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RESUMEN

Los transportadores nucledtido carbohidrato (SLC35) son proteinas
transmembranales antiportadoras. Comprender su estructura-funcion sigue siendo
un reto para los cientificos debido a su importancia como facilitadores de la entrada
de nucledtidos carbohidratos al lumen de RE o Golgi para que se lleve a cabo un

correcto proceso de glicosilacion celular.

El mecanismo de transporte del transportador de CMP-&cido sidlico humano (hCST;
SLC35A1) es el méas caracterizado y del Unico que se sabe presenta isoformas de
splicing. Interesantemente, una de estas isoformas denominada del177 es funcional
de manera similar a la isoforma silvestre a pesar de perder 59 aa codificadas por
177 pb.

El presente trabajo tuvo como obijetivo caracterizar molecularmente las isoformas
de splicing del transportador de CMP-acido sialico en Macaca mulatta, mediante el
uso de células MA-104 (células de epitelio de riidn de macaco)). En este trabajo se
describe cdmo se clonaron, secuenciaron e identificaron cinco isoformas de splicing
del slc35al de células MA-104: la isoforma wt (1014pb), la isoforma del313 (701pb),
la isoforma del443 (571pb), la isoforma del557 (457pb) y la isoforma del710 (304pb).

La identificacion y caracterizacidbn molecular de las variantes de splicing presentes
en el SLC35A1 de células MA-104 es una contribucion a la comprension de los
mecanismos de expresion del slc35al en mamiferos. Adicionalmente, las isoformas
identificadas generaron nuevas interrogantes en la regulacion de la expresion del
slc35al y su posible relacion con el sistema NMD (Nonsense-
mediated MRNA decay).
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1.0 INTRODUCCION

La sialilacion celular es un proceso que consiste en la unién covalente de un residuo
de &cido sialico a residuos de galactosa (Gal) y N-acetilgalactosamina (GalNAc)
mediante enlaces a 2-3 y a 2-6; y también a residuos de acido sialico mediante
enlaces a 2-8 y a. 2-9 2. El proceso de sialilaciéon ocurre exclusivamente en el Golgi,
donde se encuentran las enzimas sialiltransferasas que utilizan el CMP-4cido siélico
como sustrato donador para transferir el &cido sialico a glicoproteinas, glicolipidos
y glicoRNAs!34,

La sialilacién celular es una modificacién postraduccional que ocurre de manera
ubicua en las células de deuterostomados®®, y esta relacionada con funciones tales
como: rodamiento leucocitario, adhesion celular, respuesta inmunoldégica, viabilidad

celular, interaccién célula-patégenos, por mencionar algunas ~1°.

El proceso de sialilacion celular requiere 3 elementos importantes: 1) la presencia
del sustrato CMP-&cido sidlico; 2) la actividad de las enzimas sialiltransferasas, las
cuales se encargan de transferir residuos de acido sialico a biomoléculas aceptoras
y 3) el correcto funcionamiento del transportador de CMP-acido sialico, proteina
encargada de transportar CMP-4cido sidlico del citoplasma al lumen de la cisterna
trans Golgi 1.

El transportador de CMP-acido siélico (CST) es una proteina transmembranal de
tipo 1l codificada por el SLC35A1. Esta proteina pertenece a la familia de
transportadores nucleétido carbohidrato, denominados SLC35 2. El transportador
de CMP-4cido sialico es conocido como SLC35A1 donde el término Al es referente

al sustrato CMP-acido sialico que transporta de manera especifica 2.

El modelo topoldgico de la estructura-funcion del CST mas aceptado hasta el 2019
fue propuesto por Eckhardt et al. basado en la secuencia peptidica de ratén 3. En
este modelo se propone que el CST murino (MCST) es una proteina formada por
10 dominios transmembranales (DTM); con 9 loops de los cuales los loops I, 11l, Vy

VIl estan orientados hacia el lumen de Golgi y los loops Il, IV, VI y VII estan
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orientados hacia el citosol; y las regiones N- y C-terminal que se identificaron como

importantes para la localizacién del CST en Golgi 3.

En los dltimos afios el modelo topologico ha sido complementado con informacion
de experimentos de mutagénesis para identificar aquellos residuos de aminoécidos
implicados en el correcto funcionamiento del CST 4. Hasta la fecha, los Unicos

modelos cristalograficos del CST reportados pertenecen a ratén y maiz 151,

El analisis realizado por Duncker et al. reveld la relevancia del CST como elemento
anico e indispensable para el soporte de CMP-acido sialico en el correcto proceso
de sialilacién celular en humanos. En este reporte, se identificé un paciente con el
desorden congénito de la glicosilacion (CDG por sus siglas en inglés) SLC35A1-
CDG originado por mutaciones en el gen SLC35A1%°. Este andlisis revel6 la
relevancia del CST como elemento Unico e indispensable para el soporte de CMP-
acido sialico en el correcto proceso de sialilacion celular en humanos. En este
reporte, se identific6 un paciente con el sindrome SLC35A1-CDG originado por

variantes patogénicas en el SLC35A1%°,

Hasta el momento se han reportado 5 pacientes con mutaciones en este gen,
quienes presentan caracteristicas como neutropenia, infecciones oportunistas
recurrentes, retraso en el desarrollo psicomotor, epilepsia, ataxia, microcefalia e
hipotonia. Dentro de los sintomas presentados por los pacientes con SLC35A1-
CDG, hay una manifestacion compartida entre ellos, que es la presencia de

macrotrombocitopenia 71720,

En este trabajo también se reportdé que el CST humano (hCST) presenta cinco
isoformas de splicing alternativo: la isoforma silvestre (377 aa), la isoforma del130
(227 aa), laisoforma del77 (278 aa), la isoforma del244 (189 aa) y la isoforma del290
(65 aa) '’. El prefijo “del” (del inglés “deltion”)para la isoforma dell77 se refiere a la
palabra “eliminacion” y el numero 177 hace referencia a la cantidad de bases

ausentes en la isoforma 17.

La isoforma dell77 presenta la eliminacion completa del exén 6 que corresponden

a 59 aa de la proteina en su forma silvestre. Sin embargo, esta isoforma junto con
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la variante wt, es la Unica isoforma que es funcional %! y que conserva la secuencia
VGII en el carboxilo terminal, que es indispensable para su localizacién en Golgi
17,22 En contraste, de acuerdo con la informacién reportada por Zhiwei Song et.al
en 2010, en el CST de hamster, el cambio de la region peptidica 236KGFF239

(codificada por el exén 6) resulta en la pérdida de la funcién del CST 23,

Adicionalmente, en el afio 2012 Masao Kawakita et.al demostro con las mutaciones
Y214G y S216F (codificados por el exdn 6 del SLC35A1) que el grupo hidroxilo de
ambos aminodacidos es importante para la actividad de transporte del CMP-acido
sidlico 2. En resumen, de los 59aa que se pierden dentro de la isoforma del77, seis
han sido identificados como relevantes dentro de la actividad de transporte del CST:
Y214, S216 y 236KGFF239.

La isoforma dell77 también ha sido identificada en hamster. Sin embargo, en este

organismo se ha reportado como una proteina no funcional 222°

La isoforma dell77 de hamster comparte un90% de homologia con la isoforma
dell77 humana, no obstante, aiin no se ha elucidado el mecanismo por el cual la
isoforma dell77 humana lleva a cabo su actividad biolégica en humano a pesar de
la ausencia de 59 aa, de los cuales seis se han reportado como fundamentales para
la actividad del CST.

Cabe resaltar que en otras especies de mamiferos no existen reportes
experimentales de la presencia de la isoforma dell77 ni de ninguna otra isoforma

de splicing.

Con el objetivo de analizar la presencia de isoformas de splicing en un grupo de
mamiferos, en el presente trabajo se clonara el gen slc35al del CST de células MA-
104 (Macaca mulatta) y las posibles isoformas de splicing expresadas en éste

organismo que presenta una homologia de 99 % con humano y 90% con hamster.
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2.0 HIPOTESIS
El transportador de CMP-acido sialico de Macaca mulatta presenta isoformas de

splicing alternativo similares a las del transportador de CMP-&cido sialico humano.

3.0 JUSTIFICACION

La sialilacion es un proceso relevante dentro del area biotecnolégica, y de acuerdo
a la FDA, ciertas proteinas recombinantes con aplicaciones terapéuticas deben
presentar un perfil de sialilaciéon especifico para liberarse al mercado, como por
ejemplo la proteina EPO, FSH y la hormona LH 26,

La linea celular mas utilizada para la produccion de las proteinas recombinantes
glicosiladas es la linea celular CHO (por sus siglas en inglés), que son células de
ovario de hamster chino; pues ademas de que presentan de manera natural
modificaciones de glicosilacion 26, también expresan acido sialico en configuracion
a2-3 27,

La linea celular MA-104 (células de rifibn de Macaca mulatta) también es otra linea
con relevancia biotecnolégica, pues ha servido como un modelo para entender los
mecanismos de infeccién viral de aquellos virus que reconocen residuos de acido
sidlico superficial en células hospederas 2 como los virus pertenecientes a la familia

Paramyxoviridae, 2° Orthomyxoviridae ° y Coronaviridae 3!, por mencionar algunos
28

El CST es un elemento fundamental en el proceso de sialilacion celular y se sigue
analizando desde la perspectiva estructural y su mecanismo de transporte. La
descripcion mas detallada respecto a su estructura-funcién esta basada en el
modelo cristalografico del CST murino 16, y el modelo teérico del CST humano

(hCST) recientemente publicado 2.
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El hCST presenta isoformas de splicing alternativo en el SLC35A1 donde la isoforma
de splicing denominada dell77 del transportador de CMP-acido sialico es funcional
a pesar de perder 59 aa. En contraste, la isoforma dell77 identificada en células
CHO no es funcional y no se ha reportado si en otros mamiferos existe la presencia
de isoformas de splicing, ni su funcionalidad. En este trabajo se busca identificar si
existe splicing alternativo del gen slc35al de células MA-104 (Macaca mulatta) para
indentificar posibles isoformas de splicing como las identificadas en humano. De
esta forma se busca contribuir a la comprension de la estructura-funcion del CST en
otro mamifero diferente a humano como es Macaco utilizando células MA-104 que
en un futuro pueden ser utilizadas como parte de procesos biotecnolégicos que

involucran a la sialilacion celular y la correcta actividad del CST.

4.0 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
e Caracterizar molecularmente el transportador de CMP-acido sidlico de

Macaca mulatta.

4.2 Objetivos particulares
e Identificar la presencia de isoformas de splicing del transportador de CMP-

acido sialico de células MA-104.

e Clonar la isoforma silvestre y otras isoformas de splicing del transportador de
CMP-4cido sialico de células MA-104.

e Analizar tedricamente si las isoformas caracterizadas del transportador de

CMP-acido sidlico de células MA-104 podrian ser funcionales.
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5.0 ANTECEDENTES

5.1 Transportador de CMP-acido siélico.

El CST es una proteina transmembranal codificada por el gen SLC35A1 que se
encuentra en deuterostomados y algunos moluscos °. Esta proteina pertenece a la
familia SLC35 de los transportadores de soluto, cuya funcién es transportar
nucleotidos-carbohidrato del citosol de la célula al lumen de reticulo endoplasmico
o del Golgi 2.

El CST se encuentra localizado en la membrana trans de Golgi ! y transporta CMP-
acido sialico (biosintetizado en nucleo) del citosol al interior de Golgi donde las
sialiltransferasas lo utilizan como sustrato donador para transferir el acido siélico a

proteinas, lipidos y ARN no codificantes 4534,

El gen SLC35A1 presenta genes ortélogos en vertebrados mandibulados y se
expresa de manera ubicua variando Unicamente en el nivel de expresion entre sus
érganos y tejidos 2. EI SLC35A1 en humanos se encuentra localizado en 6q15 y

cuenta con 8 exones que codifican para una proteina de 337 aa .

El primer andlisis molecular y topolégico del CST en mamiferos se llevo a cabo en
un modelo murino 3. En el afio de 1996, Matthias Eckhardt y colaboradores lograron
clonar el slc35al de ratén y expresarlo mediante experimentos de complementacién
en células CHO y mutantes de células CHO, con perfiles deficientes en
glicoproteinas sialiladas y galactosiladas como son Lec2, Lec8 y CHO-6B2 36,
Posteriormente, se realiz6 un analisis topologico del transportador de CMP-acido
sialico en ratén a partir de experimentos de insercion de etiguetas como marcaje

con hemaglutinina (HA) y estudios de inmunofluorescencia en raton 2.

El modelo topolégico del CST basado en ratén consta de 337 aa que forman diez

DTM; 9 loops, de los cuales los loops |, 111, V, VIl y IX se encuentran orientados hacia
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el limen de la cisterna trans de Golgi, y los loops I, IV, VI y VIII estan orientados

hacia el citosol y una region N- y C-terminal que estan orientados hacia el citosol 13,

figura 1.

Diversos autores han contribuido a la estructura-funcion del transportador de CMP-

acido sialico realizando experimentos de mutagénesis sitio puntual, silenciamiento

y complementacion genética 1°2437-39 En la tabla 1, se resumen los hallazgos mas

importantes que han sido reportados y que indican cuales residuos de aminoacidos

son importantes para el correcto funcionamiento del transportador de CMP-acido

sialico 40,

Tabla 1. Regiones importantes para el funcionamiento del transportador de CMP-acido sidlico
murino. Modificada de: Hadley et.al, Elsevier, 2014.

Regiones
importantes en el
funcionamiento del
transportador de
CMP-acido sialico

Localizacién

Experimento realizado

Importancia en la
funcionalidad del CST

Zipper de Leucina
56-77

DTM2

Formacion de
guimeras hUGT-hCST

Formacion del oligémero
del transportador de
CMP-acido sidlico

236KGFF239

Loop VIII

Generacion de
mutantes CST-GFP12
y co-transfeccion con
vector EPO en células

CHO MAR-11

Esencial para el correcto
funcionamiento del
transportador de CMP-
acido sialico

NH3z terminal

Cadena terminal en
regién citosodlica.

Marcaje con
hemaglutinina en
modelo murino del

CST

COOH terminal

Cadena terminal en
region citosolica

Marcaje con
hemaglutinina en
modelo murino del

CST

Localizacién del
transportador de CMP-
acido sialico con la
membrana de trans Golgi.

153Gly, 154Gly
177Gly, 179Gly,

Co-transfeccion de

Involucrado en la
formacion

pacientes con

DTM5yDTM 6 CST en células CHO de un canal acuoso
12%%%?;/ 12%27%?; MAR-11 putativo ne_ces_a,rio para la
ubicacion.
Formacion de Residuos criticos para el
Tyr 214y Ser 216 DTM 7 quimeras hUGT-hCST | reconocimiento del CMP-
acido sidlico
GIn101 DTM3 Mutacion natural en Esenciales para la

actividad de transporte
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En

la

discapacidad
intelectual y diatesis
hemorragica

del transportador de
CMP-&cido sidlico.

Generacioén de
mutantes CST-GFP12

Esenciales para la

Leul36 Loop IV - actividad de transporte
y co-transfeccién con I
vector EPO en células de traqsp(;)rtaq?r de
CHO MAR-11 CMP-acido sialico.
Generacion de Esenciales para la
mutantes CST-GFP12 - P
s actividad de transporte
Lys272 Loop VIII y co-transfeccion con
. del transportador de
vector EPO en células CMP-acido sialico
CHO MAR-11. '
Generacion de
mutantes CST-GFP12 Activacion del
Leull? y Aspl13 Loop 1l y co-transfeccion con transportador de CMP-
vector EPO en células acido sialico.
CHO MAR-11.
Mutagénesis dirigida
CST murino, generada Reconocimiento
Cys16 DTM1 y expresada en P. especifico del sustrato.
pastoris.
Mutageljess dirigida Reconocimiento de
CST murino, generada
Lys65 Loop Il Neu5Ac
y expresada en P.
pastoris.
Formacion de puentes
DTM1-DTM2, ., disulfuro entre los DTM
DTM4-DTM4, Co-transfeccion de
1Cys16 — Cys49 . DTM1 - DTM2,
DTM5-DTM9, CST en células CHO
Cys127 - Cysl13l respectivamente MAR-11 DTM4-D1M4,
Cys152 — Cys307 P : DTM5 — DTM9),
respectivamente

Loops entre DTM3
yDTM 7

Loop IlI, Loop IV,
Loop Vy Loop VI

Generacion de
mutantes CST-GFP12
y co-transfeccion con
vector EPO en células

CHO MAR-11.

Cruciales para el
funcionamiento del
transportador de CMP-
acido sialico.

lle270

Loop VIII

Generacion de
mutantes CST-GFP12
y co-transfeccion con
vector EPO en células

CHO MAR-11.

Actividad de transporte

Aminoacidos
terminales 1IGV

Cadena C-terminal
con vista al citosol

Marcaje con
hemaglutinina en
modelo murino del

CST

Sefializacién de exporte

figura 1, se muestran los DTM1-DTM10 del CST que fueron identificados mediante

etiquetado con hemaglutinina (HA). En la figura se marcan las HA con flechas, de

las cuales, las flechas negras indican etiquetas de HA que interfirieron con la

actividad del CST mientras que las puntas de flecha verdes marcan la posicion de

las etiquetas de HA gue no interfirieron en la actividad del CST &,
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Los DTM2, DTM3 y DTM7 coloreadas en amarillo son esenciales para la actividad
del transportador de CMP-acido sialico'®. Los cuatro aminoacidos VGII marcados
con color purpura estan implicados en la translocacién /exportacion RE a Golgi 4.
Los residuos de glicina marcados en color azul contribuyen a la formacion de un
posible canal acuoso necesario para la translocacion de CMP-Sia 2°. Los
aminoacidos de color naranja con contorno negro fueron identificaron mediante el
marcaje con GFP, y se reportaron como esenciales para la actividad del
transportador de CMP-acido sidlico ?2. Los aminoacidos marcados en rojo se
identificaron como como indispensables para el reconocimiento del CMP-acido

sidlico por el CST 17,

Golgi

s G
Sl

Citosol

Figura 1. Topologia de membrana del transportador de CMP-&cido sialico murino.

En amarillo: DTM esenciales para la actividad de transporte del CST; en azul: glicinas formadoras
de un canal acuoso; en rojo: aa de reconocimiento para el CMP-Sia; en naranja: aa esenciales para
el transporte de CMP-Sia; en purpura: region VGII de localizacion a trans Golgi; flechas verdes:
inserciones de HA que no provocaron cambio en la actividad del CST; flechas negras: inserciones
de HA que provocaron deficiencia del transporte de CMP-Sia. Imagen modificada de “Mini Review

Structure and function of nucleotide sugar transporters: Current progress”, 2014.
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5.2 Isoformas de splicing del transportador de CMP-acido sialico

La comprension de la relacion estructura-funcion del hCST se ha nutrido en gran
parte por la identificacion de mutaciones patogénicas que ocasionan desordenes

congénitos de la glicosilacion,CDG (por sus siglas en inglés)!’19.20,

El primer paciente con SLC35A1-CDG (desorden congénito de la glicosilacion
asociado a mutaciones en el SLC35A1) reportado presentd macrotrombocitopenia,
neutropenia y ausencia del antigeno sialilado sialil Lewis x (sLex) en células

polimorfonucleares ” provocado por deficiencia en la actividad de transporte del CST
17

El efecto de las mutaciones en el SLC35A1, identificadas en el paciente con
SLC35A1-CDG se determiné por complementacidén genética en células Lec2. Las
células Lec2 presentan un fenotipo asialo (sin presencia de acido siélico) resultado
de la sustitucién homocigoética G>A en el sitio de empalme del donante del intron 6
(IVS6 + 1G> A) del slc35al lo que permite que esta linea celular sea viable para

realizar experimentos de complementacion genética para el estudio del CST .

Las células Lec2 fueron utilizadas en estudios de complementacion para evaluar la
actividad de los 2 alelos del ADNc del transportador de CMP-acido sialico del primer
paciente con SLC35A1-CDG reportado. Los resultados indicaron que no se obtuvo

complementacién con ninguno de los 2 alelos 1.

Adicionalmente se identificO una insercion de 4 bases CACT en el intron 6 del
SLC35A1 en la madre del paciente y se propuso que éste cambio podria ser el
responsable de eventos de splicing alternativo del SLC35A1 generando la expresion

de cinco las isoformas que se expresan de manera natural en humanos.

Las isoformas de splicing identificadas fueron: la isoforma silvestre (wt) del
SLC35A1 que se expresa en un 47% y codifica para 337aa, la isoforma del130
expresada un 29 % y codifica para 227aa, la isoforma dell177 expresada en un 14%

y codificante para 278aa, la isoforma del244 es expresada en un 9% y que codifica
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para 189aa y finalmente la isoforma del290 expresada en un 1% y codificante para
65aa, figura 2 7.

La isoforma de splicing dell77 presenta la eliminacion completa del exén 6 del
SLC35A1 (eliminacidbn de 177 nucledtidos) y a pesar de que carece de 59
aminoacidos codificados por esta region se reporté funcional en humanos y no

funcional en hamster 22,
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Figura 2. Isoformas del transportador se CMP-acido sialico humano. El primer paciente descrito con

SLC35A1-CDG descrito por primera vez presentd una sustitucion 147 T> C y 2 microdeleciones en
el alelo 1 (G277 y C281) que generd un cambio de marco lectura abierto y la aparicion de un codén
de paro prematuro en la posicion 327. El alelo A2 con delecion de 130 pb (del130) que cubre dos
tercios del exén 6 también genera un cambio del marco de lectura y un codén de paro prematuro en
la posicién 684. Las isoformas dell77 (278 aa) con eliminacion completa del exén 6, la del244 (189
aa) con perdida completa del exdn 5y 6, la isoforma del290 (65 aa) con escision completa del exén

3 y delecién parcial de 130 pb del exén 6. La isoforma dell77 es la Unica que conserva el exén 8
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gue codifica la regién C-terminal de la proteina. Imagen modificada de (Salinas-Marin et. al “A

functional splice variant of the human Golgi CMP-sialic acid transporter”, 2016).

La funcionalidad de la isoforma dell177 en humano ha sido explicada mediante dos
hipodtesis reportadas recientemente. La primera se realiz6 mediante una prediccion
de la topologia basada en el modelo murino de Eckhardt et. al 1999, donde se
propone que la traduccion de la isoforma dell77 resulta en producto proteico con 8
DTMs y siete loops debido a la ausencia del DTM7, fusionandose los DTM6 y DTM8
21 sin embargo se reporté que dentro de éste modelo existia la pérdida de los loop
VI y loop VII, los cuales se han reportado como esenciales para la funcion del

transportador de CMP-acido sialico, figura 3.

Lamen de Golgi

Citosol
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Figura 3. Diferencias topolégicas del transportador de CMP-acido sidlico silvestre y del77. (A)
Isoforma silvestre humana (wt). El color verde y rosa se marcan aquellos residuos de aminoacidos
gue han sido identificados con relevancia en el funcionamiento del transportador de CMP-4cido
sidlico, en azul se marcan aquellos residuos de aminoacidos que estan codificados por el exon 6 en
el SLC35A1 (B) Isoforma del177-SLC35A1. Se observa la pérdida de los aminoacidos codificados
por el exén 6 del SLC35A1 y se observa la fusion de los DTM6 y DTM8, dando resultado a una
proteina con ocho DTM totales y siete loops. Imagen modificada de Salinas-Marin et.al, “A functional

splice variant of the human Golgi CMP-sialic acid transporter”, 2016.

La segunda hipétesis propuesta por Hadley et.al 2019 menciona que la isoforma
dell77 se traduce en una proteina que conserva los diez DTMs, pero con un
acortamiento de las hélices alfa, y que la funcionalidad de la isoforma del77 en
humano se debe a que la ausencia de la Tyr214 en la dell77 es suplida por un
residuo de Tyr207, porque este residuo esta involucrado en el reconocimiento del

CMP mediante puentes de hidrégeno.

Por otro lado, se realizaron modelos tridimensionales de la isoforma del77 de
humano y de hamster y se observé que espacialmente, en el modelo humano la
Tyr207 esta orientada hacia el interior de la proteina, y en el caso de hamster la
Tyr207 se encuentra orientada hacia el exterior. Lo que provocaria la pérdida de la

funcién de la isoforma dell77 en hamster (figura 4).

Figura 4. Modelos tedricos de la isoforma del77 de humano y hamster. (A) Se muestra de manera
superficial el sobrelapamiento de las estructuras tridimensionales del CST de humano y hamster, en
color azul se indica el modelo humano y en amarillo en el modelo de hamster. (B) Se observa de
manera lateral la estructura del CST humano, indicando en color rojo la posicién de la Tyr207. (C)

Se observa de manera lateral la estructura del CST de hamster, indicando en color verde la posicion
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de Tyr207. Modelo por homologia basado en el cristal de CST murino. Imagen tomada de (2019,
Hadley et.al, Elsevier).

5.3 Modelos cristalograficos del transportador de CMP-4cido sialico

El CST es uno de los transportadores nucleétido-carbohidrato més caracterizados
de todo el grupo de los SLC35 de mamiferos. Actualmente los Unicos modelos

cristalogréaficos del CST pertenecen a ratén y a maiz 516,

El modelo cristalografico del CST de ratdén ha brindado informacion acerca del tipo
de interaccion de los residuos de aminoacidos reportados con relevancia dentro de
su actividad, asi como la afinidad del CST con el CMP y el CMP-acido sidlico.
Adicionalmente ha permitido desarrollar una hipétesis acerca del mecanismo de

accion de transporte de CMP-4cido sidlico 16.

La estructura cristalina de rayos X del CST de raton en complejo con CMP (60H2),
por fase cubica lipidica a un pH de 6.5 se muestra en la figura 5. El cristal fue
obtenido a partir de difraccion de rayos X en un sistema de expresion en la levadura

Komagataella pastoris con una resolucion de 2.58 A 6.

Figura 5. La estructura cristalina de rayos X del transportador de &cido sialico CMP de raton en
complejo con CMP. A) Estructura cristalina completa del CST. Se observan en color verde los 10

DTM descritos en el modelo topolégico del mCST. B) Acercamiento superficial del CST. Al centro se

25


https://www.rcsb.org/structure/6OH2

observa ligando CMP-acido sialico, los puntos rojos representan moléculas de agua. Imagen tomada
de (Boudker et.al, “Structural basis for mammalian nucleotide sugar transport”, 2019).

El cristal CST murino revel6 que existen interacciones del CMP y del CMP-acido
sidlico con los DTM3, DTM6 y DTM8. La interaccion del CST con el CMP se lleva a
cabo a partir de interacciones polares con los residuos S188, Y121, K124, T260,
Q101, N102, K55, Y214, N210, y K272, figura 6A. Las interacciones del CST con el
CMP-acido sidlico se lleva a cabo a partir de interacciones polares con los residuos
A24, Y117, S188, Y121, K124, K272, T260, Q101, N102, K55, Y214, N210, y K272
y N102, figuras 6B y 6C.

Los reportes indican que la selectividad del CST por el CMP-acido sialico se debe
en gran parte a que la citosina esti estrechamente coordinada con los residuos
Lysb5, Tyr214 y Asn210, lo que explica por qué el
CST murino no reconoce facilmente la region nucleétidica de otros carbohidratos

activados 16.

Figura 6. Interacciones del CMP y CMP-4cido sialico con el CST murino. (A) Interaccion del CST
murino con el CMP. (B) y (C) Interaccion del CST murino con el CMP-4cido sialico (Neu5Ac) vista
de dos angulos diferentes. Imagen tomada de (Boudker et.al, “Structural basis for mammalian

nucleotide sugar transport”, 2019).

Respecto al mecanismo de accion del CST, la hipotesis propuesta se describe en
la figura 7. En la figura se presentan los cinco estados posibles del CST, siendo el
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primero el que se encuentra de manera abierta hacia el citoplasma para la recepcion
del ligando CMP-acido sialico, mediada principalmente por los DTM3, DTM6 vy
DTM4; se observa que existe un cambio de conformacion a diferentes velocidades
dependiendo de la molécula con la cual este interactuando. Si el CST no esta

acoplado con su ligando correspondiente, el cambio conformacional se vuelve lento.

El siguiente estado es cuando la cavidad del CST se encuentra parcialmente
ocluida, lo cual es mediado por el DTM4, ya sea con el ligando correspondiente o
sin €él. Posteriormente, el CST se encuentra en un estado ocluido, donde el ligando
es rodeado por los DTM1, DTM3, DTM4, DTM5, DTM6, DTM8, DTM8 y DTM10. El
ligando comienza a ser liberado cuando la cara orientada hacia el lumen de Golgi
se encuentra parcialmente ocluida, lo cual es mediado por el DTM9. El ligando es
liberado al lumen de Golgi cuando la cavidad esta completamente abierta, los

dominios que regulan la apertura son los DTM1 y DTMS.
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Cara Cara Carla hacia el Carla hacia el
citoplasmica citoplasmica Gcliido Umen umen
completamente parcialmente parcialmente completamente
abierta ocluida ocluida abierta
P«CMP-Sia == + =—= P-+CMP-Sia

Ry

Figura 7. Mecanismo de accién propuesto para el CST murino. P= proteina. El ligando es indicado
con color lila, y los dominios transmembranales se observan como cilindros enumerados, Imagen

modificada de: (Boudker et.al, “Structural basis for mammalian nucleotide sugar transport”, 2019).

En cuanto al modelo tedrico del CST humano, los reportes indican que en realidad
la selectividad del CST por el CMP-Sia corresponde propiamente a la interaccion de
los residuos Tyr214, Ser216, Tyr260 Asn210, Glu52, Lys55, Tyr98 y Asn102 con los
anillos del azucar y de la base nitrogenada del CMP. Esto indica que cualquier
carbohidrato o molécula pequefia que esté acoplado a una citidina, tiene la
posibilidad de ser transportado por el CST siempre y cuando el tamafio del ligando

no rebase el tamarfio propio de la cavidad del CST, figura 8A %2,
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Los residuos de Lys 272 y Lys 124 estan conservados en todos los CST (figura 8B),
lo cual soporta la idea de que el transportador tiene la capacidad de transportar
moléculas fosfatadas que estén cargadas negativamente y que no tengan un

tamafo mayor al ligando original debido al tamafio de la cavidad del CST, figura 8C
32

Figura 8. Interaccion del sitio de union del hCST con el CMP-Sia.

A) Estructura del sitio de unién del hCST acoplado con CMP-Sia (marcado en color amarillo). B)
Estructura del sitio de unién del hCST acoplado con CMP-Sia (A) con una rotacién de 90°. C)
Representacion superficial de la estructura de la cavidad que permite la entrada de CMP-Sia en el
hCST.

El modelo cristalografico de mCST y el modelo tedrico hCST han brindado
informacion relevante para comprender el funcionamiento del CST en mamiferos,
sin embargo, considerando que los residuos Tyr214, Ser216 and 236KGFF239
estan codificados por la region correspondiente al exén 6, ain no existe un modelo
gue explique de manera acertada la funcionalidad de la isoforma de splicing del177
en el hCST.
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5.4 Andlisis de isoformas del CST en otras especies de mamiferos.

Las isoformas dell30, del244, del290 y dell77 CST se han caracterizado en
humano, y las isoformas dell77 y la isoforma 2+3 (-178pb) en hamster
respectivamente??. Sin embargo, existen reportes teéricos basados en
experimentos de anotacion gendmica y mapeo computacional que proponen la
presencia de isoformas de splicing del CST en otros mamiferos como ratén y

macaco, tabla 2 4243,

La isoforma SLC35A1-201 y la isoforma SLC35A1-202 en macaco, estan descritas
en el servidor Ensembl, refiriéndose la primera a una isoforma de 347aa, y la

segunda a la isoforma wt de 337aa.

Las isoformas SLC35A1-201, SLC35A1-203 y SLC35A1-204 de macaco presentan
de manera predictiva un marco abierto de lectura de acuerdo a los reportes de

anotacién gendémica, codificando para los aminoécidos que se indican en la tabla 2
44

Las isoformas SLC35A1-201 y SLC35A1-202 de raton también presenta un marco
abierto de lectura, en donde se reportan dos isoformas del CST, una isoforma wt y
una isoforma de menor tamafio con 250aa. Por el contrario, las isoformas SLC35A1-
203, SLC35A1-204 y SLC35A1-205 de raton aparentemente no presentan un marco

abierto de lectura de acuerdo a la informacién reportada en Ensembl (tabla 2)%?,

Tabla 2. Isoformas del CST en ratén y macaco

Organismo Nombredela Tamafo en Proteina
iIsoforma pb
Macaco SLC35A1-201 3545pb 347aa
Macaco SLC35A1-202 3515pb 337aa
Macaco SLC35A1-203 1023pb 340aa
Macaco SLC35A1-204 977pb 185aa
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Raton SLC35A1-201 2039pb 336aa
Ratén SLC35A1-202 751pb 250aa
Ratén SLC35A1-203 1141pb _
Ratén SLC35A1-204 554pb -
Raton SLC35A1-205 358pb _

Los reportes de la presencia de éstas isoformas indican que en macaco y raton
existe splicing alternativo del slc35al. Sin embargo, aun no existen reportes de que
las proteinas producidas por las isoformas predictivas sean funcionales ademas de

la isoforma silvestre. Ni se han clonado de manera experimental para experimentos

de analisis molecular mas detallados.
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6.0 MARCO TEORICO

6.1 ¢Qué es el &cido siéalico?

El acido siadlico es un carbohidrato que pertenece a la familia de los acidos
nonulosonicos, los cuales se componen de un esqueleto de nueve atomos de
carbonos que se encuentran ciclados mediante un enlace de esterificacién entre el
carbono C2 y el C6 #°. Los &cidos nonulosénicos tienen la caracteristica de
presentar una carga negativa en el grupo carboxilato del carbono C1 a pH fisiolégico
adquiriendo propiedades fisicoquimicas diferentes al resto de los carbohidratos °.
El &cido sialico esta involucrado en diversas funciones biolégicas como el
reconocimiento celular, adhesién, sefializacion celular, respuesta inmune vy

desarrollo neuronal 5.

El 4cido sialico presente en humanos es el acido 5-N-acetilneuraminico (Neu5Ac),
gue se diferencia del acido 5-N-glicolineuraminico (Neu5Gc) presente en el resto de
los mamiferos Unicamente por la ausencia de un grupo hidroxilo en la regién amino
del carbono C5, figura 9. La ausencia del grupo hidroxilo en el grupo amida del C5
en la estructura quimica del NeuS5Ac en humanos se debe a la pérdida del
funcionamiento del gen CMAH que codifica para una hidroxilasa citoplasmica, que
se origina debido a la ausencia del 92pb que corresponden al exon 6 del gen CMAH
humano*47. El &acido sidlico presente en humanos es el &acido 5-N-
acetilneuraminico (Neu5Ac), que se diferencia del acido 5-N-glicolineuraminico
(Neu5Gc) presente en el resto de los mamiferos Unicamente por la ausencia de un
grupo hidroxilo en la regibn amino del carbono C5, figura 9. La ausencia del grupo
hidroxilo en el grupo amida del C5 en la estructura quimica del Neu5Ac en humanos
se debe a la pérdida del funcionamiento del gen CMAH que codifica para una
hidroxilasa citoplasmica, que se origina debido a la ausencia del 92pb que

corresponden al exén 6 del gen CMAH humano 4647,
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Acido 5-N-Acetilneuraminico Acido 5-N-Glicolilneuraminico

Figura 9. Estructura quimica del acido sialico distribuidos en humano y animales. (A) Estructura del
Neu5Ac. En azul se marcan los nueve carbonos que forman el esqueleto del acido sidlico. La flecha
roja indica el grupo R unido a la amida del C5 de la estructura del Neu5Ac. (B) Estructura del Neu5Gc,

la fleca roja indica el grupo R de la amida del C5 de la estructura del Neu5Gc.

Los miembros de la familia del acido sialico llevan una cadena lateral similar al
glicerol del C7 al C9, pero varian en el sustituyente unido al C5 debido a
modificaciones por acetilacién, hidroxilacion y aminacion principalmente, lo cual les

permite obtener una amplia diversidad estructural.

6.2 Biosintesis de CMP-acido sialico

La biosintesis del CMP-4cido sialico es un proceso que inicia en el citosol y finaliza
en el nucleo celular. El &cido salico es el Unico carbohidrato que se activa dentro del

nucleo mientras que el resto de los carbohidratos de activan en citosol 1.

A partir de una molécula de N-acetiimanosamina (ManNAc), proveniente de la
epimerizacion de una molécula de GIcNAc o proveniente de ManNAc libre como
producto de otras vias metabdlicas, ocurre una fosforilacion por la enzima ManNac

6 cinasa, dando lugar a una molécula de ManNAc-6-P.

La enzima acido sialico-9-P sintasa lleva a cabo una reaccion de condensacion
entre la ManNAc-6-P y una molécula de fosfoenol piruvato (PEP) que resulta en una

molécula de acido Neu5Ac-9-P o acido sialico 9-P.
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La enzima &acido sialico 9-fosfatasa cataliza la reaccion del Neu5Ac-9-P a Neu5Ac

para su posterior entrada al nucleo.

Dentro del nacleo la enzima CMP- 4cido sialico sintasa cataliza la formacién de la
molécula CMP- acido sialico mediante CTP y 4cido sialico. Posteriormente sale de
ndcleo y pasa al lumen de Golgi mediante el transportador de CMP-acido siélico en
donde el CMP-acido sialico sera utilizado como azucar donador para las reacciones

de sialilacion, figura 10.

ManNAc

© Acido sialico

() Galactosa Citosol
GleNAc GlcNAc

2 epimerasa | 4 ATP ADP
ManNAc » ManNAc-6-P
UDP-GIcNAc I/, ManNAc 6 )
2 epimerasa ubp cinasa Acido sialico |~ PEP
UDP-GlecNAc 9-P sintasa Pi
Acido sidlico
b4 : 9-p
Acido silico )
‘ 9- fosfatasa Pi
& Acido sidlico
ofip Sialiltransferasa
Trans owte & \\\ CMP-Acido  _CTP
Golgi . N WCST sidlico sintasa
:\ N cmp CMP' .
Blicoconjugado ;
CMP Nicleo

Figura 10. Biosintesis de acido sialico. Modificada (Jacobs et al, 2001, “Substrate specificity of the
sialic acid biosynthetic pathway,” Biochemistry).

6.3 Sialilacion celular

La sialilacion celular es un proceso que consiste en la adicion covalente de una o
mas unidades de &cido sialico a una molécula como glicoproteinas, glicolipidos y

glicoRNAs debido a la actividad de sialiltransferasas, las cuales conforman uno de
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los grupos de la familia de las glicosiltransferasas (enzimas que transfieren
carbohidratos). Las sialiltransferasas toman como molécula donadora al CMP- &cido
sidlico para formar a uno de los cuatro enlaces posibles con la molécula aceptora,
los cuales son: Neub5Aca2-6Gal, Neu5Aca2-3Gal, Neu5Aca2-6GalNAc vy
Neu5Aca2-8Neu5Ac 8.

La sialilacién es un proceso que ocurre de manera tejido-especifico y dentro de la
célula se produce exclusivamente en la cisterna trans del aparato de Golgi, por lo
que la que la adicion del acido sialico ocurre de manera terminal en los

glicoconjugados °.

La sialilacion celular es un mecanismo importante en procesos de comunicacion
célula-célula; adhesiéon celular y sefalizacion. También, la presencia del &cido
sidlico afecta el tiempo de vida de los eritrocitos y trombocitos; el plegamiento
proteico, la formacion de proteinas O-glicosiladas como las mucinas que lubrican y
protegen diferentes 6rganos; afecta la funcionalidad otros elementos sialilados
importantes como las siglectinas que se encargan del reconocimiento de patbgenos

gracias a la presencia de &cido sidlico “°.

En los ultimos afios se han descubierto enfermedades asociadas con la sobre
expresion del acido sidlico, o su deficiencia en las células, como lo son el caso de:
las sialidosis, la trombocitopenia, la trombastenia, y también deficiencias en el
transportador de acido sialico pueden resultar en desérdenes congénitos de la

glicosilacion, en éste caso, el sindrome SLC35A1-CDG 0.

6.4 Familia del CST

Los transportadores de nucledtido carbohidrato juegan un papel fundamental para
la sintesis de glicoconjugados 2, los cuales adquieren propiedades fisiol6gicas y

fisicoquimicas gracias a su union con los nucleétidos-carbohidrato, los cuales son
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internalizados del citosol al lumen de RE o al lumen de Golgi gracias a un grupo de
transportadores portadores de soluto O SLC. Los SLC a su vez se dividen en
familias dependiendo del tipo de solutos que transportan. En éste caso, la familia
correspondiente al transporte de nucleotidos carbohidratos es la 35, y las
subfamilias en las que se divide corresponden de la subfamilia A, a la subfamilia G

dependiendo del ligando, tabla 3 *2.

Los transportadores nucleétido carbohidrato son organelo especificos, se pueden
expresar diferencialmente en la membrana de reticulo endoplasmico, en la
membrana de Golgi o en la membrana de ambos organelos. Actualmente la
topologia propuesta para los transportadores SLC35 es de 10 dominios
transmembranales, con las terminaciones N- y C-terminal ubicados en la cara

citosolica.

Tabla 3. Miembros de los transportadores nucleétido- carbohidrato SLC35. Tabla modificada de
(NCBI, Nucleotide Sugar Transporter SLC35 Family Structure and Function 2019)

Longitud
Nombre | Nombre de la Localizacion . en, . Rep.or.te de
Sustrato aminoacido actividad
s bioldgica organismos
en

del gen proteina celular

Homo sapiens,
Mus mudsculus,

. Arabidopsis
SLC35A Transportac_ior CMP-Sia Excluswamente 337 thaliana, Oryza
1 de CMP-Sia Golgi )

sativa,

Trypanosoma
brucei bricei
Homo sapiens,
C. elegans,
Arabidopsis
thaliana,
Toxoplasma
gondii,
Trypanosoma
brucei
brucei,Drosophil
a melanogaster,
Entamoeba
histolitica
Transportador . Homo s;’aplens,
SLC35A de UDP- UDP- Predominantemen 395 C. elegans,

3 GalNAC GalNAc te Golgi Arapldopss
thaliana,

UDP-Gal;
UDP- Golgiy RE 396
GalNAc

SLC35A | Translocador
2 de UDP-Gal
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Toxoplasma
gondii,
Trypanosoma
brucei
brucei,Drosophil
a melanogaster,

Homo sapiens,

C. elegans,
Arabidopsis
thaliana,
Probable Toxoplasma
SLC35A | transportador UDP- Predominantemen 324 gondii,
4 de UDP- GalNAc te Golgi Trypanosoma
azUcar brucei
brucei,Drosophil
a melanogaster,
Entamoeba
histolitica
Probable Homo sapiens
SLC35A | transportador | UDP-azucar Principalmente 424
5 de UDP- putativo Golgi
azucar
Probable Homo sapiens
S"CfSB "a(;‘jp:j’gg‘f'or ADP/ATP Golgi y RE 322
galactosa
Homo sapiens,
SLC35B | Transportador Exclusivamente Mus masculus,
> de PAPS 1 PAPS Golgi 422 C.elegan_s,
Drosophila
melanogaster
Homo sapiens,
SLC35B | Transportasor PAPS Exclusivamente 201 I(\:/Iusl musculus,
3 de PAPS?2 Golgi -€legans,
Drosophila
melanogaster
) Golgiy RE .
SLC35B | Transportador UDP-Xyl; dependiendo de la Homo sapiens,
4 de UDP-Xyl UDP- expresion del 331 Arabidopsis
GINcAc . thaliana
sistema.
Arabidopsis
. thaliana,
SLC135C Tdrzrgggr:[gﬂgr GDP-Fuc Predtirenlgglr; tiemen 364 Drosophila
melanogaster,
Oryza sativa
Proteina del
genl
SLC235C sobreexpresad GDP'FUC Golgi y/o RE 365 Homo sapiens
X putativo
a por cancer
de ovario
. Homo sapiens,
sLcasp | Transportador | UDP-GICA; Exclusivamente C.elegans,
1 de UDP- UDP- RE 355 Toxoplasma
Glucronico GalNAc b
gondii
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Vitis vinifera,

Transportador UDP-
SLC35D |  de UDP- GalNac;GD | Exclusivamente Trypanosoma
. 337 burcei burcei,
2 GalNAc/GDP- P-Man; RE .
Man; UDP-Glc | UDP-Glc Sacaromices
' cereviceae.
UDP- RE, Golgiy
SLC35D Proteina 1 GalNAc;
similar una UDP- endosomas 416 Homo sapiens
3 s ,
conexion GIcNAc;UD tempranos
marginal P-GA
SLC35F | SLC35F2 Sustrato Posiblemente en 374 Homo sapiens
2 desconocido | membrana celular

7.0 METODOLOGIA.

La metodologia experimental que se llevara a cabo se describe de manera general
en la figura 11.

1)Cultivo de linea

celular MA-104.

2)Extraccién de ARN
células MA-104.

3)Sintesis de ADNC
de células MA-104.

4)Amplificacion del
sle35a1 de células

l

MA-104.

T

DMTDIN

1
&

O

5)Clonacion del slc35a71 de MA-104
en vector pJET1.2/Blunt y
pcDNA3.1D/V5-His-TOPO.

|

ot Hm
LAY

Ll

N\

8)Secuenciacidn y anélisis
del slc35a1 de MA-104,

7)Purificacion de plasmido
mediante kit GeneJET
miniprep y por lisis alcalina.

6)Transformacién de bacterias
Mach con producto de

clonacion.

Figura 11. Esquema general de la metodologia experimental. 1)Cultivo celular de la linea MA-104,
2) Extraccion de ARN, 3) Sintesis de ADNc de MA-104, 4) Amplificacion del slc35al de MA-104, 5)
Clonacién del slc35al de MA-104 en el vector pJET1.2/Blunt y en el vector pcDNA3.1D/V5-His-
TOPO 6) Transformacion de bacterias competentes Machl, 7) Purificacion de plasmido por lisis
alcalina y por kit de purificacion GeneJET Miniprep y 8) Secuenciacion del slc35al de MA-104.

38



7.1Cultivo celular

7.1.1 MA-104 Clone 1
La linea celular adherente MA-104 (ATCC® CRL-2378.1™) correspondiente a

epitelio de rifibn de Macaca mulatta fue donada por la Dra. Vanessa Lépez del
laboratorio de inmunologia viral, UAEM. Las células se cultivaron en una caja T25
en 5mL de medio DMEM (12100046, Gibco); suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB, (26140-079, Gibco); y al 1% de estreptomicina-penicilina (15140122,

Gibco); a 37°C en una atmosfera humificada al 5% de CO2.

7.2 Extraccion de ARN de MA-104

Las células MA-104 se cultivaron en cajas de 24 pozos a una densidad de 2.5 x 10°
células/mL durante 24 h. Posteriormente fueron lavadas con 1mL PBS 1Xy tratadas
con 1mL de TRIzol (15596026, Applied Biosystem) y almacenadas a -80°C durante

cinco dias.

Las muestras de TRIzol fueron descongeladas y se adicionaron 200uL de
cloroformo frio al 100% mezclando mediante agitacion durante 15 segundos. La
mezcla se incubd durante 2 min. a TA y posteriormente se centrifug6 a 13,500 rpm
a 4°C durante 15 min.

La fase acuosa del sobrenadante se recuperdé y se adicionaron 500uL de
isopropanol frio al 100% y se incub6 durante 10 min. a TA. Posteriormente, se
centrifug6 a 13,500 rpm a 4°C durante 10 min. El sobrenadante fue decantado y el
pellet se resuspendié en 1mL de etanol frio al 75% y se centrifugd a 13,500 rpm

durante 10 min.

El etanol se decantd y el pellet de RNA se dej6 secar durante 5 min. Posteriormente,
el pellet se resuspendi6 en 10 pL de agua libre de ARNasas (W4502, Sigma-Aldrich)
y se cuantific6 en el NanoDrop (™ 2000/2000c, Thermo Fisher Scientific) a
longitudes de onda de 260nm y 280nm. La integridad del RNA se analiz6 mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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7.3 Disefio de oligonucledtidos para clonar el slc35al de MA-104

Los oligonucleotidos para clonar el sic35al de MA-104 fueron disefiados a partir de
la herramienta Snap Gene Viewer DNA basados en la secuencia del transportador
slc35al de Macaca mulatta (NM_001266759.1) y  Chlorocebus sabaeus
(XM_008006550.2)

Los oligonucledtidos sentid o TRN-2s con la secuencia 5
GAACCATGGCTGCCCCGAGAGAC3'YY, TOPO MA F 5
CACCATGGCTGCCCCGAGACAA 3,y el oligonucledtido anti sentido Chlorocebus
R con la secuencia 5GCCTCACGTGAGACTCCTGTTAAGS3’ se sintetizaron en la
Unidad de sintesis y secuenciacion del IBT, UNAM con las especificaciones

indicadas en la tabla 4.

7.4 Sintesis de ADNc de MA-104

El ARN extraido de las células MA-104 fue previamente cuantificado en un
NanoDrop (N50-TOUCH UV/Vis Spectrophotometer, Implen). La sintesis de ADN
codificante (ADNCc) fue realizada partiendo de 2 pug de ARN total, 1 uL de dNTP’s
(00342481, Thermo Fisher Scientific), 1 uL de oligo dT y llevado a un volumen de
12 uL con agua grado molecular. La mezcla se incub6 a 65°C durante cinco min. y

posteriormente la mezcla se incubé en hielo durante cinco min. mas.

A la mezcla de reaccion se le adicionaron 7 uL de mix First Strand Buffer (K1651,
Invitrogen), 4 uL de Buffer 5x, 2 uL de DTT 0.1M y 1 pL de inhibidor de RNAasa. La
mezcla fue incubada durante 2 min. a 37°C. Después se afiadieron 0.5 ulL de enzima
transcriptasa reversa (28025013, Invitrogen) y se incubd a 37°C durante 50 min. La
reaccion se desactivo incubando la reaccion a 70°C durante 15 min. El cDNA

sintetizado fue almacenado a -20 °C para su uso posterior.
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7.5 PCR convencional del slc35al de células MA-104

La PCR convencional utilizando los oligonucledtidos GADPH5q-GADPH3q (85 pb
del gen GADPH) y los oligonucleétidos TRN-2s-NTR4-as que amplifican 854pb
(exdn2-exon 7) del slc35al se realizé para verificar la correcta sintesis de ADNc
obtenido de MA-104.

La PCR convencional para la amplificacion completa del slc35al de células MA-104

se realizo con los oligonucleétidos TRN-2s y Chlorocebus R acuerdo a la tabla 4.

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para amplificar el gen del transportador en humano y macaco.

Oligonucleodtidos

Temperatura
; : Tamafio del
Organismo Nombre Secuencia de o
. : amplicon
alineamiento
Humano TRN-2s 5" GAACCATGGCTGCCCCGAGAGAC 3’ 67.5°C 854 b
Humano NTR-4as 5" GCAGCAGCGGCCATTGTCCTTTCC 3 67.5°C P
Humano GADPH5q 5" CCATCTTCCAGGAGCGAGATCC 3’ 60°C 85 bb
Humano GADPH3(q 5 GGAGTCCACTGGCGTCTTCAC 3 60°C P
Macaco TOPO MAF 5" CACCATGGCTGCCCCGAGACAA 3’ 60°C 1048 ob
Macaco Chlorocebus R | 5 GCCTCACGTGAGACTCCTGTTAAGS 60°C P
Humano TRN-2s 5 GAACCATGGCTGCCCCGAGAGAC 3 67.5°C 1047 ob
Macaco Chlorocebus R | 5 GCCTCACGTGAGACTCCTGTTAAG3’ 60°C P

El mix para la reaccion de PCR para amplificar un gen endégeno como GADPH fue
preparado como se indica en la tabla 5, utilizando el par de oligonucle6tidos
GADPH5g-GADPH3q. También se utilizaron los oligonucleétidos TRN-2s y NTR-
4as de humano y que se alinea con el gen slc35al de macaco en el exén 2 y exén

7 respectivamente.
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Tabla 5. Reaccion de PCR para verificacién de ADNc de células MA-104

Reactivo Volumen

Agua grado molecular 16.75 pL
NH,SO, 10X 2.5 uL
MgCl. 25 mM 3uL
Oligo sentido (20 pmolar) 0.5puL
Oligo antisentido (20

pmolar) 05ul
dNTP’s 10 mM 0.5 uL
Taq Polimerasa 0.25 uL
ADNc MA-104 1L

El gradiente de temperaturas fue disefiado de la siguiente manera; 94°C durante 1
min., temperatura de alineamiento respecto a la tabla 5, 72°C durante 1 min., y un

ciclo adicional a 72°C durante 10 min.

EL ADNCc verificado con la PCR convencional indicada anteriormente se utiliz6 como
templado para amplificar la region codificante del slc35al de células MA-104,

preparando un mix para PCR como se indica en la tabla 6.

Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados para amplificar el gen del transportador en hamster, humano y

macaco.
Reactivo Volumen

Agua grado molecular 16.75 pL
NH4SO4 10X 25 L
MgCl. 25 mM 3uL
Oligo sentido TRN-2s (20

0.5 uL
pmolar)
Oligo antisentido

0.5 uL
Chlorocebus R (20 pmolar)
dNTP’s 10 mM 0.5 uL
Taq Polimerasa 0.25 uL
ADNc MA-104 1uL

42



El gradiente de temperaturas fue disefiado de la siguiente manera; 94°C durante 1
min., temperatura de alineamiento respecto a la tabla 5, 72°C durante 1 min., y un
ciclo adicional a 72°C durante 10 min.

7.6 Electroforesis en gel de agarosa

La integridad del ARN extraido anteriormente, fue verificado mediante
electroforesis. Se realizdé una dilucidon 1:10 con agua libre de nucleasas (W4502,
Sigma Aldrich) y se cargaron 10 pL de ARN correspondiente con 5 pL de buffer de
carga 6X para ADN. Las muestras de ARN se corrieron en un gel de agarosa al 1%
con un volate de 70 V durante 1 h. El marcador de peso molecular utilizado fue
GeneRuler 1kp Plus (SM1333, Thermo Fisher Scientific).

Los productos de PCR convencional de MA-104 fueron mezclados con buffer de
carga 6X para ADN y las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1.5 % con
un voltaje de 70 V durante 1 h. El gel de electroforesis fue visualizado en el
transiluminador de luz UV (UV-Transiluminador, Model E3000, Accuris Instruments)

7.7 Clonacién del slc35al de MA-104 en el vector pJET1.2/Blunt

La reaccion de PCR convencional utilizando como templado el ADNc obtenido de
MA-104 se realiz6 utilizando los oligonucledtidos TRN-2s-Chlorocebus R. El
producto de PCR se cuantific6 en un Nanodrop (N50-TOUCH UV/Vis

Spectrophotometer, Implen).

La mezcla para la reaccion de clonacion se realiz6 con 10 pL de buffer de ligacién
2X (proporcionado por el kit), 6 yuL de agua libre de nucleasas, 1L de producto de

PCR correspondiente y 1 uL de enzima blunting (K1231, Thermo Fisher Scientific).

La reaccion fue incubada a 70°C durante 5 min y posteriormente se coloco en hielo
y se adiciond 1 uL del vector de clonacion pJET1.2/Blunt (50 ng/uL) y 1 pL de enzima

T4 ligasa. Finalmente, la reaccion se incub6 a 22°C durante 30 min.

La mezcla de reaccién de clonacién (8 pL) se mezclé con 150 uL de bacterias quimio

competentes Mach One. La suspensién celular se incub6 en hielo durante 30 min.
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Posteriormente, las bacterias fueron incubadas en un termo bloque a 42°C durante

1 min. y después se incubaron en hielo durante 30 min.

Al cultivo se le adicionaron 250 pL de medio SOC preparado previamente a TA.
Finalmente se incubaron a 37°C durante 1 h a 200 rpm en una incubadora (Incu-
Shaker Mini, Benchmark).

Del volumen total de las bacterias Mach One transformadas, se inocularon 30 pL y
100 pL en dos cajas Petri con medio LB+ Ampicilina 0.1 mg/mL, respectivamente, y
se incubaron 12-16 h a 37°C.

7.8 Clonacién del slc35al de MA-104 en un vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO

La clonacion del slc35al de MA-104 en el vector de clonacion pcDNA3.1D/V5-His-
TOPO (K480001, Invitrogen) se realiz6 partiendo del templado obtenido por PCR
convencional como se indica en la tabla 7. Posteriormente, se llevo a cabo una
segunda PCR utilizando el par de Oligos TOPO MA F-Chlorocebus R para asegurar
la direccionalidad 5’-3’ en la insercidn con el vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO, tabla
8.

Tabla 7. Reaccion de PCR para realizar la clonacion del slc35al de MA-104 en pcDNA3.1D/V5-His-

TOPO.
Reactivo Volumen

Agua grado molecular 16.75 pL
NH4SO4 10X 25 uL
MgClz 25 mM 3uL
Oligo sentido TRN-2s

(20 pmolar) 05 ul
Oligo antisentido

Chlorocebus R (20 0.5 puL
pmolar)

dNTP’s 10 mM 0.5 uL
Taq Polimerasa 0.25 uL
ADNc MA-104 1uL

44



El gradiente de temperatura se llevo a cabo de la siguiente manera: 94°C durante 1

min., 70°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 min.

Tabla 8. Reaccién de PCR para clonacién en pcDNA3.1D/V5-His-TOPO

Reactivo Volumen

Agua grado molecular 17.75 uL
Buffer HF 5X 5uL
Oligo sentido TOPOMA F 20

0.5 pL
pmolar
Oligo antisentido

0.5 uL
Chlorocebus R 20 pmol
dNTP’s 10 mM 0.5 uL
Tag Phusion 0.05 puL
Templado 1puL

El gradiente de temperatura se llevo a cabo de la siguiente manera: 98°C durante
10 segundos, 70°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 min.

El producto de PCR para clonacién fue purificado mediante columna con el Kit
GeneJET Gel Extraction Kit (KO691, Thermo Fisher) siguiendo las instrucciones del
manual. El producto de PCR purificado fue cuantificado en un NanoDrop (N50-
TOUCH UV/Vis Spectrophotometer, Implen).

La reaccion de clonacion se realiz6é con 20 ng de producto de PCR purificado, 1 pL
de solucién salina (proporcionada por el kit), 1 yL de vector pcDNA3.1D/V5-His-
TOPO (K490001, Thermo Fisher) y se llevé a un volumen final de 6 puL con agua
grado molecular. La reaccion se mezclé lentamente mediante pipeteo y se incubd a

22°C durante 5 min.

Para la transformacion de bacterias competentes E. coli Machl se consideré un
volumen de 2 uL de la reaccidn de clonacion para 150 pL de bacterias competentes

y la reaccidn de transformacion se incubé en hielo durante 30 min.
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Posteriormente, el vial se incub6 a 42°C durante 1 min. y después se incubo
nuevamente durante 30 min. en hielo. Al terminar de anadieron 250 pL de medio
SOC (proporcionado por el kit) a TA 'y el vial se incub6 a 37° a 200 rpm durante 1 h.

En una caja de medio LB+Amp 0.1 mg/mL se inocularon 50 pL y 100 pL y se

incubaron a 37°C durante 12 h.

7.9 PCR de colonia

Para la verificacidon de la correcta ligacion de los insertos del slc35al dentro de los
vectores de clonacion pJET1.2/Blunt y pcDNA3.1D/V5-His-TOPO, se realizd una
PCR de colonia con los oligonucleétidos TRN-2s y Chlorocebus R, y TOPO MA Fy

Chlorocebus R, respectivamente. Siguiendo las condiciones indicadas en la tabla 9.

Tabla 9. Reaccion para PCR de colonia

Reactivo Volumen

Agua grado molecular 16.75 pL
NH4SO4 10X 25l
MgCl2 25 mM 3 pL
Oligo sentido TRN-2s o

TOPO MA F (20 pmolar) 05ul
Oligo antisentido

Chlorocebus R (20 0.5 puL
pmolar)

dNTP’s 10 mM 0.5 uL
Taq Polimerasa 0.25 pL
ADNc MA-104 1uL

El producto de PCR fue observado mediante electroforesis. Las colonias positivas
fueron aisladas y mediante su preparacion en glicerol al 15% se almacenaron a -

80°C para su preservacion.

46



7.10 Purificacion de plasmidos.

Las clonas Machl transformadas fueron seleccionadas previamente e inoculadas

en 5 mL de medio LB liquido + Ampicilina 0.1 mg/mL.

La purificacion del plasmido se realiz6 a partir del inoculo preparado previamente y

el pellet se colecté mediante centrifugacion a 8000 rpm durante 2 min. a TA.

El sobrenadante fue desechado y el pellet obtenido se resuspendié en 250 uL de
solucién de resuspension proporcionada por el Kit de purificacion Gene JET Plasmid
Miniprep (#K0502, Thermo Fisher Scientific), suplementada con ARNasa A.
Posteriormente se adicionaron 250 pL de solucion de lisis (#k0502, Thermo Fisher
Scientific) mezclando por inversion e incubando durante 5 min. a TA. Al terminar la
reaccion se adicionaron 350 pL de solucion de neutralizacion mezclando por

inversion.

El lisado de bacterias se centrifug6 a 13500 rpm durante 5 min. El sobrenadante se
transfirio a una columna de purificacion (Kit #0502, Thermo Fisher Scientific) y se

centrifugd nuevamente a 13500 rpm durante 1 min.

El sobrenadante fue descartado y la columna de purificacion fue lavada con 500 pL
de solucién de lavado (diluido previamente con etanol 100%) y centrifugado a 13500
rpm durante 1 min. El sobrenadante fue descartado y se afiadieron nuevamente 500
puL de solucién de lavado y se centrifugd a 13500 rpm durante 1 min. El
sobrenadante se descarto y se centrifugd nuevamente a 13500 rpm para retirar los
residuos de la solucion de lavado.

Finalmente, se agregaron 50 pL de buffer de elucion (kit #0502, Thermo Fisher) a
la columna y se incubo durante 2 min. a TA. Posteriormente, se centrifugd a 13500
rpom durante 2 min. El sobrenadante colectado corresponde el plasmido purificado,

el cual fue cuantificado y almacenado a -20°C.
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7.11 Purificaciéon de plasmido por lisis alcalina para realizar transfecciones.

Las clonas seleccionadas fueron inoculadas en 5 mL de medio de cultivo LB + Amp
0.1 mg/mL e incubadas a 37°C durante 12 h.

El cultivo fue transferido a un tubo y centrifugado a 5000 rpm durante 1 min. El
sobrenadante fue descartado y el pellet fue resuspendido con 100uL de solucion de
lisis alcalina | (anexo 11.1) y mezclado mediante voOrtex. Posteriormente de
agregaron 200uL de solucion de lisis alcalina Il (anexo 11.1) y se mezcld por
inversion. Después de adicionaron 150 pL de solucién de lisis alcalina 11l (anexo 11

.1), se mezclé por inversion y se incub6 a TA por 5 min.

La reaccion se centrifug6 a 13500 rpm durante 5 min. El sobrenadante se transfirio
a un tubo nuevo y se adicion6 un volumen 1:1 de fenol-cloroformo a TA.
Posteriormente, se centrifugd a 13000 rpm durante 5 min. La fase acuosa fue
transferida un tubo nuevo, y fue adicionada con 300 pL de isopropanol 100% a TA.
La mezcla fue incubada durante 2 min. a TA, y centrifugada a 13000 rpm durante 5
min. El sobrenadante fue decantado y al pellet se le adicionaron 500 uL de etanol
al 70%. El pellet resuspendido se centrifugd a 13000 rpm durante 5 min. El
sobrenadante se decanté y los residuos de etanol fueron eliminados. Finalmente, el
pellet fue resuspendido en 50 pL de agua suplementada con ARNasas (10 mg/mL)

y almacenado a -20°C.

7.12 Ensayo de restriccion con enzima Kpnl

El ensayo de restriccion se llevo a cabo preparando una mezcla con 1 pL de las
construcciones de plasmido pcDNA3.1D/V5-His-TOPO + siIc35al de MA-104
correspondientes, 2 uL de Buffer Kpnl 10X, 1 pL de enzima Kpnl y se llevé a un

volumen final de 20 pL con agua libre de nucleasas.

La mezcla se incub6 a 37°C durante 3h y la reaccion enzimatica se desactivo
incubando la mezcla a 80°C durante 20min. Los productos del ensayo de restriccion

fueron verificados mediante electroforesis con un gel de agarosa al 1%.
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7.13 Secuenciacion de Sanger de isoformas del slc35al

Los plasmidos verificados mediante PCR y ensayo de restriccion se enviaron a la
Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia, UNAM; siguiendo

las condiciones indicadas en la tabla 10.

Tabla 10. Mezcla para secuenciacion de Sanger.

Protocolo para secuenciacion

Oligonucleétidos 10pmol
Plasmido purificado 300-500ng
Agua grado molecular -
Volumen final 16pL

8.0 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Cultivo celular de las células MA-104.
Las células MA-104 se cultivaron durante 7 dias bajo las condiciones establecidas

en la metodologia. En la figura 12, se observa una imagen obtenida con un

microscopio 6éptico del cultivo confluente morfologia descrita en la ATCC ®2,

10x

Figura 12. Cultivo celular confluente de la linea MA-104. La imagen muestra un cultivo celular a los

7 dias posteriores a su siembra en un frasco de cultivo T25 observado con microscopio compuesto.

49



La observacion bajo el microscopio compuesto permitio verificar la confluencia y

morfologia de las células para los experimentos posteriores.

8.2 Integridad y pureza del ARN extraido de células MA-104.

La integridad del ARN extraido de células MA104 fue verificado mediante
electroforesis. En la figura 13, se observa una dilucién 1:10 del RNA de MA-104
donde se detectaron las bandas que corresponden a las subunidades ribosomales
28S, 18Sy 5S.

Una vez analizada la integridad y pureza del ARN por electroforesis, este resultado
se complementé mediante su cuantificacion obteniendo una relacion de pureza
260/280 nm entre 1.8 y 2.0. Las muestras bajo estas condiciones se utilizaron como

templado para la sintesis de ADNCc.

ARN
MA-104
5000pb | S
1500pb 283
188
500pb
75pb oS

Figura 13. Electroforesis de ARN extraido de la linea celular MA-104. En la figura se observan las

bandas que corresponden a las unidades ribosomales 28S, 18S y 5S.
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8.3 Verificacion de la correcta sintesis de ADNc de MA-104.
La correcta sintesis del ADNc de MA-104 se analizé amplificando una regién del

gen constitutivo de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) expresado en
humano (85 pb). También se amplificé una region del gen que codifica para el CST
utilizando un par de oligonucleétidos que amplifican un fragmento del SLC35A1 (del
exon 2 al exén 7, 854 pb). Los controles positivos utilizados fueron ADNc obtenido
de células HepG2 (hepatocarcinoma celular humano) para GADPH y una
construccion del gen SLC35A1 humano en un vector topo 3.3 TA previamente
clonado en el Laboratorio de Glicobiologia Humana y Diagnéstico Molecular 2. Los
productos de PCR de GADPH y del SLC35A1 se observan en figura 14A y B,

respectivamente.

A B
HepG2  MA-104 w5  MA-104
\
5000pb u..r,. o : 5000pb
1
1500pb s 500pb
S e a5
V=
~
500pb
500pb W
. R 4= 85pb 75pb
75pb ¥ oy

Figura 14. Productos de PCR convencional. A) PCR del gen constitutivo GADPH. HepG2= ADNc de
la linea de Hepatocarcinoma celular humano, MA-104= ADNCc de la linea celular MA-104. La flecha
roja indica las bandas correspondientes al producto de PCR convencional con los oligonucleétidos
GADPH5q y GADPH3q. B) PCR del CST de humano y de células MA-104. w5= vector TOPO 3.3
con el inserto SLC35A1, MA-104= ADNCc de la linea celular MA-104. La flecha roja indica las bandas

correspondientes al producto de PCR convencional con los oligonucle6tidos TRN2a-NTR4as.
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Se obtuvieron los amplicones correspondientes al tamafio esperado de los genes
enddgenos como se indica en la figura 14 A-B y con ello se comprobd la correcta
sintesis ADNc de células MA-104 y la expresion del gen slc35al en la linea celular
MA-104 utilizando un par de oligonucleétidos disefiados para el SLC35A1 humano.

8.4 Amplificacion del gen slc35al en células MA-104.
El marco de lectura abierto completo del gen del slc35al de MA-104 se logré

amplificar disefiando un par de oligonucleétidos que se alinean a la secuencia
tedrica de la isoforma silvestre del slc35al de Macaca mulatta. En la figura 15, se
observa el producto de amplificacion del slc35al utilizando como templado ADNc
de células MA-104.

El amplicon obtenido fue de 1048 pb debido a que el oligonucleétido sentido TRN-
2s se alinea a partir de 4 nucleoétidos previos al codon de inicio (en la region UTR5’),
mientras el oligonucle6tido antisentido Chlorocebus R se alinea 30 nucledtidos

posteriores al codon de paro TGA (en la region UTR3’).

En un gel de electroforesis (figura 15) se identifico la banda que corresponde al peso
esperado de 1048 pb, correspondiente a la isoforma silvestre del slc35al de células
MA-104. Adicionalmente, en la reaccion de PCR utilizando el par de oligonucleotidos
TRN2s-Chlorocebus R, se lograron observar dos bandas adicionales de menor

tamafo que la banda correspondiente a la isoforma silvestre.

Hasta este punto experimental se habian logrado identificar 3 isoformas del slc35al

en células MA-104 por PCR convencional.
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Figura 15. PCR convencional del slc35al de MA-104.
wb= isoforma wt del SLC35A1 de humano.MA-104= templado de ADNc de la linea célular MA-104.

El amplicén correspondiente a la isoforma wt se indica con una flecha roja en 1048 pb. Las isoformas
identificadas a partir de una amplificacion con Taq Polimerasa se indican con una flecha roja y con

signos de interrogacion.

Para asegurar la correcta amplificacion del slc35al de MA-104, también se opto6 por
llevar a cabo una reaccion de PCR convencional con la enzima Taq phusion que es
una enzima de alta fidelidad, evitando posibles cambios de bases, y adicionalmente,
una mayor capacidad de amplificacién. El cambio de esta variable dentro de los
experimentos de PCR convencional, permiti6 observar bandas adicionales a las 3

identificadas anteriormente, figura 16.
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Figura 16. PCR convencional del slc35al de MA-104 utilizando la enzima Taq phusion.

En la imagen se marca con flechas rojas las isoformas identificadas mediante la amplificacion del
slc35al de MA-104 por PCR convencional.

La banda observada con mayor intensidad, corresponde a la isoforma silvestre
previamente identificada en la figura 15. El uso de la enzima Taq phusion y la
estrategia de realizar PCR convencional a partir de templado obtenido en PCR’s
anteriores, permitié identificar otras posibles isoformas expresadas en la linea
celular MA-104.

Los productos de amplificacion confirmaron la presencia de isoformas del slc35al
en macaco, por lo tanto, ambos amplicones se utilizaron posteriormente para los

experimentos de clonacién y transformacion.

8.5 Andlisis de la clonacién del slc35al de MA-104 en el vector pJET1.2

La clonacién del producto de PCR obtenido con el par oligonucleétidos TRN-2s y
Chlorocebus R utilizando como templado ADNc de MA-104 generd 50 colonias, de
las cuales, seis de ellas resultaron positivas, obteniendo el 12% de eficiencia (anexo

11.2). Unicamente se detect6 1 colonia positiva para el inserto correspondiente a
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1048pb de la isoforma wt. Adicionalmente, se identificaron dos bandas con un

tamafo menor a la isoforma wt, figura 17.

WS -1 -2 |-3

5000pb

1500pb
500pb

75pb

Figura 17. Isoformas del slc35al de MA-104 clonadas en el vector pJET1.2/Blunt.

En el recuadro rojo se indica la isoforma wt de MA-104 identificada mediante la clonacién en el vector
pJET1.2/Blunt (I-1), los carriles indicados como I-2 e I-3 corresponden a dos isoformas adicionales

encontradas mediante la clonacién en el vector pJET1.2/Blunt.

En la imagen se observan las bandas identificadas a partir de la clonacién con el vector
pJET1.2/Blunt. w5= vector TOPO 3.3 con el inserto SLC35A1 de humano como control +, I-1 =
Isoforma wt del slc35al de MA-104, |-2= isoforma 2 identificada a partir de la clonacion con

pJET1.2/Blunt, I-3= isoforma 3 encontrada a partir de la clonacion con pJET1.2/Blunt.

Inicialmente, se analiz6 por secuenciacion Unicamente la isoforma wt para asegurar

gue los insertos clonados correspondieran a la secuencia del slc35al de MA-104.

La orientacion 5’-3’ del inserto de la isoforma silvestre con respecto al promotor T7
se analiz6 y se verificO6 mediante la secuenciaciéon de Sanger del plasmido y
posteriormente se realiz6 un alineamiento con la secuencia teodrica del slc35al de
Macaca mulatta obtenida del servidor de Ensembl (ENSMMUG00000017028) y la
secuencia del SLC35A1 de humano (NM_006416.5), figura 18. En el alineamiento
se observaron cambios puntuales respecto a la isoforma wt de humano, pero

respecto a la isoforma wt de macaco coincidié en un 100% de acuerdo con la
reportada en Ensembl.
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Cabe mencionar que los cambios puntuales respecto a la isoforma wt de humano
se observaron en los resultados de la secuenciacion sentido y antisentido, aclarando
que no fue un error de secuenciacion y llegando al consenso de las bases
mostradas en la figura. Por lo tanto, se decidié utilizar este plasmido recombinante
denominado pWMA subsecuentemente como templado para realizar una co-
clonaciéon en el vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO que contiene un promotor de

expresion en eucariontes.

Humano 60
MacacoWT_Ensembl 60
pJET WTMA104 60

************************************************************

Humano Cl [ty 120

MacacoWT_Enseml C] 120

PJET_WTMA104 C] 120
****** T T Tz

Humano 180

MacacoWT_Enseml 180

PJET_WTMA104 180

Humano 240
MacacoWT_Ensembl 240
PJET WTMA104 240

************************************************************

Humano 300
MacacoWT_Enseml 300
PJET_WTMA104 300

Humano 360
MacacoWT Enseml 360
PJET WTMA104 360

************************************************************

Humano 420
MacacoWT_ Enseml 420
PJET_WTMA104 420

***********************************************************

Humano T 480
MacacoWT_Enseml C| 480
PJET_WTMA104 C 480

hokkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkhkkkxkkkkkhhkhkkkkkhk HFxkkkkh k& hkkkxx

Humano G| G| C] 540
MacacoWT_Enseml G| T Bl 540
PJET WTMA104 C T| T} 540
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Figura 18. Alineamiento de la secuencia (isoforma wt del slc35al de MA-104).

Humano= Isoforma wt del SLC35A1 de humano, Macaco WT_Enseml= Isoforma wt del slc35al de
Macaca mulatta reportada en Ensembl, PJET_WTMal04= Isoforma wt del slc35al de células MA-
104 clonada en vector pJET1.2/Blunt.

8.6 Analisis de la clonacion del slc35al de MA-104 en el vector pcDNA3.1D/V5-
His-TOPO

Utilizando el vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO se lograron clonar cinco isoformas
del slc35al de células MA-104 mediante el disefio del oligonucleétido TOPO MA F
5" CACCATGGCTGCCCCGAGACAA 3’ que aseguro la insercion del gen en sentido
5’-3’ respecto al promotor CMV. De 52 colonias analizadas, se obtuvieron 17
colonias positivas, obteniendo un porcentaje de eficiencia de clonacion del 32.6%
(anexo 11.2). Las isoformas fueron denominadas con el prefijo “del”, indicando que

hay una eliminacién de pb que se indican con nimero después del prefijo.
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Las isoformas identificadas fueron la isoforma wt (1014pb), la isoforma del313
(701pb), laisoforma del443 (571pb), la isoforma del557 (457pb) y la isoforma del664
(350pb), figura 19.

ADNc wt del313  del443 del557  del710

1500pb
1000pb

700pb

500pb
400pb
300pb

200pb

Figura 19. Isoformas del slc35al clonadas a partir de MA-104 en el vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO.

ADNc= ADN complementario.

8.6.1 Isoforma silvestre del slc35al de MA-104

La secuencia obtenida por secuenciacién de Sanger de la construccién de mayor
tamafio (1047 pb) se alineo con la isoforma wt de macaco, figura 20. En el
alineamiento se observa que coincide en un 100% (8 exones) de acuerdo con la
secuencia wt reportada en Ensembl (ENSMMUT00000023954.4)%. La comparacién

de secuencias se realiz6 en orden sentido y antisentido, de manera que se aseguro
gque no se encontraran mutaciones puntuales o cambios de bases que no
coincidieran con los reportes de la isoforma silvestre de Ensembl. En el anexo 11.3

se encuentran los cromatogramas obtenidos de la secuenciacion.
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Figura 20. Alineamiento de la isoforma wt del slc35al.

Macaco_Ensembl = isoforma wt reportada en servidor Ensembl, WT_MA104 = isoforma de
1047pb obtenida experimentalmente. En letras de color rojo se indican los exones.



8.6.2 Isoforma del313 del slc35al de MA-104

La isoforma de 734 pb se identificd a partir de los resultados de la secuenciacion
siguiendo el protocolo indicado en la tabla 10, y se encontré que la isoforma de 734
pb presentaba la ausencia del exén 3 (160pb) y 4 (153pb), regiones que se observan
como lineas punteadas en el alineamiento mostrado en la figura 21A.

En la figura 22B se muestra la region del cromatograma de la secuenciacién donde
se une la region del exdn 2 y el exén 5 debido a la ausencia de los exones 3y 4 del
slc35al de células MA-104.
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Figura 21. Analisis de la isoforma del313.

correspondiente al exén 2 y el inicio de la secuencia correspondiente al exén 5.

correspondientes al exdn 4. A esta isoforma se le denominé del313.

para la isoforma del313 se muestran en el anexo 11.3.
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A) Alineamiento correspondiente a la isoforma del313 y la isoforma wt del slc35al de Macaco mulatta

reportada en Ensembl (MacacoWT_Ensembl) 53, B) Regién del cromatograma obtenido a partir de

la secuenciacion de Sanger de la isoforma del313. Las lineas rojas indican el término de la secuencia

A partir del analisis de los resultados de secuenciacién se determiné que la ausencia
de 313pb se debi6 a la pérdida de 160pb correspondientes al exén 3 y 153pb

Los cromatogramas correspondientes de la secuenciacion sentido y antisentido



8.6.3 Isoforma del443 del slc35al de MA-104

Los resultados de secuenciacion de Sanger de la isoforma de 604 pb indicaron la
ausencia del exdn 3 (160pb), 4 (153pb) y una regidén del exén 6 (130pb), lo que
equivale a la pérdida de 443pb. Por esta razén a esta isoforma se le denominé
del443. La secuencia de bases que se pierden se observan como lineas punteadas

en el alineamiento mostrado en la figura 22A.

En la figura 22 B se observa una region del cromatograma de la secuenciacion
obtenida de esta isoforma utilizando los oligonucleétidos TOPO MA Fy Chlorocebus
R, en donde se identifico la union del exdn 2 y exdn 5 en ausencia de los exones 3

y 4 (también indicado en la figura 22 A con el subrayado en rojo).

En la figura 22C, se explica la determinacion de la eliminacién parcial de 130 pb del
exdn 6 de la isoforma de 604 pb. Debido a la calidad de los resultados de la
secuenciacion, la ultima region del exon 6 de esta isoforma, se obtuvo a partir de la
comparacion de los resultados sentido y antisentido de la secuenciacion. Se
consideraron las bases de los cromatogramas que eran congruentes con la
secuencia wt del slc35al reportada en Ensembl. De esta forma se establecio la
secuencia correcta y se identifico la eliminacién parcial de 130 pb. Las bases
sombreadas en color verde azulado y gris que se marcan en la figura, corresponden
a las dltimas 31 bases que se encuentran en el exon 6 en la isoforma del443 (figura
22C).
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Cc

Exdn 6 Exon 7

Secuencia F

L0538 \GAGTTCABGATACTTCTCTTTGOGKTCHMTcMAMR|T 6¥lT 6RIT6 6ccTCcTACACS

Secuenua R

Figura 22. Andlisis de la isoforma del443.

A) Alineamiento de la isoforma wt del slc35al de Macaco mulatta reportada en Ensembl

(MacacoWT_Ensembl) (ENSMMUT00000023954.4) y los resultados de la secuenciacion de la

isoforma del443 en donde se observan las regiones ausentes del exén 3 y 4, y 130pb del exén 6. B)

Regién del cromatograma de secuenciacion donde se indica el término de la secuencia
correspondiente al exén 2 y el inicio de la secuencia correspondiente al exén 5 que se unen debido
a la ausencia del exén 3 y 4. C) Regién del cromatograma indicando la regién que se mantiene en

el exén 6 y el inicio del exén 7.

A partir de la depuracion de los resultados obtenidos de la secuenciacion de Sanger,
y haciendo un analisis de la regién eliminada en el exdn 6, se determiné que las
130pb de bases ausentes en la isoforma del443 se generan debido a la presencia
de un sitio donador de splicing GT en la posicion 622 dentro del exon 6. Esto se
observa también en la generacion de la isoforma dell1l30 en el SLC35A1 humano,
donde la induccién de la pérdida de las 130pb se debe a la presencia de un sitio

donador GT en el exén 6, originado por la insercion CACT en el intrén 6 54,
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En la figura 23 se muestra de manera grafica la generacion de la isoforma del130

en humano, y el sitio donador de splicing GT en el exon 6 del slc35al en Macaco

mulatta.
Generacion de isoformas del en humano
i " del 244 T ——
T I
y £ ' 4 7 del 1 —— ——-
/ % N\ “% del 130 N
¥ 4 0%
4 158 27 4
2 2 |GT.AG 3 GT..AG 4 GT.AG 5 GT.AG GT| 6 GT......-....I.‘..';‘;..AG 7 p
..CACT...
Generacion de la eliminacion de 130pb del exén 6 en macaco
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Figura 23. Mecanismo de eliminacion de 130pb del exén 6 en la isoforma del443.

En la figura se indica con un recuadro rojo, el sitio donador de splicing GT en el exén 6 para humano
y para macaco, lo cual genera la pérdida parcial de 130pb del exén 6 en la isoforma del130 humana

y del443 en macaco.

En el anexo 11.3 se muestran los cromatogramas del resultado de la secuenciacion

sentido y antisentido de la isoforma del443.

8.6.4 Isoforma del557

La isoforma de 490 pb se secuencié utilizando los oligonucleétidos TOPO MA F y
Chlorocebus R, y a partir de los resultados se observd que presenta la ausencia de
los exones 3 (160pb), 4 (153pb), 5 (67pb) y 6 (177pb). La eliminacion de estas
regiones resulta en la pérdida de 557pb, denominando a esta isoforma como del557.
Las bases ausentes se indican como lineas punteadas en el alineamiento de la

figura 24A. Adicionalmente, ademas de la ausencia de cuatro exones, se
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encontraron dos cambios en las posiciones 64 y 77 que se muestran resaltados en

color amarillo en el alineamiento.

En la figura 24B, en el cromatograma de secuenciacion se indican las regiones
donde se une el exdn 2 con el exdn 7, originados por la pérdida de las 557pb; 160pb
del exén 3, 153pb del exdn 4, 67pb del exén 5y 177pb del exén 6 %5,

En la figura 24 C, se muestra una comparacion de las bases en las posiciones 64 y
77 en la secuencia de la isoforma wt reportada en Ensembl

(ENSMMUT00000023954.4) y las bases encontradas a partir de la secuenciacion

de la isoforma del557. Los cambios observados corresponden a G>C64y a C>T77,
sin embargo, consideramos a ambos cambios como un error de la secuenciacion
de Sanger, porque que en el resto de las isoformas no se observaron estos cambios
dentro de los cromatogramas sentido y antisentido.
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Figura 24. Analisis de la isoforma del557.

A) Alineamiento de la isoforma wt reportada en Ensembl (MacacoWT_Ensembl)
(ENSMMUT00000023954.4) y la isoforma del557 de MA-104, indicando en color amarillo las

mutaciones puntuales encontradas. B) En el cromatograma se indica el término de la secuencia

correspondiente al exén 2 y el inicio de la secuencia correspondiente al exdn 7 que se unen por
la pérdida del exén 3, 4, 5y 6. C) Se indican los dos cambios G>C64 y C>T77 encontrados en
un resultado del cromatograma.

La construccion de la isoforma del557 se enviard a secuenciar nuevamente para

descartar ambos errores mencionados en la figura 24C.
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8.6.5 Isoforma del710

La isoforma de 337 pb fue secuenciada utilizando también los oligonucleotidos
TOPO MA F y Chlorocebus R. En la figura 25A se muestra el alineamiento de la
isoforma wt reportado en Ensembl (ENSMMUT00000023954.4) con la isoforma que
presenta la ausencia completa del exén 2 (178pb), exén 4 (160pb), exdén 5 (153pb),

exon 6 (177pb) y del exdn 7 (135pb), que suman 710pb, por lo que la isoforma se

denominé del710.

En la figura 25A, las bases ausentes se marcan con lineas punteadas. En la figura
25 B se muestra una regioén del cromatograma de la secuenciacion en donde se
indica la union del exén 1 con el exdn 3 debido a la ausencia completa del exén 2

(también indicado en el alineamiento con lineas rojas).

En la figura 25 C, se muestra la union del exon 3 con el exén 8 ocasionada por la

ausencia de los exones 4, 5, 6 y 7 (indicados en el alineamiento con lineas rojas).

A .
EXON 1

MacacoWT_Ensembl acaatgtcactttattattcaagttatactgcttggcagtgatg 60
Del710 MA104 (O ——————————————————————————— 16

- Fhhkxx A A xAA A A AKX K
MacacoWT Ensembl accgtgatggctgcagcctataccatagectttaagatacacaaggacatcagacaaagaa 120
Del710 MALO4 e e 16

EXON 2

MacacoWT_Ensembl ctctacttttcaaccacagccgtgtgtatcacagaagttataaagttattgectaagtgtg 180
Del710 MA104 @ 16
MacacoWT Ensembl ggaattttagcta 240
Del710 MAlO4 ——mmmmmm——— 62

- Ak kkk gk khkkrhkkkkhkkrkhkk kb hkAkrkkk kb hkkkkk kA kKT &

EXON 3

MacacoWT_Ensembl 300
Del710 MA104 122

- EEE SR R e R
MacacoWT Ensembl tgacc 360
L2170 ¥aldd  CAGAACAACATGGCTTTCCTAGCTCTTAGCAATCTGGATGCAGCAGTGTACCAG————— 176

- R S s e R e L R Rt Rl e et i

EXON 4

MacacoWT Ensembl taccagttgaagattccgtgtactgctttatgcactgttttaatgttaaaccggacactc 420
Del71l0 MA-104 = = s e e 176
MacacoWT_Ensembl agcaaattacagtgggtttcagtttttatgctgtgtgectggagttacgcttgtacagtgg 480
Del7l0 MA-104 @ 176
MacacoWT Ensembl aaaccagcccaagctacaaaagtggt_ 540
Del7l0 MA-104 W = s e 176

69


http://www.ensembl.org/Macaca_mulatta/Transcript/Summary?db=core;g=ENSMMUG00000017028;r=4:85818727-85847747;t=ENSMMUT00000023954

EXON 5

vacaeoW? gnserpl  RSSONREGRINGENE - I 2 t at Lttt gaaaaagttttasag 600
Del710 MA-104 176
MacacoWI_Ensembl agttcagatacttotetttgggtgagaaacattcaaatgtatctatcagggattattgty 660
Del710_MA-104 176
EXON 6
MacacoWT Ensembl  acattagetggegtctacttgtcagatggagetgaaattasagaasaaggatttttctat 720
Del710_MA-104 176
MacacoWT_Ensembl ggttacacatattatgtctggtttgtcatct ENNECRNGNEIIGENEEECNEINGREE 750
Del710_MA-104 176
EXON 7
MacacoWT Enserbl | SOOI SOREORECEO 50
Del710_MA-104 176
MacacoWT_Ensembl 900
Del710 MA-104 190
- EEEEE TR EEE S TR
EXON 8
MacacoWT_Ensembl 960
Del710_MA-104 250

EEE SR T R

1014
54

MacacoWT_Ensembl
Del710 MA-104

E R R T

Exén 1 Exdon 3
CACCA TG 6 THLCLCCCH ACGAGCAGAARAACT G GTABC TCECT 6606 T Al

Wi A A‘ |

C Exdn 3 Exon 8

GGATGCAGCAGTGTACCAGCACTCACCTTTGCCCTGGGTAC

Figura 25. Cromatograma de la isoforma del710. A) Alineamiento de la isoforma wt de Ensembl
(MacacoWT_Ensembl) (ENSMMUT00000023954.4) con la isoforma del710. B) En el cromatograma

se indica el término de la secuencia correspondiente al exdn 1 y el inicio de la secuencia

correspondiente al exén 3. C) En el cromatograma se indica el final del ex6n 3 unido al inicio del

exon 8.
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Los cromatogramas obtenidos de la secuenciacion sentido y antisentido para la

isoforma del710 se encuentran en el apartado 11.3.

8.7 Andlisis de restriccion de las isoformas de splicing del slc35al de MA-
104.

Para confirmar el tamafio de las isoformas de splicing clonadas, se realizé un
ensayo de restriccion utilizando la enzima Kpnl que corta en la posicién 912 al vector
pcDNA3.1D/V5-His-TOPO. Este analisis permitié observar el producto de clonacién
de cada una de las isoformas identificadas (pcDNA3.1D/V5-His-TOPO + sIc35al de
MA-104) y verificar el tamafio correspondiente para cada variante de splicing, figura
26.
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Figura 26. Construcciones de las isoformas encontradas del slc35al en el vector pcDNA3.1D/V5-

His-TOPO.

A) Se muestra el vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO vacio, indicando la region 934GTGG938 en
donde ocurre la ligacion con el inserto. B) Construcciéon pcDNA3.1D/V5-His-TOPO+ wt slc35al MA-
104, indicada (inserto indicado con la flecha color azul). C) Construccion pcDNA3.1D/V5-His-TOPO
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+ del313 slc35al MA-104 (inserto indicado con la flecha color azul). D) Construccion pcDNA3.1D/V5-
His-TOPO + del443 slc35al MA-104 (inserto indicado con la flecha color azul). E) Construcciéon
pcDNA3.1D/V5-His-TOPO + del557 slc35al MA-104 (inserto indicado con la flecha color azul). F)
Construccion pcDNA3.1D/V5-His-TOPO + del710 slc35al MA-104 (inserto indicado con la flecha
color azul).

El vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO tiene una longitud de 5514pb y la longitud del
amplicon esperado para la isoforma silvestre es de 1047pb, 734pb para la isoforma
del313, 604pb para la isoforma del443, 490pb para la isoforma del557 y 337pb para
la isoforma del710. En la figura 27, se pueden observar los productos de la digestion
con la enzima Kpnl, donde se muestra la banda correspondiente para cada
construccion de clonacion, obteniendo las bandas con los siguientes tamafios:
5514pb (vector) + 1047pb (wt)=6561pb; 5514pb (vector) + 734pb (del313) =6248pb;
5514pb (vector) + 604pb (del443) = 6118pb; 5514pb (vector) + 490pb (del557) =
6004pb; 5514pb (vector) + 337pb (del710) = 5851pb.

5514pb +
wt del313 del443 del557 del710
20000pb ' ! ’ ’
10000pb ——— ‘ o
7000pb - '&p_b‘_ 6248pb  6118pb * 60Q4pb  5851pb -
5000pb . e , e A i

4000pb* .
Figura 27. Ensayo de restriccién de las construcciones slc35al + pcDNA3.1D/V5-His-TOPO.

En la figura se muestran los productos del ensayo de restriccién de las construcciones del slc35al

+ pcDNAS3.1D/V5-His-TOPO con los pesos correspondientes para cada una de ellas.

A partir de lo observado en el gel de electroforesis, se confirm6 que las
construcciones del plasmido con los diferentes inserto o isoformas de splicing

corresponden a los tamafios obtenidos por secuenciacion.
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8.8 Andlisis de isoformas identificadas a nivel de aminoacidos

Una vez analizadas las secuencias de las isoformas a nivel de nucleétidos, se
realiz la traduccion de las secuencias en el servidor EXPASy y se analizaron las

isoformas a nivel de aminoacidos .

En el caso de la isoforma wt, se obtuvo una secuencia de 337aa que coincide con
el tamafio de la isoforma wt del SLC35A1 de humano y la isoforma wt del slc35al
de macaco. Adicionalmente, la silvestre isoforma de macaco contiene la region VGI
que funciona como sefial de translocacién a la cisterna trans >* Golgi, confirmando

la correcta localizacion y actividad del CST dentro del modelo MA-104, figura 28

Isoforma wt
MAAPRDNVTLLFKLYCLAVMTVMAAAYTIALRYTRTSDKELYFSTTAVCITEVIKLLLSV

i 10l ™ 20] 30] a0l 50| ]

GILAKETGSLGRFKASLRENVLGSPKELLKLSVPSLVYAVQNNMAFLALSNLDAAVYQVT
) 70] ! 80| S0/ ‘ 100] : 110] : 120]

YQLKIPCTALCTVLMLNRTLSKLQWVSVFMLCAGVTLVQWKPAQATKVVVEQNPLLGFGA
J 130] J 140] ! 150] ! 160] 170] ' 180]

IATIAVLCSGFAGVYFEKVLKSSDTSLWVRNIQMYLSGIIVTLVGVYLSDGAEIKEKGFFY
: 190 ‘ 200 210| ‘ 220| ' 230] ‘ 240

GYTYYVWFVIFLASVGGLYTSVVVKYTDNIMKGFSAAAAIVLSTIASVMLFGLQITLTFA
J 250] J 260 270] : 280] ! 290] g 300]

LGTLLVCVSIYLYGLPRQDTTSIQQGETASKERVlIG‘u’ |
‘ 310] T 320 l 330I 1337

Figura 28. Secuencia peptidica tedrica de la isoforma wt del CST de macaco.

En el recuadro rojo se indica la secuencia péptido sefial VGI para la translocacién a trans Golgi.

Para la isoforma del313, la secuencia de aa obtenida posterior a la traduccion fue
de 233aa, longitud suficiente para que la proteina se considere estable. Sin
embargo, en la posicion 72 se genera el primer codon de paro prematuro, al cual le
preceden ocho sefiales mas de paro prematuro, figura 29, impidiendo que se forme
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una proteina de 233aa. Adicional a los codones de paro prematuro, después de la
traduccion, la region VGI no se observa al final de la secuencia, por lo tanto, la
isoforma del313, que es la isoforma mas cercana en longitud a la isoforma wt, no
es candidato a ser una proteina funcional considerando el tamafio de 7laa y la

ausencia de la region VGI.

Isoforma del313

MAAPRDNVTLLFKLYCLAVMTVMAAAYTIALRYTRTSDKELYFSTTAVCITEVIKLLLSYV
1 ' 10] ' 20] ' 30] ' 40] J s0] 60
Paro (posicion 72)

GILAKWNKIHﬂqGLVL‘LLLYCAQDLQEYILKKF*RVQILLFG*ETFKCIYQGLL*H*LA
: 70] ! 80] ! 90] ' 100] ' 110] ' 120

STCQMELKLKKKDFSMVTHIMSGLSSFLQVLVASTLLLWLSTQTTS*KAFLQQRPLSFPP
: 130] : 140] : 150] J 160] s 170] 180

LLQ*CCLDYR*HSPLPWVLFLYVFPYISMDYPDKTLHPSNKEKQLQRRELLVC
' U 190] T 200] U 210] J 220] ! 230] 1233

Figura 29. Secuencia peptidica tedrica de la isoforma del313 del CST de macaco.

La isoforma del443 originaria una secuencia de 190aa posterior a la traduccidn, sin
embargo, al igual que la isoforma del313, se observo la presencia de una sefial de
paro prematuro en la posiciéon 72, lo que daria lugar a un péptido de 71aa con la
ausencia de la regién VGI. Por lo tanto, la isoforma del443 no proporciona las

caracteristicas suficientes para considerarla una isoforma funcional, figura 30.

Isoforma del443

MAAPRDNVTLLFKLYCLAVMTVMAAAYTIALRYTRTSDKELYFSTTAVCITEVIKLLLSV
1 - 10 - 20] ' 30] ' 40] ' Hill - 60
Paro (posicion 72)

GILAKWNKIHGLVL*LLLYCAQDLQEYILKKF*ILCLVCHLSCKCWHPLHFCCG*VHR
L 70] J 80] . 50| : 100] J 110] U 120]

QHHERLFCSSGHCPFHHCFSNAVWITDNTHLCPGYSSCMCFHISLWITQTRHYIHPTRRN
130 l 140] ! 150] ! 160] ! 170] ' 180

SFKGESYWCV
U 190]

Figura 30. Secuencia peptidica tedrica de la isoforma del443 del CST de macaco.
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La isoforma del557 originaria una secuencia de 152aa después de la traduccion,
pero presenta dos codones de paro prematuro. La primera sefial se encuentra en la
posicion numero 15, lo que daria lugar a un péptido de 14aa, lo cual no es viable
para considerarse como un polipéptido funcional. Adicionalmente, al igual que en
las isoformas anteriores, tampoco se observo la presencia de la region VGI en el

extremo N-terminal, figura 31.

Isoforma del557

Paro (posicion 15)

HAAPRDNVTLLFKLHCLAVMTLMAAVYTIALRYTRTSDKELYFSTTAVCITEVIKLLLSV
1 ! 10 o 20] ! 30] 40| ! 50| ' 60|

GILANSCKCWWPLHFCCG*VHRQHHERLFCSSGHCPFHHCFSNAVWITDNTHLCPGYSSC
70 : 80| ! 90] 100 . 110] ! 120]

MCFHISLWITQTRHYIHPTRRNSFKGESYWCV
130 ' 140] J 150] ]152

Figura 31. Secuencia peptidica tedrica de la isoforma del557 del CST de macaco.

Por ultimo, la isoforma del710 origin6 una secuencia de 10laa después de su
traduccion, que presenta una sefial de paro prematuro en la posicién nimero 18. Al
igual que en las isoformas anteriores, la del710 tampoco preservo la péptido sefial

VGI, figura 32.

Isoforma del710

Paro (posicion 15)

MAAPREKLVVWVDSKH LElEKHSWGAPRNC*S*VCHR*CMLFRTTWLS"LLAIWMQQCTST
1] ! 10 : 20] ! 30] 40] ' 50| ! 60

HLCPGYSSCMCFHISLWITQTRHYIHPTRRNSFKGESYWCV
- 70 : 80] ! EL)l 100] 101

Figura 32. Secuencia peptidica tedrica de la isoforma del710 del CST de macaco.
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En la figura 33 se muestra el resumen de las isoformas identificadas y
caracterizadas molecularmente, en donde se observan las regiones de los exones
gue se pierden, y los marcos de lectura abiertos en donde se presentan los codones
de paro prematuro para las isoformas del313, del443, del557 y del710.

Isoforma wt 337aa
3 4 6 7 8
TG
e 1014p|§
Isoforma del313 71aa 337aa
195 507
2] -1 [+ 1 [71 [=]
313pb 2* \/ \/ 701pb
Isoforma del443 71aa
2 |7 s ] [ 6 | | 7 ] [ 8 |
-313pb %ié* -130pb \/ 571pb
Isoforma del557 1433
2 | 1721 |8l
aa* -557pb \/ 457pb
TAA
Isoforma del710 17aa
17 194 355 886 “
-178pb s -532pb 304pb

TAG

Figura 33. Resumen de isoformas identificadas.

En la figura se muestran los exones de las isoformas identificadas, a manera de recuadros.
Adicionalmente, se marcan en color gris las regiones traducidas, y en color blanco, las regiones no

traducidas debido a los codones de paro prematuro.

Basado en la secuenciacion obtenida a partir de las isoformas clonadas en el vector
pcDNA3.1D/V5-His-TOPO, se puede observar que, si bien las isoformas pierden
exones en la secuencia codificante del slc35al, el exdn 1y 8 se conserva en todas
ellas. Respecto a la preservacion del exén 8, en esta primera etapa se determind
gue ninguna isoforma a excepcion de la isoforma wt, logra codificar una proteina

funcional.
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La traduccion de las secuencias de nucleétidos obtenidas mediante secuenciacion
de Sanger, permiti6 observar que existen corrimientos de bases que provocan
codones de paro prematuro que originan secuencias de 7laa, 17aa y l4aa
correspondientemente, sin mencionar que ninguna de ellas conserva la secuencia

péptido sefial de localizacion en la cisterna trans Golgi, region VGI.

A pesar de que las isoformas que se presentan en el SLC35A1 de humano (del130,
dell77, del244 y del290) no lograron identificarse en el modelo de macaco, se pudo
determinar que en las células MA-104 ocurre splicing alternativo que genera

isoformas del slc35al.

Adicionalmente, es necesario sefialar que aun existe la posibilidad de clonar las
isoformas del130 y del177 de acuerdo con los tamafios de bandas observados por
PCR convencional, asi como otras dos isoformas reportadas en el servidor Ensembl
(ENSMMUT00000040288.3 y ENSMMUT00000040289.3) que tienen una longitud
mayor a la isoforma wt y que se observaron en la electroforesis de PCR.

Cabe mencionar que las isoformas encontradas del313, del443, del557 y del710 no
se han reportado previamente, y considerando que a nivel de aminoacidos no
codifican para una proteina funcional, esto nos lleva a considerar que las isoformas
identificadas podrian expresarse para regular el porcentaje de expresion de la

isoforma wt 7.

Las isoformas identificadas podrian ser degradas mediante un proceso de
decaimiento de ARNm o NMD (Nonsense-mediated mRNA decay), que consiste en
una asociacion de los mecanismos de splicing alternativo y la degradacion del ARN
mensajero mediada por mutaciones terminadoras. Algunos reportes respaldan que
ambos mecanismos regulan la expresion de proteinas en las que los ARNm que las

codifican son modificados por splicing alternativo 57:%,
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9.0 CONCLUSIONES

e Se amplificaron, clonaron e identificaron cinco isoformas del slc35al de
células MA-104: la isoforma wt, la isoforma del313, la isoforma del443, la
isoforma del557 y la isoforma del710.

e La isoforma wt del slc35al de Macaco mulatta es la Unica isoforma que
codifica para una proteina funcional de 337aa, mientras que los resultados
tedricos indican que las isoformas del313, del443, del557 y del710 son
secuencias peptidicas truncas no funcionales.

e La isoforma del443 presenta la eliminacion de 130 pb del exdén 6 de forma
similar a la isoforma del130 de humano.

e Este es el primer reporte de la presencia de las isoformas del313, del443,
del557 y del710 en Macaco mulatta.

e La identificacion de estas isoformas contribuye al conocimiento de la
regulacion de la expresion del CST y abre la puerta a conjeturas acerca de
la posible regulacién por NMD del gen slc35al.

10.0 PERSPECTIVAS

e Expresar en un modelo de complementacion CHO-Lec2 o KO del CST las
isoformas encontradas en la linea MA-104 y confirmar su funcionalidad.

e Amplificar, clonar y secuenciar las isoforma del130 y dell77 faltantes de la
linea celular MA-104.

e Realizar un modelo tedrico de la isoforma del130 y dell77 de la linea celular
MA-104 basado en la secuencia experimental de la isoforma.

e Confirmar el papel de las isoformas de splicing identificadas en la expresion
del slc35al.
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11.0 ANEXOS

11.1 Preparacion de soluciones de lisis alcalina

Solucién de lisis alcalina |

La solucion de lisis alcalina se prepar6 con 0.180g de glucosa 50mM, 0.0607g de
Tris-HCI 25mM y 0.05845g de EDTA 10mM disueltos en 20mL de agua destilada,
obteniendo las siguientes concentraciones finales para cada reactivo: glucosa 5mM,
Tris-HCI 2.5mMy EDTA 1mM.

La solucién fue esterilizada mediante autoclave y almacenada a 4°C para su uso

posterior.

Solucién de lisis alcalina ll

La solucion de lisis alcalina 1l se preparé con 90uL de NaOH 10N, 450uL de SDS
10% vy se llevé a un volumen final de 4.5mL con agua destilada, obteniendo las

siguientes concentraciones finales para cada reactivo: NaOH 0.02N y SDS 1%.

Solucién de lisis alcalina Il

La solucién de lisis alcalina Il se prepar6 con 15mL de acetato de potasio 5M, 2.9mL
de &cido acético glacial y 7.1mL de agua destilada, obteniendo un volumen final de
25mL, obteniendo una solucion del 60% de acetato de potasio 5M, 11.6% de acido

acético glacial y 28.4% de agua destilada.
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11.2 Geles de electroforesis de PCR de colonia

Clonacion del slc35a2 en pJET 1.2/Blunt

1000pb

700pb
500pb
400pb
300pb

¢ 25 el
b P Fac, TR B
S oD il

Figura 34. Geles de electroforésis de los productos de PCR obtenidos durante la clonacion del
slc35al en el vector pJET1.2/Blunt.

En la figura se muestran los geles de electroforésis donde se identificaron colonias positivas después
de la transfeccion con la construccion slc35al + pJET1.2/Blunt. w5= Control positivo (slc35al

humano).
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Clonacion del slc35al en pcDNA3.1D/V5-His-TOPO

w5 C2 C3

E

1500pb

1000pb
700pb

G

1500pb.
1000pb.

700pb
500pb
400pb
300pb

Figura 35. Geles de electroforésis de los productos de PCR obtenidos durante la clonacion del
slc35al en el vectorpcDNA3.1D/V5-His-TOPO.

En la figura se muestran los geles de electroforésis en los que se encontraron colonias positivas
después de la transfeccion con la construccion slc35al +pcDNA3.1D/V5-His-TOPO. w5= Control

positivo (slc35al humano).
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11.3 Cromatogramas de isoformas encontradas en macaco
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Figura 36. Cromatograma de isoforma wt del slc35a1l.
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EXON 1

EXON 2

ENSMMUT00000023954.4.
Isoforma del313
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Figura 37. Cromatograma de isoforma del313 del slc35al.
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—
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Figura 38. Cromatograma de isoforma del443 del slc35al.
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Figura 39. Cromatograma de isoforma del710 del slc35a1l.
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