZREKEERE kkE= EEREFEEEREEEE REREREREEE

TCAGAACAGCTG -~ - =~ = === === m === = - = mm o mmmmmmmm e o m oo

TTCAGACAGLTGGECATCAGCCAGLCTATGTATGCAACCATTGGTGT TGGGGLCATCAACA
#* P LT
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SlciaZ Rev
Slciad

SlciaZ Rev
Slciad

Slcieid_Rev
Slciad

Slcieid_Rev
Slciad

Slcieid_Rev
Slciad

Slciad_Rev
Slcied

Slciad_Rew
Slcied

Slcied_Rev
Flcied

Slcied_Rev
Glcial

Slcied_Rev
Slciael

Slciad_ Rev
Slciad

Slciad_Rev
Slciad

CAGCCCATCCTCEIGECGCTGAT GETGCACAT GECCCAGCAGT TCTCAGGARTCAAT GGG

—————— e GTGTATGCA

ATATTTTARCTAT T CARCCAGCATTITTCAGRCAGCTGECATCAGCCRAGCCTGTETATGIR
FhkEEREHE

ACCATTGETGITGEEECCATCARCATGATCTTCACGECTGTICTCTIGTGCTGCTIGTGGAG
ACCATTGETGITGEEECCATCARCATGATCTTCACGECTGTICTCTIGTGCTGCTIGTGGAG

KR R R AR R R A A F EFF I K FFFH I EFF I I FFF AT RI ARSI EFIFEFEFFFFEF I I ETT IS

ARGECAGGECEGCEEACCCIGTTCCTARCCGGEATCATTGGCAT GTTTTTCTGCACCATC
ARGECAGGECEGCEEACCCIGTTCCTARCCGGEATCATTGGCAT GTTTTTCTGCACCATC

KR R R AR R R A A F EFF I K FFFH I EFF I I FFF AT RI ARSI EFIFEFEFFFFEF I I ETT IS

TTCATGTCGETGGEACTIGIGCTGCTGGATARATTOGCCTGGAT GAGT TACGTGAGCATG

TT AT GO EGEACTIGT GC TGO TGEATARATTCGCCTGGAT CAGTTRACGTGRAGCAT G
L L R L LT

ACTGCCATCTTCCT T TT I CAGTITCTTTGAGAT TEGGCCAGETCCRATCCCTTGETTIC
ACTGCCATCTTCCT T TT eI CAGTITCTTTGAGAT TGGGCCAGETCCRATCCCTTGETTE

R E R A R R A A A E R R R R A A R R I EFF A KR FEE R A IR EFF A EEF IS

ATGGITGCTGRATTTT TCAGCCARGEACCCCGTCCTACGECTCTGGCACTGGCTGCCTTIC
ATGGITGCTGRATTTT TCAGCCARGEACCCCGTCCTACGECTCTGGCACTGGCTGCCTTIC

R R R R A A A A R A A A R A F A A AT E R I F TR AT T FF AT R I T T T E

ARG TG CTGCAATTTTGTCATCGOCCTCTECTICCAGTACATTGCGGACTTCCTT
ARG TG CTGCAATTTTGTCATCGOCCTCTECTICCAGTACATTGCGGACTTCCTT

R R R R R R A R A R A A A R A A R F AR AT R R AR E TR A I T I AT IR I T TN E

GEGCCITACGIGTICTTCCICTTOGCTGEEOETGEICCTGETCTTCACCCTGTITACATTC
GGGCCITACGIGTICTTCCICTTOGCTGEELETGEICCTGETCTICACCCTGTITACATTC

KR R R AR R R A A F EFF I K FFFH I EFF I I FFF AT RI ARSI EFIFEFEFFFFEF I I ETT IS

ITTAnnGTICCAGAR A C R R GER R R TCTITTGAGGRARATCGUTGCAGRATICOGGARG
ITTAnnGTICCGAR A C R AR R R TCTTTTGAGGRARATCGUTGCAGRATICOGGARG

KR R R AR R R A A F EFF I K FFFH I EFF I I FFF AT RI ARSI EFIFEFEFFFFEF I I ETT IS

ARGRGTGETTICGGCCCCACCACGCARAGCTGCTGTACARATGERAATTCCTGGCGTICTITCA
ARGRGTGETTICGGCCCCACCACGCARAGCTGCTGTACARATGERAATTCCTGGCGTICTITCA

KR R R AR R R A A F EFF I K FFFH I EFF I I FFF AT RI ARSI EFIFEFEFFFFEF I I ETT IS

GAGAGTGTG——-
GAGAGTGTGIGA

EFEFFEETHE

Figura 1. C) Alineamiento de los oligos forward M13_F y reverse M13_R que estan en el pDONR207 v de
esta manera secuenciar el gen Glut2.
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