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RESUMEN

La glicosilacion es una modificacion co- y postraduccional que consiste en la adicion
de glicanos o carbohidratos a lipidos, proteinas y algunos tipos de RNA. En este
proceso, esencial para el correcto funcionamiento de las células, participan
glicosiltransferasas,  glicosidasas, nucledtidos-carbohidratos y  proteinas
transportadoras de nucleotidos-carbohidratos, como el transportador de CMP-4acido

sialico (CST) codificado en el ser humano por el gen SLC35A11.

El CST es una proteina transmembranal de 10 TMD’s que permite el paso del
sustrato CMP-acido sidlico al lumen de Golgi, regulando la cantidad de sustrato

necesaria para el proceso glicosilacion denominado sialilacién celular?.

La adicion o disminucién excesiva de residuos de &cido sialico a glicoproteinas y
glicolipidos esta relacionada con ciertas enfermedades multiorganicas,
neurodegenerativas y neuromusculares?. Un ejemplo es el cancer donde
normalmente las células presentan alteraciones en los patrones de expresion del
acido sialico como en el cancer de mama o cancer cervicouterino donde se presenta
un incremento de residuos de acido sialico en el enlace a-2,6 unido al disacarido
Galp- 1,4-GIcNAc®.

Ademas, mutaciones en el gen SLC35A1 originan la enfermedad conocida como
desorden congénito de la glicosilaciéon, denominado SLC35-CDG, que se caracteriza
por neutropenia, infecciones oportunistas recurrentes, retraso en el desarrollo

psicomotor, epilepsia, ataxia, microcefalia e hipotonia



El gen SLC35A1 humano presenta 4 isoformas de splicing alternativo generadas
por mutaciones que eliminan algun exén total o parcialmente. Estas isoformas son
la del130, dell177, del244 y del 290, donde la isoforma dell77 es funcional al igual
gue la isoforma silvestre a pesar de perder 59 amino&cidos correspondientes a 177
pb codificados por el exén 634,

Cabe sefialar que nuestro grupo de trabajo comprobé la funcionalidad de la isoforma
dell177 por complementacion genética en células Lec 2 (células de ovario de hamster
chino) deficientes en el transporte de CMP-4cido sialico. Sin embargo, nunca se ha
confirmado su secuencia peptidica ni comparado su actividad transportadora con la

variante silvestre del CST>.

En este trabajo se logré subclonar el gen SLC35A1 deltransportador de CMP-Sia y
se expresod en un sistema bacteriano en la cepa de Escherichia Coli Mach One con
la finalidad de incluir una etiqueta de polihistidina en la regidén carboxilo terminal del
inserto que posteriormente pudiera permitir la purificacion de la isoforma silvestre y
dell77 del CST.

Ademas, en este proyecto se establecieron las bases de extraccidn proteica
utilizando protocolos de extraccion con Sarkosyl y con lisozima se logr6 estandarizar
el Western blot de la isoforma wt-SLC35A1.
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1.0INTRODUCCION

La glicosilacion es una modificacion co- y postraduccional que es conocida por su
papel en el plegamiento, maduracion, trafico, secrecion y funcion de las proteinas.
Este proceso inicia en el reticulo endoplasmico mediante la incorporacién de un

precursor glicano a una proteina, lipido o RNA, formando glicoconjugados, figura 1.5.

e
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Figura 1. Cadenas de glicanos en diferentes moléculas organicas.

Las cadenas de glicanos estan constituidas por distintos carbohidratos como: N-
acetilglucosamina (GIcNAc), N-acetilgalactosamina (GalNAc), Manosa (Man), Galactosa
(Gal), Fucosa (Fuc), Acido sidlico (Neu5Ac) y Xilosa (Xyl), que forman parte esencial de
diferentes moléculas las cuales pueden ser, glicoproteinas, glicolipidos y glicoRNAs.

La diversidad de carbohidratos o glicanos incrementa la heterogeneidad y
complejidad de sus estructuras tanto en el sitio de glicosilacion como a diferentes

niveles de organizacion, ya sea organismo, célula o proteina’.
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En estos niveles de organizacion estan presentes el 4cido sialico, que normalmente
se encuentra como un monosacarido terminal de los glicanos presentes en

glicoconjugados en las superficies celulares de vertebrados en invertebrados®.

Los acidos sialicos particularmente el NeuSAc desempefia un papel fundamental en
muchos procesos fisiolégicos y patologicamente importantes incluida la
embriogénesis del sistema nervioso, la metastasis el cancer, la regulacion

inmunoldgica, la infeccién bacteriana y viral, entre otros®.

Los acidos sialicos son una familia de a-cetoacidos con carga negativa, cuenta con
un esqueleto de nueve carbonos que se encuentran en las superficies celulares de
la mayoria de las proteinas secretadas de vertebrados e invertebrados superiores,
modulando una variedad de procesos como: sefalizacién celular, desarrollo
neuronal, reconocimiento y entrada de patdégenos, adhesién celular, dispersion de

glébulos rojos en sangre y regulacion del sistema inmune?©,

Existen mas de 50 formas de acido sidlico en la naturaleza, incluido el &cido N -
acetilneuraminico que es el mas abundante (Neu5Ac), el acido N - glicoliineuraminico
el cual no se encuentra en humanos (Neu5Gc), el acido 2-ceto- 3-desoxi-

nonulosénico (o acido deaminoneuraminico) (Kdn), y sus derivadost12,

El proceso de sialilaciéon celular esta conformado por tres componentes importantes,
el primero es la presencia del sustrato CMP-acido siélico, el segundo son lasenzimas
sialiltransferasas, que se encuentran ancladas a la membrana trans de Golgi que se
encargan de transferir residuos de acido sialico a biomoléculas de forma terminal y
en tercer lugar esta el correcto funcionamiento del transportador de CMP-acido
sialico, proteina encargada de transportar CMP-acido sialico del citoplasma al lumen

de la cisterna trans Golgi.
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El transportador de CMP-acido sialico (CST) es una proteina transmembranal detipo
Il codificada por el gen SLC35A1. Esta proteina pertenece a la familia de
transportadores nucleétido carbohidrato, denominados SLC35'4. El transportador de
CMP-&cido sialico es conocido como SLC35A1 donde el término Al es referente al

sustrato CMP-4cido sidlico que transporta de manera especifica'®.

El CST presenta 337 aminoacidos (aa) y se expresa exclusivamente en medial- y
trans-Golgi y transloca CMP-4cido sialico/CMP desde el citosol hasta el lumen de

Golgi mediante un mecanismoantiportador?®.

El CST de humano (hCST) presenta 4 isoformas adicionales a la isoforma tipo
silvestre (wt) que se generan por mecanismos de empalmes alternativos (splicing),
gue son las isoformas del130, del177, del244 y del290'".

La isoforma dell77 humana (hdell77) es una de estas variantes que presenta una
pérdida de 177 pb correspondientes al exdn 6 que codifican 59 residuos de
aminoacidos. Esta isoforma es la Unica que conserva el motivo carboxilo terminal

(IIVG) indispensable para la translocacion funcional de la proteina a Golgi.

La funcionalidad de esta isoforma se determiné mediante su expresion en una linea
celular llamada Lec2 (células mutantes de hamster con un fenotipo asialo o sin
transporte de CMP-4cido sialico) donde se observo la incorporacion de novo de acido

sialico?®.

La funcionalidad de la isoforma también se corroboré por la técnica de citometria de
flujo utilizando lectinas biotiniladas como WGA que reconoce residuos de acido
sialico y quitobiosa ademas de PNA que reconoce residuos de galactosa y N-
acetilgalactosamina. En este reporte se observo que las células transfectadas con
construcciones de la isoforma dell77 presentaban un patron de unién similar a las
células CHO (células de ovario de hamster chino) y a las células transfectadas con
la isoforma wt del SLC35A1%°.
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Investigaciones previas realizadas por Eckhardt y colaboradores determinaron la
expresion de la isoforma dell77 en la linea celular mutante de hamster denominada

Lec2 y la reportaron como la causante del fenotipo asialo de estas células?..

La expresion de la isoforma del177 de hamster (hadell77) en células Lec2 no genero
la expresion superficial de acido sialico o polimeros de &cido sialico denominados
acido polisialico (PSA), indicando que dicha isoforma presente en hamster no es

funcional®2.

Existen dos modelos para explicar la funcionalidad de la isoforma hdell177 (278 aa)
y la isoforma no funcional hadell77 (277aa). La propuesta del equipo de Salinas
Marin explica que la diferencia de la funcionalidad podria residir en un cambio de
configuracion de los 10 a 8 TMD’s, como resultado de la pérdida de 59 aa en la

posicion 192-251aa?3.

La pérdida de 59 aa genera una proteina fusionada entre los aminoacidos restantes
del TMD6 y TMD8 formando un nuevo TMD6 con solo 31 aminoacidos. Dentro de
los residuos de aa que se pierden se encuentran los aminoacidos Tyr214, Ser216 y
236KGFF239 que son reportados como indispensables para llevar a cabo el
transporte. Esta teoria propone que entre los 23 aminoacidos que diferencian a las
isoformas del177 de hdmster y humano ocurre un reemplazo entre ellos para cumplir

lafuncion critica de estos aminoacidos?4.

Una segunda teoria, fue propuesta por B. Hadley y colaboradores en el afio 2019,
basados en los hallazgos del equipo de Salinas Marin. Mediante el software
SPARKSX realizaron alineamientos de las isoformas hadell77 y hdell77 utilizando
como templado el cristal Vrg-4 (estructura cristalina del transportador de GDP-

manosa de Saccharomyces cerevisiae) y generaron un modelo que resulta en una
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proteina con 10 TMD representativo del SLC35A1, con una topologia similar a la

isoforma wt, pero con el dominio TMD7 y 9 a-hélices mucho mas corta?>26,

Ademas, se propuso que el residuo de Tyr207 reemplaza ala Tyr214 en laisoforma

hdel177, residuo que se ha reportado esencial en el transporte.

Por otra parte, estos autores reportan que en el modelo de la isoforma hadell77, el
residuo de Tyr207 no se orienta hacia el sitio activo, por lo que la orientacion del aa
Tyr207 seria el encargado de la funcionalidad de la hdel177 y de la disfuncionalidad
de la hadel177?".

Para llevar a cabo la expresién y posterior purificacion de la isoforma dell77, se
planea en primera instancia realizar una subclonacion y expresion de la isoforma
funcional dell77-SLC35A1 en un sistema bacteriano para posteriormente en caso
que la expresion resulte exitosa, se corrobore mediante Western Blot y proceder a
purificar la proteina del transportador. En etapas posteriores a este proyecto se
pretende realizar su caracterizacion fisicoquimica y asi contribuir al conocimiento de
la isoforma dell177 del transportador de CMP-acido sialico humano, la cual no ha sido

reportada experimentalmente.
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2.0 HIPOTESIS

La isoforma funcional del177 del transportador CMP-4cido sialico humano puede ser
expresada y purificada en un sistema de expresion bacteriano de manera similara la

isoforma wt.

3.0 JUSTIFICACION

Actualmente, no existen reportes experimentales sobre la caracterizacion estructural
de la isoforma funcional dell177 del transportador de CMP-acido sidlico humano. Por
lo tanto, en este trabajo se determinara si la isoforma funcional dell77 del
transportador CMP-acido sialico humano puede ser expresada y posteriormente
purificada en un sistema de expresion bacteriano presentando propiedades

fisicoquimicas similares a la isoforma silvestre.

Por lo que conocer y comprender su estructura y funcionamiento especifico de esta
proteina, al igual que su mecanismo de biosintesis en comparacion con la wt permitira
aportar informacion relevante que mas adelante se podra utilizar para proyectos
posteriores ya que solo se tienen reportes de células transfectadas sin embargo no

se ha conseguido obtener la proteina totalmente purificada para su analisis.

4.0 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Estandarizar la expresion de la isoforma dell77 funcional del transportador CMP-

acido sialico humano utilizando un sistema bacteriano (Escherichia Coli).
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4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Generar la construccion de la isoforma silvestre y la isoforma funcional del177
del transportador de CMP-acido sialico humano en el vector pcDNA™3.1
Directional TOPO® Expression Kit incluyendo una etiqueta de poli histidina en
Su secuencia.

e Determinar si es posible expresar la isoforma funcional wt y dell77 del
SLC35A1 en la cepa E. Coli Mach One.

e Analizar la expresion de las isoformas mediante electroforesis SDS-PAGE y

western blot.

5.0 ANTECEDENTES

5.1 Transportador de CMP-acido sidlico (CST)

El CST es uno de los transportadores nucleétido-carbohidrato mejor caracterizados
de la familia SLC35 a través de mutagénesis sitio puntal inducidas y mutaciones
identificadasen algunos pacientes con defectos congénitos de la glicosilacion o
SLC35A1-CDG, especificamente para este gen. En este sindrome se presentan
alteraciones en el proceso de sialilacion celular debido a mutaciones en el gen
SLCA35A1 que ocasionan la ausencia en Golgi del sustrato donador CMP-acido
sidlico. Los pacientes con SLC35A1-CDG presentan neutropenia, infecciones
oportunistas recurrentes, retraso en el desarrollo psicomotor, epilepsia, ataxia,

microcefalia e hipotonia?829-30,
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El CST es una proteina transmembranal que cuenta con 10 dominios
transmembranales o TMD’s codificados por 337 aminoacidos cuyos extremos son -

NH2 y -CO2H terminal que se encuentran orientados hacia el citosol®?.
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Figura 2. Modelo topoldgico teérico de la estructura de laisoforma del177.
Modelo topoldgico de la isoforma dell77 donde se muestran en color verde los aa: leucina

(L), acido aspartico (D), treonina (T), asparagina (N), isoleucina (), lisina (K), y de rosa los
residuos de aaesenciales para la actividad del CST: serina (S), asparagina (N), alanina (A),
metionina (M), arginina (R), treonina (T), leucina (L), glicina (G), fenilalanina (F), lisina (K),
tirosina (Y). Los numeros romanos indican los 8 dominios transmembranales por los que esta

formada la isoforma funcional del177-SLC35A1.
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5.1.1 sistemas de andlisis y expresion del transportador deCMP-acido sialico.

EI CST es uno de los transportadores nucleotido-carbohidrato cuya estructura ha sido

mas caracterizada cetodo el grupo de los SLC35 de mamiferos. Existen reportes en

donde se han utilizado distintos sistemas de expresion para estudios por UV, RMN y

modelos de mutagénesis sitio puntual. En la tabla 1, se muestran los diferentes

organismos que se han utilizado especificando los componentesinvolucrados para

el andlisis del transportador3?,

Tabla 1. Sistemas de expresién que han sido utilizados para analizar el transportador

de CMP-acido sialico.

VECTOR SISTEMA DE
ORGANISMO DE PROMOTOR EXPRESION CLONA ETIQUE RENDIMIENTO
(;LONACI TA
ON
FLA
pCMV- CHO- G- 50ug
Células de Tag MV CHO-IFNY | ENy N-
ovario de termin
Hamster al
Gio®
Células de
ovario de pCDM8 CMV Lec2 Lec2 HA
Hamster 10 ug
G
Células de pcDNA3.1 CMV CMV MA-104 HA ND
Macaca DIV
Mulatta® 5- His-
TOPO
pcDNAS.1
Cannis Lupus D/ CMV CMV CMV HA ND
Familiaris3® V/5-His-
TOPO
pPICZ- C-
Pichia pastoris®” | pYES2/ AOX1 KM71H termin 50 ug
NT-CB- AOX1 alHis6
CST
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Escherichia ND
coli®® PYES2/N LacZ DH5a HA 60 ug
T-C
Spodoptera pIE1IHR3 SfSWT-4 | hEPO- 100 g
frugiperda® HIS
ND ND
Saccharomyces pPB11 INVScl HA 1mg
cerevisiae® ND ND

5.2 Isoformas de splicing del transportador de CMP-acidosialico

En 2005, Duncker et. al, y colaboradores informaron de un nuevo trastorno congénito
de la glicosilacién (CDG) denominado CDG-IIF o SLC35A1-CDG, caracterizado por

ciertas condiciones fisiologicas.

En este trabajo también se determiné que el SLC35A1 genera isoformas adicionales

a través de un empalme alternativo**

Las isoformas de splicing que se reconocieron fueron: la isoforma silvestre (wt) del
SLC35A1 que se expresa en un 47% y codifica para 337aa, la isoforma del130
expresada un 29% codificante para 227aa, la isoforma dell77 expresada en un
14% vy codificante para 278aa, la isoforma del244 es expresada en un 9% y que
codifica para 189aa y por ultimo la isoforma del290 expresada en un 1% y codificante

para 65aa“*?, figura 3.

Los estudios de subclonacion permitieron determinar el porcentaje de aparicion de

las isoformas SLC35A1, las cuales se muestran en la tabla 2.

23




Isoforma silvestre
337aa

N
\/ \/ \/ \/ \):zlz_;‘K/nz pb \/ 1014 pb

Alelo 1 del paciente del GC paro 108aa

\ / 1187\ Jaras 327\ / \ / L Y ¢ QO 4

Alelo 2 del paciente o del130 paro 227aa

T T T [s]
W W N a0

Y e e R

Isoforma del244

paro 189aa

1 2 3 4 % n

-244 pb

570 pb

Isoforma del290 paro 65aa

B = il mnliirn

- 160 pb =130 pb,
2 198 pb s

Figura 3. Isoformas mutantes del SLC35A1 humano.

El primer paciente descrito con SLC35A1-CDG por primera vez presentd una sustitucion
147 T> C y2 microdeleciones en el alelo 1 (G277 y C281) que generd un cambio en el marco
de lectura abiertoy la aparicion de un codén de paro prematuro en la posiciéon 327. El alelo
A2 con delecién 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 posicion 684. Las isoformas
dell77 (278 aa) con eliminacion completa del exén 6, la del244 (189 aa) con perdida
completa del ex6n 5 y 6, la isoforma del290 (65 aa) con escision completa del exén 3 y
delecién parcial de 130 pb del ex6n 6. La isoforma dell77 es la Unica que conserva el exén
8 que codifica la region 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).
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Tabla 2. Isoformas de splicing del SLC35A1.

ISOFORMA PORCENTAJE DE EMPALMES ALTERNATIVOS
EXPRESION
Isoforma wt 47% 8 exones
del130 29% Eliminacién parcflal de 130 pb
del exén 6
del177 14% Eliminacién par(flal de 177 pb
del exén 6
Eliminacién parcial de 244 pb
del244 9% correspondiente a los exones 5
y 6
Eliminacién parcial de 130 pby
del290 1% 160 pb correspondientes a los
exones 3y 6

5.3lisoforma del177 del transportador de CMP-sia humano

La isoforma dell77 presenta la eliminacion completa del exén 6, y aun asi es capaz
de restaurar la sialilacion a los niveles normales en la linea celular de ovario de
hamster chino Lec2 deficientes en el transporte de CMP-Sia*3. Cabe sefialar que la
isoforma dell77 (277 aa) expresada en hamster no es funcional a pesar de ser muy

similar a la isoforma del177 humana (278 aa)**.

La isoforma dell77 de hamster y humana es una de las isoformas que no presenta
codones de paro prematuro*®, a pesar de su eliminacién de 177 pb codificadas

por el exdn 6, figura 4.

Isoforma wt del SLC35A1 337 aa
1 2 | 3 a4 5 6 K/ 7 8
Isoforma del177 del SLC35A1 278 aa

1 2 Q 3 Q 4 5 i 7 | 8
Figura 4. Isoformas wty del177 del SLC35A1.

La isoforma wt del SLC35A1 presenta 8 exones que codifican para 337 aa, mientras que la
isoforma del177 presenta eliminacion total del exon 6 que codifican para 59 aa generando
una proteina de278 aa. Modificado de: A functional splice variant of the human Golgi CMP-

sialic acid transporter, Salinas et. al., 2016.
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Esta isoforma es la de mayor interés porque es la Unica que conserva los ultimos 4
aa, que son dos residuos de isoleucina, valina y glicina los cuales estanpresentes en
el extremo carboxilo terminal y han sido reportados como indispensables para la

retencion de la proteina en Golgi“®.

Existen dos modelos para explicar la funcionalidad de la isoforma del177 de humano.
La propuesta que el equipo propuso de Salinas Marin y colaboradores enel 2016
explica que la diferencia en la funcionalidad puede encontrarse en un cambio de
configuracion de 10 a 8 TMD’s, como resultado de la pérdida de 59 aaen la posicion
192-251aa, ademas esto se analizd mediante la expresion en la linea celular Lec2
(células mutantes de hamster con un fenotipo asialo o sin transporte de CMP-acido

sidlico) donde se observé la incorporacién de novo de &cido sialico*’48,

La sialilacion restaurada se demostré mediante ensayos de complementacién de
lectina utilizando WGA que se une al acido sialico en todos los enlaces y PNA que se

une a la secuencia de carbohidratos Gal-B(1-3)-GalNAc*.

Los ensayos de lectina WGA y PNA mostraron que el clon celular Lec2 dell77H
restaura la union de WGA vy reduce la unién de PNA a niveles similares a los

observados en la linea celular CHO y el clon celular Lec2 wtH, fig. 4 ay b.

La linea celular CHO vy los clones celulares Lec2 wtH y Lec2 dell77H redujeron la
union de WGA y aumentaron la unién de PNA después del tratamiento que se realizo
con neuraminidasa, lo que confirmd la presencia de acido sialico y la especificidad de
WGA. Empleando la medicién indirecta de la actividad de transporte a través del
marcaje metabdlico se establecid que el clon celular Lec2 dell77H mostré una
incorporacion similar de SiaNAz con respecto a las lineas celulares CHO y el clon

celular Lec2 wtH suplementado con Ac4ManNAz®°, figura 4c.
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Figura 5. Cromatogramas de complementacion utilizando lineas celulares CHO y
Lec2

a. Histograma de citometria de flujo que muestra la uniéon de lectina WGA. b. La union de
PNA fue similar entre células CHO, clones celulares Lec2 wtH y Lec2 dell77H y
significativamente diferente de Lec2. C. Histograma de citometria de flujo de incorporacién
superficial de SiaNAz a las 24 h complementado con Ac4AManNAz.
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La pérdida de 59 aa genera una proteina fusionada entre los aminoacidos restantes
del TMD6 y TMD8 formando un nuevo TMD6 con solo 31 aminoéacidos. Dentro de los
residuos de aa que se pierden se encuentran los aminoacidos Tyr214,Ser216 y
236KGFF239 reportados como indispensables®! para llevar a cabo el transporte del

sustrato.

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

w pero con el dominio TMD7 y 9 a hélices mucho mas cortas.

En este trabajo se propone que el residuo Tyr207 reemplaza a la Tyr214 en la
isoforma hdell77, residuo que se ha reportado esencial en el transporte de CMP-Sia.
Por otra parte, estos autores reportan que en el modelo de la isoforma hadell77, el
residuo Tyr207 no se orienta hacia el sitio activo, por lo que la orientacion Tyr207
seria responsable de la funcionalidad de la hdell77 y de la no funcionalidad de la
hadel177%3.

6.0 MARCO TEORICO

6.1 Glicosilacion

La glicosilacion es un mecanismo co- y postraduccional que se produce en los tres
dominios, mediante el cual se afiade un resto de carbohidrato a un lipido, proteina u

otra molécula organica dentro o fuera de la célula®.
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El proceso de glicosilacion esté estrictamente regulado, ya que es una modificacién
enziméatica que es especifica del sitio y del sustrato, en el que se unen azucares de
forma covalente al extremo creciente de las cadenas de glicano en proteinas y/o

lipidos nacientes, catalizado por glicosiltransferasas®®.

Los glicanos de las glicoproteinas secretadas afectan varias propiedades de las
proteinas, como la solubilidad, mientras que las proteinas glicosiladas de la superficie
celular estan implicadas en varios procesos celulares, como la comunicacion célula-

célula.

Existen dos grupos principales de clasificacion de los glicanos de glicoproteinas y

se clasifican de acuerdo con sus enlaces glicanos-péptido, los N- y O-glicanos®®.

Los N-glicanos se distinguen por la presencia de uniones del tipo Asn-GIcNAc. Las
N-glicoproteinas constituyen la clase principal de glicoproteinas, tanto circulantes
como las unidas a membranas. La diferencia entre ellas estd dadafundamentalmente
por dos elementos, su biosintesis y la naturaleza de los aminoacidos unidos a la

cadena de oligosacaridos®’-%8,

Todas las cadenas de N-glicanos comparten un pentasacarido nuclear comuan, el
Man3GIcNAc2, sin embargo, difieren en sus ramas externas, las cuales pueden ser

muy variadas y complejas®®.

Los N-glicanos se dividen en tres clases principales: altos en manosa, complejos e
hibridos, los altos en manosa pueden tener entre 5-9 residuos de manosa, los
hibridos presentan residuos de manosas en el enlace a1-6 y una o dos antenas con
diferente grado de extension en a1-3 y los complejos tienen entre dos o cuatro
antenas con diferente grado de extension, generalmente terminados en acido

sialico®, figura 5.
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Figura 6. Estructura de los tres tipos de N-glicanos.

Ejemplo de cadenas de oligosacaridos que pueden unirse a las proteinas por glicosilacion

Los N-glicanos se adhieren al residuo de Asn de la proteina, que forma parte del
triplete Asn-Xaa-Ser/Thr (donde Xaa puede ser cualquier aminoacido excepto

prolina, acido aspartico o glutdmico)®:.

A diferencia de los N-glicanos, ligados por enlace N-glicosidico al &tomo de nitrégeno
(N) de la cadena lateral del amino&cido asparagina (Asn), los O-glicanos estan unidos
por enlace O-glicosidico al &tomo de oxigeno (O) de los aminoacidos Serina (Ser) o

Treonina (Thr) de una cadena polipeptidica.

La O-glicosilacion de proteinas comienza en el Golgi con la union de N-
acetilgalactosamina (GalNAc) o manosa (Man) a residuos de Serina (Ser) o Treonina

(Thr) de la proteina®.

Los residuos de N-acetilglucosamina, galactosa, fucosa o 4cido sialico son afiadidos
uno a uno de manera secuencial con diferentes tipos de enlaces, resultando por ello
en diferente O-oligosacaridos (O-glicanos) con estructura ramificada, compuesto por

pocos residuos de monosacaridos®.
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6.2 Acido sialico
El acido sialico comprende una familia de mas de 50 compuestos naturales que

tienen en comun un esqueleto de nueve carbonos con un grupo funcional “ceto” que

les proporciona acidez y carga negativa®*.

El &cido sialico mas comun es el acido N-acetilneuraminico, C11H19NO9, abreviado
habitualmente como Neu5Ac, NeuNAc, NeuAc o NANA.

A pesar de la existencia de numerosos acidos sialicos, la superficie de la mayoria
de las células de mamiferos estudiadas hasta el momento presenta so6lo dos de estos
compuestos: el acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) y el acido N- glicoliineuraminico
(Neu5Gc), los cuales difieren en el radical que se encuentra unido al carbono de la
posicién 5, figura 6.

OH e OH o

HO CO0 HO

HOM™ OH HOM" OH
HC HN HN
’ HO HO
HO
A) O B) 0
Acido N-acetilneuraminico Acido N-glicolilneuraminico
NAC NGc

Figura 7. Estructura de los acidos sialicos N-acetil y N-glicolilneuraminico.

A) EI Neu5Ac tiene grupo N- acetilo en el quinto atomo de carbono (C5). B) En azul se marca la
diferencia estructural que mantiene con el Neu5Gc que radica en el grupo hidroxilo ubicado

en el C2 del grupo N-acetilo.
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La unica diferencia entre ellos radica en el &tomo de oxigeno agregado en el grupo

N-acetilo de la posicion C-5.

El grupo carboxilico les confiere una carga neta negativa a pH fisiologico,
caracteristica que modifica las propiedades fisicoquimicas de glicoconjugados
individuales y de la superficie celular en general*®, permitiendo la interaccién con

otras moléculas®®.

Esta interaccion es debido a la posicion externa de los acidos sialicos en
glicoproteinas y gangliésidos de superficie tiene una gran importancia en biologia
celular. De esta manera, estos monosacaridos acidos pueden interaccionar con los

componentes de otras superficies celulares, sustancias extracelulares y efectoras®’.

La biosintesis de NeubAc inicia con la formacion de N-acetil-D-manosamina
(ManNAc) desde UDP-N-acetil-D-glucosamina (UDP-GICNAc) en el citosol, por

accion de la enzima UDP-GIcNAc-2-epimerasa.

La ManNAc es fosforilada mediante ManNAc quinasa obteniéndose N-acetil-D-
manosamina-6-fosfato (ManNAc-6P) que posteriormente se condensa con el
fosfoenolpiruvato para generar acido N-acetilneuraminico-9-fosfato (Neu5Ac-9P)
mediante la Neu5Ac-9P sintasa®. Este ultimo compuesto (Neu5Ac-9P) es

desfosforilado para obtener Neu5Ac por la enzima Neu5Ac-9P fosfatasa.

La forma activa de acido sialico, CMP-acido sidlico, es generada a partir de citidin
trifosfato (CTP) y Neu5Ac en el nucleo mediante la CMP-Neu5Ac sintetasa. En su
itinerario, el CMP-Neu5Ac puede ser modificado a CMP-Neu5Gc por la enzima CMP-

NeuAc hidroxilasa en el citosol®°.
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El CMP-acido sialico (CMPNeu5Ac y CMP-Neu5Gc) es el sustrato de las
sialiltransferasas que incorporan los cetoacidos en cadenas nhacientes de
glicoproteinas y glicolipidos en el aparato de Golgi. Existe una familia numerosa de
sialiltransferasas donde los distintos miembros de la misma difieren en su

especificidad hacia el glicano aceptor y el acido sialico unido a éste®°.
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Figura 8. Biosintesis de Neu5Ac.
La biosintesis de Neu5Ac comienza con la formacion de N-acetil-D-manosamina (ManNAc), esta es

fosforilada por la ManNAc 6 cinasa, que posteriormente se condensa con el fosfoenolpiruvato para
generar acido N-acetilneuraminico-9-fosfato (Neu5Ac-9P) mediante la Neu5Ac-9P sintasa. Este Ultimo
compuesto (Neu5Ac-9P) es desfosforilado para obtener Neu5Ac por la enzima Neu5Ac-9P fosfatasa.
La forma activa de acido sidlico, CMP-acido sialico, es generada a partir de citidin trifosfato (CTP) y
Neu5Ac en el nlcleo mediante la CMP-Neu5Ac sintetasa. En su itinerario, el CMP- Neu5Ac puede ser
modificado a CMP-Neu5Gc por la enzima CMP-NeuAc hidroxilasa en el citosol.El CMP-acido sialico
(CMP- Neu5Ac y CMP-Neu5Gc) son el sustrato de las sialiltransferasas. Modificado de: Claudia, A.Z
(2021) Clonacion y expresién del transportador de CMP-acido sialico de macaca mulatta [Licenciatura]
UAEM
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6.3 Sialilacion celular

Entre las mas de 50 formas diferentes de acido sialico que se han identificado en la

naturaleza, algunas son compartidas por bacterias y eucariontes’.

En el caso de las células eucariotas el proceso metabdlico de la sialilacion celular del
Neu5Ac comienza en el citosol y se efectia en el compartimento del trans-Golgi, se

sintetiza en el nucleo y finalmente estransportado al lumen de Golgi.

La activacion del Neu5Ac se lleva a cabo mediante la reaccion con el CTP (citidin
trifosfato), dando origen al CMP-acido sialico que retorna al citosol y continuar al

Golgi™.72,

Esta maquinaria de sialilacién celular contiene tres puntos fundamentales que son:
el CMP-4cido sialico, el transportador de CMP-acido sidlico y las sialiltransferasas
que son las encargadas de mover el acido sialico a los lugares correspondientes de

las células.

A pesar de las diferencias en la biosintesis de los &cidos sidlicos en bacterias y
eucariotas, los procesos de activacion y transferencia del acido sialico se conservan
desde las bacterias hasta los seres humanos73, aunque las ubicaciones de las

enzimas difieren.

En las células eucariotas, el NeuSAc sintetizado en el citosol se transfiere al nicleo y
es activado por la citosina 5-monofosfato N -acetilneuraminico &cido (CMP- Neu5Ac)
sintetasa para formar CMP-Neu5Ac que luego va al Golgi para ser utilizado por
sialiltransferasas para la formacién de glicoconjugados que posteriormente son

secretados a la superficie celular74, figura 7.
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En contraste, los humanos no sintetizan CMP-Neu5Gc debido a la inactivacion de

CMP-Neu5Ac hidroxilasa por una mutacion de cambio de marco del gen CMAH.

Sin embargo, Neu5Gc no humano puede incorporarse metabdlicamente a partir de
fuentes dietéticas, principalmente de carne roja a tejidos humanos75.

6.4 Familia de los SLC35

Los transportadores de nucleétido-carbohidrato desempefian un papel fundamental
para la sintesis de glicoconjugados ya que pueden transportar CMP-acido sidlico,
UDP-Gal, UDP-GIcNAc, UDP-GalNAc, UDP-GIcA, UDP-Glc, GDP-Fuc, GDP-Man y
UDP-Xyl 78, los cuales adquieren propiedades fisiolégicasy fisicoquimicas debido a
su unién con los nucleotidos-carbohidrato, y a su vez se clasifican en familias

dependiendo del tipo de solutos que transportan.

En este caso, la familia correspondiente al transporte de nucleétidos-carbohidratos
es la 35, y las subfamilias en las que se clasifican corresponden a la subfamilia A,

la subfamilia G o dependiendo del ligando’’, como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Miembros seleccionados de la familia de transportadores de azlcar de
nucledétidos SLC35.

Nombre Nombre de la Localizacién LO?;;;Ud
del gen proteina Sustrato(s) subcelular
SLC35A1 Transportador CMP-Sia Excluswamt_ante de 337
CMP-Sia, (CST) Golgi
SLC35A2
Translocador de UDP- UDP- .
UGALT Golgi y/oRE 396
UGT galactosa, UGP-Gal Tr, Gal; UDP- olgtylo
UGTL (UGT)- GIcNAc
Transportador de
UDP- N -
SLC35A3 acetilglucosamina, UDP-GIcNACc Predominantemente 325
UDP-GIcNAc, UDP- Golgi
GIcNAc Tr de Golgi,
(NGT)

35




SLC35A4 Probable UDP- UDP-Gal Predominantemente 324
MGC2541 putativo Golgi
SLC35A5
(ORF) Transportador probable UDP-azlcar Principalmente
UNQ164 de azGcarUDP putativo Golgi 424
(OFR)
PRO190
Proteina 1 relacionada
con el transportador de
SLC35B1 UDP-galactosa, Intercambiador
UGTREL1 UGTrell, hUGTrell, ADP/ATP Golgiy RE 322
HUT-1 (homdblogo),
AXER.
Transportador 1 de
SLC35B2 adenosina 3'-fosfo 5'- Exclusivamente de
PAPST1 fosfosulfato, PAPS Golgi 432
PSEC0149 transportador 1 de
PAPS.
SLC35B3 Transportador 2 de
C60rf196 adenosina 3'-fosfo5'’- Exclusivamente de
PAPST? fosfosulfato, PAPS Golgi 401
transportador 2 de
(ORF) PAPS.
CGI-19
Golgi y/o ER
SLC35B4 Transportador UDP-Xyl, UDP- (depende del
YEA4 homélogo YEA4 Xilo; UDP- etiquetado C- 331
PSECO0055 GIcNAc terminal) y sistema
de expresion
SLC35C1 Transportador de PIB-Euc Predominan?emente 364
FUCT1 PIB-Fucosa 1 (GFT) Golgi
SLC35C2 .
OovCoVvi Proteina del gen 1 Transportador Golgi y/oRE
C200rf5 sobre expresada por putativo PIB- 365
céncer de ovario
(ORF) Fuc
CGI-15
Transportador dualde
SLC35D1 acido UDP- UDP-
KIAA0260 glucurénico/UDP- N - GIcA; UDP- 355
UGTREL7Y acetilgalactosamina, GalNAc
UGTrel7. ND

36




UDP-
Transportador UDP- ; )
SLC35D2 | GICcNAC/UDP- Gle/GDp- | CIeNAC UDP _
HFRC Man, HFRC1, SQV7L, Glc; PIB- Exclusivamente de 437
UGTRELS UGTrel8 Hombre (no Golgi
humanos)
Posiblemente
SLC35F2 SLC35F2 Sustrato membrana celular 374
desconocido externa

7.0METODOLOGIA

La metodologia general de todos los procesos experimentales realizados se

describe en lasiguiente figura.

2.- Diseio de
oligonucledtidos

1.- Preparacion de
bacterias
competentes

5.- Cuantificacion
de muestras

‘
———

," 9.- PCR para

' verificar

\ colonias
positivas

16.- Western Blot

3.- Amplificacion ) .
de isoforma 4 -g’:ggf‘zt;lén
del177y wt "

i
L iiretebidsl

8.- Clonacion de las

) 7.- Transfomacion isoformas en el vector ’

6.- Purificacion bacteriana pcDNA™3.1 Directional '
TOPO »

de plasmido

11.- Secuenciar 12.- Preparacion de tubos
isoformas con diferentes
del177 y wt concentraciones de IPTG
; X NN
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10.- Ensayo de
restriccion

15.- Purificacion 14.- Matraz con 13.- Western Blot
en columna con concentracion de con aticuerpo
resina de niquel anti-histidina
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Figura 9. Esquema general de la metodologia experimental.



1.- Preparacién de bacterias quimiocompetentes, 2.- Disefio de oligonucle6tidos, 3.-
Amplificacion de las isoformas wt y del177 del transportador de CMP-&cido sialico humano.,
4.- Purificacion de banda por medio de un kit, 5.- Clonacion de las isoformas wt y del177-
SLC35A1 en el vector pcDNA 3.1 Directional TOPO, 6.- Transformacion bacteriana, 7.-
Purificacién de plasmido por medio de un kit, 8.- Cuantificacién de muestras purificadas de
las dos isoformas,9.- PCR para verificar colonias positivas 10.- Ensayo de restriccion con
enzima Ava |, 11.- Secuenciacion de isoformas, 12.- Preparacién de tubos con diferentes
concentraciones delPTG, 13.- Western Blot con anticuerpo anti-histidina, 14.- Generacion
de matraces con la concentracion éptima de IPTG, 15.- Purificacién en columna con resina

de niquel, 16.- Western Blot

7.1 Disefio de oligonucleétidos

El disefio de oligonucleétidos para amplificar el gen SLC35A1 se realiz6 utilizando
secuencias descargadas del (NCBI) (NM_006416.5, NM_001168398.2) con

ayuda de la herramienta para disefio de oligos OligoCalc.

Dentro de los parametros considerados en el oligo nucleétido sentido fue la
secuencia CACC en el extremo 5’ respetando la secuencia Kozak, figura 9, el codon
de paro no se consider6 como parte del oligo antisentido con el objetivo de lograrla
fusion del ORF de las isoformas en vector mas los residuos correspondientes a la
secuencia de poli histidina (CATCATCACCATCACCAT) de acuerdo a las

instrucciones del vector (K490001, Thermo Fisher Scientific).

Las caracteristicas de los oligonucleétidos empleados para realizar la PCR se
muestran en la tabla 4. El oligonucleétido sentido, hCST-His F (5"-CAC CAT GGC
TGC CCC GAG A-3") posee una longitud de 19 pb, un porcentaje de G-C del 68% y
una Tm tedrica de 69°C. El oligonucleétido anti sentido, hCST-HISnhvo R (5"-CAC
ACC AAT AAC TCT CTCCTT TGA-3") cuenta con una longitud de 28 pb, un
porcentaje de G-C del 36% yuna tm tedrica de 65°C.
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Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién del SLC35A1 con
laisoforma dell177.

ORIENTACION
CLAVE SECUENCIA Longitud %GC
5 -3
hCST-His F 5" CAC CAT GGC TGC CCC GAG A 3’ 19 pb 68% Sentido
hCST-HISnvo R 5" CAC ACC AAT AACTCTCTCCTT TGA 3’ 28 pb 36% Anti sentido

A)
wit

B)
del177

CACC-GCT GCCCCGAGAGACAATGTCACTTTATTATTCAAGTTATACTGCTTGGCAGTGATGACCCTGATGGCTGCA
GTCTATACCATAGCTTTAAGATACACAAGGACATCAGACAAAGAACTCTACTTTTCAACCACAGCCGTGTGTATCACAG
AAGTTATAAAGTTATTGCTAAGTGTGGGAATTTTAGCTAAAGAAACTGGTAGTCTGGGTAGATTCAAAGCATCTTTAAG
AGAAAATGTCTTGGGGAGCCCCAAGGAACTGTTGAAGTTAAGTGTGCCATCGTTAGTGTATGCTGTTCAGAACAACAT
GGCTTTCCTAGCTCTTAGCAATCTGGATGCAGCAGTGTACCAGGTGACCTACCAGTTGAAGATTCCGTGTACTGCTTTAT
GCACTGTTTTAATGTTAAACCGGACACTCAGCAAATTACAGTGGGTTTCAGTTTTTATGCTGTGTGCTGGAGTTACGCTT
GTACAGTGGAAACCAGCCCAAGCTACAAAAGTGGTGGTGGAACAAAATCCATTATTAGGGTTTGGCGCTATAGCTATT
GCTGTATTGTGCTCAGGATTTGCAG

CTTGCAAGTGTTGGTGGCCTCTACACTTCTGTTGT
GGTTAAGTACACAGACAACATCATGAAAGGCTTTTCTGCAGCAGCGGCCATTGTCCTTTCCACCATTGCTTCAGTAATGC
TGTTTGGATTACAGATAACACTCACCTTTGCCCTGGGTACTCTTCTTGTATGTGTTTCCATATATCTCTATGGATTACCCA
GACAAGACACTACATCCATCCAACAAGGAGAAACAGCTICAAAGGAGAG)

CACIIGCTGCCCCGAGAGACAATGTCACTTTATTATTCAAGTTATACTGCTTGGCAGTGATGACCCTGATGGCTGCA
GTCTATACCATAGCTTTAAGATACACAAGGACATCAGACAAAGAACTCTACTTTTCAACCACAGCCGTGTGTATCACAG
AAGTTATAAAGTTATTGCTAAGTGTGGGAATTTTAGCTAAAGAAACTGGTAGTCTGGGTAGATTCAAAGCATCTTTAAG
AGAAAATGTCTTGGGGAGCCCCAAGGAACTGTTGAAGTTAAGTGTGCCATCGTTAGTGTATGCTGTTCAGAACAACAT
GGCTTTCCTAGCTCTTAGCAATCTGGATGCAGCAGTGTACCAGGTGACCTACCAGTTGAAGATTCCGTGTACTGCTTTAT
GCACTGTTTTAATGTTAAACCGGACACTCAGCAAATTACAGTGGGTTTCAGTTTTTATGCTGTGTGCTGGAGTTACGCTT
GTACAGTGGAAACCAGCCCAAGCTACAAAAGTGGTGGTGGAACAAAATCCATTATTAGGGTTTGGCGCTATAGCTATT
GCTGTATTGTGCTCAGGATTTGCAGTTCTTGCAAGTGTTGGTGGCCTCTACACTTCTGTTGTGGTTAAGTACACAGACAA
CATCATGAAAGGCTTTTCTGCAGCAGCGGCCATTGTCCTTTCCACCATTGCTTCAGTAATGCTGTTTGGATTACAGATAA
CACTCACCTTTGCCCTGGGTACTCTTCTTGTATGTGTTTCCATATATCTCTATGGATTACCCAGACAAGACACTACATCCA
TCCAACAAGGAGAAACAGCTTCAAAGGAGAE -

Figura 10. Secuencia del gen wt y del177 con oligonucleétidos marcados y secuencia
delex6n 6 sefialada.

A) Secuencia de la isoforma wt del SLC35A1. En color amarillo se encuentra marcado el

oligonucledtido sentido y en color azul se encuentra marcado el oligonucleétido anti sentido,

teniendo en letras rojas el codén de inicio y de paro, ademas de estar sefialada la secuencia
del exdn 6 (177 pb) en la isoforma wt. B) Isoforma del177 del SLC35A1. En color amarillo se

encuentra marcado el oligonucledtido sentido y en color azul se encuentra marcado el

oligonucleétido anti sentido, teniendo en letras rojas el coddn de inicio y de paro.
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7.2 PCR convencional de las isoformas wt y del177 del slc35al.

La amplificacion de la isoforma wt y dell77 se realizé de manera independiente con
la ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion (F530S, Thermo Fisher Scientific),

utilizando los reactivos que se muestran en la tabla 5 y utilizando el termociclaje que

se muestra en la Figura 10.

La tabla muestra el valor unitario que debe contener el tubo de PCR. En total por

cada PCR realizada se sometieron a termociclaje dos tubos; el primero con la

isoforma dell77y el segundo con el control negativo, agregando 1 pL de templado

para tener un volumen final de 25 pL.

Tabla 5. Reactivos y calculo parala amplificacion de las isoformas.

VOLUMEN UNITARIO

RECATIVOS (L)
H20 17.5
dNTP’s 0.5
hCST-His F 0.5l
hCST-HISnvo R 0.5
Phusion 0.25
Buffer HF 5x 5
TOTAL 24

X 3.5 reacciones

VOLUMEN TOTAL
(uL)

60.37

17.5

1.75

1.75

1.75

0.87

84

Templado del 177 / wt (W5)

1uL

TOTAL 25 pL en cada tubo
Taq PHUSION
Temp 98*C 98°C
_ 72°C 72°C
Time 0:30 | 0:10

70°C /Oi30

0:30

0:10  \ s

00

Figura 11. Termociclaje para la amplificacién de las isoformas wt y del177.

Tabla de las cantidades de cada reactivo que se usaron para crear el mix con el templado de las
isoformas wt y del177-SLC35A1, ademas se muestra el termociclaje que se utiliz junto con la

enzima Taq PHUSION




7.3 Purificacion de banda

La purificacion del producto de PCR de las isoformas wt y dell77 del SLC35A1 se

realizo utilizando el Gene Jet Gel Extraction Kit (Thermo Scientific kit No. KO691).

La banda del gel que contenia el amplicon deseado se corto sin excesos de residuos

de agarosa y sin exponer tanto tiempo el gel a la luz ultravioleta.

Posteriormente, la banda cortada se afiadié a un microtubo de 1.5 mL previamente
pesado y se agrego en relacion 1:1 el buffer denominado binding. Los célculos se

muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Calculo para el reactivo binding Buffer.

Determinacién del volume
a utilizar del binding

Buffer
0.9925 ¢g Peso del tubo Eppendorf vacio
1.5291¢g Peso del tubo + peso de la banda cortada
537¢ Peso neto de la banda

Después el tubo se incub6 a 55°C durante 10 minutos o hasta que la agarosa
estuviera totalmente disuelta. Una vez disuelta se centrifugé por 1 minuto a12,000
rpm, verificando que el color de la solucion sea amarillo lo que indica un pH 6ptimo

para el DNA.

Terminando la centrifugacion transfirieron un maximo de 800 pL de la solucién
amarilla a una columna de purificacion y se centrifugé por 1 minuto a 12,000 rpm,

desechando el centrifugado de los tubos.
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Posteriormente se afiadieron 700 yL de Buffer wash a la columna y se procedié a
centrifugar por 1 minuto a 12,000 rpm, para después ser desechado, y volver a

centrifugar la columna con la tapa abierta.

Finalmente, la columna se removid y se transfirid a un microtubo de 1.5 mL para
afadirle 50 uL de H20 grado molecular en el centro de la misma para centrifugar por

Gltima vez durante 1 minuto a 12,000 rpm.

Una vez terminada la centrifugacion se desechd la columna de purificacién, se

cuantificé y el material genético obtenido se guard6 a -20°C.

7.4 Clonacién de las isoformas en el vector PCDNA™3.1
DIRECTIONAL TOPO®

La clonacioén de las isoformas wt y del177 del gen SLC35A1 se realizo utilizando el
vector de clonacién pcDNA3.1D/V5-HisTOPO (Thermo Fisher Scientific K490001)
partiendo del templado obtenido por PCR convencional y purificado de acuerdo con

las instrucciones anteriores.

El vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO® tiene como caracteristicas sobresalientes un
promotor CMV y la opcion de una etiqueta C-terminal V5-His para una facil deteccion
de la proteina recombinante con un anticuerpo anti-V5 y una rapidapurificacion en

resina de niquel®®.

El mapa del vector se muestra en la figura 11. sefialando las enzimas de restriccion
gue lo cortan. La mezcla utilizada para la reaccion de clonacion con la isoforma
funcional dell77 y la variante silvestre se realizé utilizando la relacién 2:1 producto
de PCR: vector.

Esta reaccion de clonacion se realizé con 10 ng de producto de PCR purificado y 10
ng de vector pcDNA TOPO 3.1, los reactivos y volumenes utilizados se muestran en

la tabla 7.
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Tabla 7. Reactivos de protocolo de clonacion de laisoforma dell177.

REACTIVOS VOLUMEN
H20 3uL
Solucién salina 0.5 uL
Producto de PCR 2 uL
Vector pcDNA 3.1 0.5 uL
TOTAL 6 puL

(4560) SgrDI

BglIT (4582)
(4451) Sspi Mfel (4731)
Bpullol (4750)
(4127) Scal CMV enhancer
(4017) Pvul

NdeX (5054)

SnaBI  (S100)

AmER Promoter
(3647) Ahdl

HindIII (5472)
ACcOST  (3479)
Kpnl  (s4s2)
BamMI (5490)
End  (5523)
Start (1)
EcoRV (14)
NotI (33)
PaeR71 - PapXl -

Lco01091
Apal (5%)
Sacit (%)
BstBI (62)
Agel (112)
GxHis

on

PCONA™3.1/V5-His-TOPO®
5514 pb

Pmael (142}
Bbel (35))
(2754) Pl

Dyalll (667)
SexAl * (958)
Stul  (1190)
Avrll (1191)
(237%) Bstz171
(2323) BsmI

TspMI - Xmal (1212)

(1260)
Kasl (1400)
(2178) pfox Narl (1401)
Sfol (1402)
G PIUTT  (1404)
(1917) Rerll MscI (1483)
(1798) BasMIl

PAFL - Tehilll (1519)

Figura 12. Imagen del vector de clonaciéon pcDNA™3.1 Directional TOPO®.
Se muestra en el vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO vacio la regién en donde ocurre la ligacion
con el inserto y los elementos importantes como el promotor, la etiqueta de poli histidina,

sitios de corte de las enzimas de restriccion, sitios de los oligonucleotidos T7 y BGH Reverse
y el gen de resistencia a ampicilina.
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7.5 PCR de colonia

Para la PCR de colonia se utilizaron 8 colonias crecidas en medio LB con antibi6tico

(ampicilina) y se realiz6 una PCR con los reactivos mencionados en la tabla 8.

Estos productos fueron analizados mediante una electroforesis en gel de agarosa al
1.5% (MB14402, nzytech) en buffer TAE 1X utilizando como marcador de peso

molecular la escalera Gene Ruler 1 kb plus (SM1333, Thermo Scientific™).

Posteriormente las colinas positivas fueron preparadas en glicerol al 15%, medio LB

y se almacenaron a -80°C para su preservacion.

Tabla 8. Reactivos y volumenes para PCR de colonia.

VOLUMEN UNITARIO VOLUMEN TOTAL

RECATIVOS ) (ul)
H20 17 161.5
MgCl2 2.5 23.75
NH4SO4 2.5 . 23.75
dNTP’s 05 X 9.5 reacciones 275
hCST-His F 0.5 4.75
hCST-HISnvo R 0.5 4.75
Taq 0.5 4.75
TOTAL 24 228

Mas un microlitro de templado a cada tubo hace un total de 25ulL.

7.6 Purificacion de plasmido

La purificacién de los plasmidos se hizo por kit utilizando el Gene Jet Plasmid
Miniprep Kit (K0502, Thermo Fisher Scientific).

La purificacién del plasmido se realizo a partir del in6culo preparado previamente y
el pellet se colectd mediante centrifugacion a 8000 rpm durante 2 min. a TA.
El sobrenadante fue desechado y el pellet obtenido se resuspendiéo en 250 pL de

solucion de resuspension proporcionada por el Kit, suplementada con ARNasa A.
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Posteriormente, se adicionaron 250 uL de solucién de lisis mezclando por inversion
e incubando por maximo 5 minutos a TA. Al terminar la reaccidn se adicionaron 350

pL de solucién de neutralizacion mezclando por inversion.

El lisado de bacterias se centrifugd a 13500 rpm durante 5 min. El sobrenadante se
transfiri6 a una columna de purificacion proporcionada por el kit y se centrifugo
nuevamente a 13500 rpm durante 1 min. El sobrenadante fue descartado y la
columna de purificacion fue lavada con 500 pL de solucion de lavado (diluido

previamente con etanol 100%) y centrifugado a 13500 rpm durante 1 min.

El sobrenadante fue descartado y se afiadieron nuevamente 500 pL de solucién de
lavado y se centrifug6 a 13500 rpm durante 1 min. El sobrenadante se descart0 y se

centrifugé nuevamente a 13500 rpm para retirar los residuos de la solucién de lavado.

Finalmente, se agregaron 50 uL de H20 grado molecular a la columna y se incubé
durante 2 min. a TA. Posteriormente, se centrifugd a 13500 rpm durante 2 min. El
sobrenadante colectado corresponde el plasmido purificado, el cual fue cuantificado
en el Nanofotometro IMPLEN y almacenado a -20°C.

7.7 Ensayo de restriccion de las construcciones de TOPO-HIS con AVA |

Para verificar que la direccionalidad del inserto fuera la correcta se realizé un ensayo
de restriccion de 2 colonias de cada isoforma utilizando la enzima Eco881 (AVA
1) (No. ERO0381, Thermo Fisher Scientific).

La mezcla de reaccion se incubo a 37°C durante 3 horas y la enzima se inactivod

incubando la reaccién a 65°C durante 20 minutos. La mezcla de reaccion que se

hicieron para cada isoforma se muestra en las tablas 9 y 10.
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Los productos del ensayo de restriccion fueron verificados mediante electroforesis

con un gel de agarosa al 1%. En las tablas 11 y 12 se muestran los cortes de la

enzima en sentido 5°-3" del promotor y 3°-5" del mismo para cada uno de los

templados que se utilizaron (wty dell177).

Tabla 9. Ensayo de restriccion con templado del177.

Digestion con Aval |
H20 3.5uL
Buffer Tango
10X 2L
Ava | (10 U/uL) 1uL
DNA
(del177) 13.5 pL (0.2 pg/pL)
TOTAL 20 pL
Tabla 10. Ensayo de restriccion con templado wt.
Digestion con Avall
H20 7 uL
Buffer Tango 2L
Ava | (10 U/uL) 1L
10 pL (2.7 pg/
DNA
(wi) ul)
TOTAL 20 uL
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Tabla 11. Cortes con enzima de restriccion Ava | con el DNA wt como templado.

Cortes con enzima Ava | (wt)

Cortes en sentido 5-3" al Cortes en sentido 3°-5" al
promotor promotor
Corte 1 4301 pb Corte 1 5293 pb
Corte 2 1173 pb Corte 2 1173pb
Corte 3 1054 pb Corte 3 62 pb

La enzima de restriccion Aval crea dos cortes en el vector sin inserto, en 984 pb y
2157 pb y con el inserto se aflade un corte mas en la posicion 39 pb en sentido 5°-3

al promotor y 794 pb en sentido 3"-5" al promotor.

Tabla 12. Cortes con enzima de restricciéon Ava | con DNA dell177 como templado.

Cortes con enzima Ava |

Cortes en sentido 5"-3" al Cortes en sentido 3°-5" al
promotor promotor
Corte 1 4331 pb Corte 1 5086 pb
Corte 2 1173 pb Corte 2 1173 pb
Corte 3 847 pb Corte 3 92 pb




7.8Secuenciacion de Sanger para  verificar la  secuencia de
piita

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 13.
Para las dos secuencias del transportador de CMP-Acido sialico se enviaron conlos

oligos que proporcion6 el kit pcDNA™3.1 Directional TOPO® Expression Kkit
(K490001), el oligo forward T7 y el oligo reverse BGH Reverse.

Tabla 13. Protocolo para analisis de plasmidos por secuenciacion de Sanger.

Protocolo para secuenciacién

Oligonucleétidos 10 pmoles

Plasmido purificado 300-500ng

Agua grado molecular =

Volumen final 16 uL

7.9 induccion de proteinas con IOTG

Para la realizacidon de este experimento se elabor6 primero una escalera a diferentes
concentraciones de IPTG: 0.1mM, 0.5mM y 1M para saber la concentracion éptima

de IPTG en el indculo con las isoformas
ejecutaron dos protocolos distintos para una induccion de la expresion de la proteina

preliminar incubando las bacterias E. Colitransformadas con la isoforma deey del177
del SLC35A.
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7.9.1 Protocolo de extraccion de proteina con lisozima
Las bacterias transformadas con las isoformas wt-SLC35A1 y del177-SLC35A1 se
inocularon en 25 mL de medio LB con 0.1 mg/mL ampicilina y se incubaron overnight
a 37°C a 200 rpm. Este cultivo sirvio de indculo y posteriormente se diluy6 1:10 en
un matraz de 500 mL con 250mL de medio LB con ampicilina e IPTG 1mM (R0392,

Thermo Scientific) y se incub6 hasta alcanzar una D.O de 0.4 - 0.6.

Pasado ese tiempo se centrifugd a 3000 g por 15 minutos a 4°C y se decanto el
sobrenadante para poder pesar el pellet himedo. Después el pellet se lavo se lavd
con 5 mL de buffer de lavado (Tris-HCI 200mM, glicerol20%, EDTA 5mM y H20

estéril), se centrifugd a 3,000g durante 15 min. a 4°C y se decanto.

El pellet se resuspendio en buffer de lisis (Tris-HCI 200mM, glicerol al 20%, EDTA
5mM, SDS 20% y H20 estéril) (3 mL por gramo de peso humedo), se afiadio lisozima
al 0.1% w/v y se dej6 incubando por 30 min. en agitacion a 4°C. Posteriormente, se
afiadié NP-40 (Ilgepal) al 0.5%, MgCl2 5mM y se mezclé por 30 minutos a 4°C. El
extracto se centrifugd a 23,000g por media hora a 4°C, se separo el sobrenadante y

se congelo a -20°C.

Al pellet sobrante se le agregé 3 mL de buffer A, tabla 16 y se sonic6 por 10 — 15
segundos cada 10 minutos durante 1 hora, posteriormente se centrifugd a 12,000g
por 30 min. El sobrenadante se separé y se le afadieron 5mL del buffer B, tabla 17
con 10 pL de inhibidor de proteasas y 0.0192g de DTT, El sobrenadante se incubd

overnight en agitacién a 4°C y el pellet se congel6 a -20°C.

Tabla 14. Reactivos y cantidades para la preparacion del Buffer de lavado.

Reactivo Cantidad
Tris-HCI 1M pH8.8 4 mL
Glicerol 20% 4 mL
EDTA 5mM 200 pL
H20 estéril 11.8 mL
Volumen final 20 mL
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Tabla 15. Reactivos y cantidades para la preparacion del Buffer de lisis.

Reactivo Cantidad
Tris-HCI 1M pH8.8 4 mL
Glicerol 20% 4 mL
EDTA 5mM 200 pL
H20 estéril 5.3 mL
SDS 20% 1.5mL
Volumen final 15 mL

Tabla 16. Reactivos y cantidades para la preparacion del Buffer A

Reactivo Cantidad
Tris-HCI 50 mM
pH8.8 0.1514 g
Urea 8M 12 g
EDTA 5mM 0.0365 g
Volumen final 25 mL

Tabla 17. Reactivos y cantidades para la preparacion del Buffer B.

Reactivo Cantidad
Tris-HCI 50 mM
pH8.8 0.1514 g
Glicerol 20% 5 mL
MgCl2 10 mM
hexahidratado 0.0508 g
Volumen final 25 mL
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7.9.2 Protocolo alternativo de extraccion de proteina con sarkosyl y bug

buster

Dos inoculos de 25mL de bacterias transformadas con la isoforma wt y otro para la
muestra no inducida en medio LB con ampicilina se incubaron overnight a 37°C y 200
rpm. Al dia siguiente el in6culo se diluy6 1:10 en matraces de 500 mL con 250mL de
medio LB con 0.1 pg/mL de ampicilina y se incubaron hasta alcanzar una D.O de 0.4
- 0.6nm. Posteriormente, al cultivo se le adicion6 IPTG 1mM y se incubaron durante

4 horas y 45 minutos a 37°C y 200 rpm.

Pasado este tiempo el cultivo se centrifugé a 3,000g durante 15 min. a 4°C, se
desechd el medio LB, se peso el pellet y se lavé con 5mL de buffer de lavado,

después se centrifugd a 3000g por otros 15 minutos y se desecho el sobrenadante.

Al pellet se le afiadieron 2 mL de Bug Buster (70584-4, Mili Pore) con 1 pL de inhibidor
de proteasas y 0.03 g de Sarkosyl (L5125-5006, SIGMA). La mezcla se dej6
incubando en agitacién por 20 min. a TA a 80 rpm, seguido de eso se centrifugé a
16,000 g por 20 min. a 4°C.

El sobrenadante fue dializado y concentrado, y al pellet se le afiadieron 0.025mg de
lisozima 1 KU/mL de Bug Buster diluido 1:10 y se dej6 incubando 5 min. a TA. Pasado
el tiempo el sobrenadante se centrifug6b a 5,000 g durante 15 min. a 4°C. El

sobrenadante obtenido se colocé en un tubo de 15 mL nuevo y se congel6 a -20°C.

El pellet fue resuspedido en 1mL del Bug Buster diluido 1:10, se mezcld por vortex y

se centrifugd a 5,000g durante 15 min. a 4°C (este paso se repitié una segunda vez).

Los sobrenadantes se desecharon y al pellet se le agregaron 200 uL de Bug Buster

diluido 1:10 para congelarlo a -20°C.
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Este ultimo pellet de centrifugacién y sobrenadantes de cada protocolo junto con la

muestra no inducida se analizé mediante western blot como se indica mas adelante.

7.10 Didlisis de extracto proteico

El primer sobrenadante del protocolo utilizando sarkosyl y Bug Buster se dializo
cortando una membrana de celulosa a la longitud correcta y se sumergié en agua
destilada para que se hidratara y se abriera de manera mas facil sin llegar a
lastimarla, se procedid a atar un extremo y por el otro empezar a vaciar el

sobrenadante con la proteina de interés y cerrarla con otro nudo.

Con un trozo de hilo se amarrd la bolsa de dialisis de un extremo a un agitador
magnético y se introdujo en un vaso de precipitados de 1L llenado previamente con
agua destilada teniendo en el fondo otro agitado magnético de mayor tamafio que el

primero.

El vaso de precipitados se coloc6 en una parrilla de agitacion como se muestra en la
figura 12 y se dejo dializando durante 5 dias a 4°C teniendo un cambio de agua cada
12 horas.

Figura 13. Representacion grafica del montaje de la didlisis.

En la figura se observa la bolsa de dialisis que contiene el sobrenadante con la proteina
amarrada a un agitador magnético el cual mediante por atraccidbn magnética se mantiene en
el fondo de vaso de precipitados para una mejor agitacion.
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7.11 Concentracién de proteina

Para concentrar el primer sobrenadante del protocolo alternativo ya dializado se

vacio con una micropipeta con punta azul justo en el centro del filtro de centrifuga
MWCO con un tamafo de poro de 10nm.

El tubo de concentracion se centrifugé a 6,000g durante 1 hora a 4°C como se
muestra en la figura 13 y desecho el sobrenadante, con otra punta azul se transfirié
la proteina concentrada mezclando con la misma punta la parte interior del filtro para

gue no queden residuos a un tubo falcon nuevo de 15 mL.

- ________ Tubo Spin-X

* UF 20 MWCO

Proteina
* concentrada

-------- + Sobrenadante

Figura 14. Representacion gréfica de la proteina concentrada.

En la figura se muestra ya la proteina concentrada con el sobrenadante que se desecha.

7.12 Cuantificacion de proteina con albumina

La proteina dializada y concentrada se cuantificé por el método de BCA haciendo
primero diluciones de la albumina de suero bovino (Equitech-Bio-BAH62), en
microtubos de 600 uL, de 1mg/mL, 500 pg/mL, 250 ug/mL, 125 ug/mL y 62.5 ug/mL.

Posteriormente, se rotularon 4 microtubos mas que se utilizaron para hacer dos

diluciones (1:10 y 1:50) con la isoforma wt y del177 respectivamente.
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A ese total de microtubos se les afiadié 200 pL de la solucién de acido bicinconinico
(Sigma-Aldrich-B9643-1L) y CuS0O4 (Sigma-Aldrich-C2284) en una relacién 1:8, se
mezcld por vortex y se taparon con papel aluminio para dejarlos incubar en la

incubado Incu-Shaker mini Benchmark por media hora a 37°C.

Finalmente, la densidad 6ptica se determiné en un nanofotdmetro IMPLEN.

8.0 WESTERN BLOT DE EXTRACCIONES

8.0.1 Preparacion de geles.

La preparacion del gel separador se realizd a una concentracion del 13%, utilizando
los reactivos de la tabla 18, hasta homogeneizarlo y vaciarlo entre los cristales de 1.5

mm de grosor.

Tabla 18. Reactivos y cantidades para la preparacién del gel separador.

Reactivo Cantidad
Acrilamida al
0,
30 /"é?S'B de 1.67 mL al 30%.
acrilamida
Tampon tris
1.5 M pH 8.8 .25 mL
SDS al 10% 50 uL
H20
Destilada 2.03 mL
APS al 10% 25 uL
Temed 6 uL

Para eliminar las burbujas y mantener la tension superficial del gel se afiadié un poco

de etanol al 70%. Al solidificar el gel se retiro el etanol con un papel absorbente.

Posteriormente se prepard el gel concentrador a la misma concentracion del gel
separador con los reactivos de acuerdo con las cantidades que se muestran en la

tabla 19.
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Tabla 19. Reactivos y cantidades para la preparacion del gel concentrador.

Reactivo Cantidad
Acrilamida al
30%/0.8 de bis 0.2 mL al 30%
acrilamida
Tamp&: 23”?3 0.5M 0.5 mL
SDS al 10% 120 pL
H20 destilada 1.3 mL
APS al 10% 10 uL
Temed 25uL

Las muestras se cargaron en geles al 13% y se migraron durante aprox. 1 hora a 40mA. con
1.5mm de grosor. Utilizando los siguientes reactivos para el gel separador: H20
miliQ, Tris (Calbiochem 9210), acrilamida al 30% con 8% de bisacrilamida, SDS al
10 % (Calbiochem 7910), persulfato de sodio al 10% y TEMED (BIORAD-161-0801).
Para el gel concentrador: H20 miliQ, Tris (Calbiochem 9210), acrilamida 30% con
8% de bisacrilamida, SDS 10% (Calbiochem 7910), persulfato de sodio 10% y
TEMED (BIORAD-161-0801).

Las muestras proteicas de los geles se cargaron con buffer Laemmli 5X (Tris-HCI1.0
m, pH 6.8, SDS, glicerol, B-Mercaptoetanol y azul de bromofenol) y buffer SB.
Previamente fueron colocadas en ebullicién a 100°C durante 10 min. Posteriormente,

se realizé la transferencia en forma semi-seca y las proteinas del gel se transfirieron por 30
min. a 400mA.

Finalmente, se bloquea la membrana sumergiéndola en un tampon de bloqueo PBS
con 5% de leche descremada en polvo) y se deja en agitaciébn durante 1 hora.
Pasado el tiempo se retira el tampén, se aflade un anticuerpo diluido en este caso
un anti-His 6X (MA1-21315, Thermo Fisher Scientific) en una concentracion de
1:5000 y la membrana se incubd durante 12 horas en agitacion overnight a
4°C.Pasado ese tiempo se lavo con TBS-T al 0.1%, 5 lavados de 10 min a 80 rpm

durante 50 min
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La membrana se lava con TBS-Tween al 0.1% en cinco ocasiones colocando la

membrana en agitacién con una duracién de 10 min cada lavado®°.

9.0 RESULTADOS

9.1 Amplificacibn del gen del transportador de CMP-acido sialico. por PCR

convencional.

La temperatura de alineamiento de los oligos (Forward hCST 5"CAC ACT GGC TGC
CCC GAG A3 Y Reverse hCST-HISnvoR 5"CAC ACC AAT TCT CTG CTT TGAS3') se
determind utilizando un gradiente de tm. La isoforma wt amplificé a tres temperaturas
diferentes (60°C, 65°C y 70°C) utilizando la ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion
y a 70 °C se obtuvo una banda mejor definida de 1014 pb, figura 14.

60°C 65°C 70°C

1500pb
1 OOOEb 1014pb

Figura 15. PCR convencional con gradiente de isoforma wt

En la imagen del gel se muestra la amplificacion del SLC35A1 a 3 temperaturas diferentes 60, 65
y 70 °C.

9.1.1 Amplificacion de las isoformas wt y dell77 del transportador de CMP-acido
sialico. (SLC35A1).

Después de determinar la temperatura 6ptima de alineamiento se amplifico la isoforma

wt y dell77 del SLC35A1 para corroborar el tamafio de cada isoforma, obteniendo

1014 pb de la isoforma wt y 837 pb de la isoforma dell177, figura 15.

56



wt  del177 ()

1500pb
—
1000pb
T Ty

700ph

Figura 16. Amplificacion de las isoformas wt y del177.

Imagen en la que se sefala con las flechas de lado derecho el peso correspondiente de la
banda de cada una de las isoformas y de lado izquierdo el peso del marcador molecular.

9.2 Andlisis de la clonacion de la isoforma wt del SLC35A1 en el vector de clonacién
pcDNA™3.1 topo.

La isoforma wt se clon6 utilizando el vector pcDNA™3.1 Topo y se obtuvieron 37
colonias, de las cuales se purificaron 4 plasmidos. Los plasmidos se utilizaron como
templado en una PCR convencional con los oligos hCST-His F y hCST- HISnvo R.
Dos amplificaciones de los plasmidos coincidieron con el tamafio del inserto wt (1014
pb) y no presentaron especificidades como las bandas 1 y 4. Los plasmidos se

numeraron como 2 y 3 respectivamente, figura 16.

1500pb
1000pb
700pb

1014pb

Figura 17. PCR de laisoforma wt del SLC35A1 clonada en el vector pcDNA 3.1 Topo.

9.3 Andlisis de la clonacion de la isoforma dell77 del SLC35A1 en el vector de
clonacion pcDNA™3.1 topo.

La isoforma del177 del SLC35AL1 se clond utilizando el vector pcDNA™3.1 Directional
Topo y se obtuvieron 44 colonias, de las cuales se purificaron cuatro plasmidos y se
procedio a realizar una PCR convencional utilizando los oligos hCST-His F y hCST-
HISnvo R. Se identificaron 2 plasmidos con el tamafio esperado (837 pb) y se
numeraron como 1y 3, figura 17.
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1500pb —
1000pb —
700pb —»
500pb —

837pb

Figura 18. PCR de laisoforma dell177 del SLC35A1 en el vector pcDNA 3.1 Topo.

En la imagen se muestra el producto de PCR utilizando como templado las purificaciones
plasmidicas de las colonias (1-4) siendo el ultimo carril el control positivo para asegurar que las
bandas se encuentren en el peso correcto.

En los resultados preliminares obtenidos se lograron obtener colonias positivas con el
plasmido en la direccién 3"a 5°con respecto al promotor.

9.4 Secuenciacion de Sanger de las construcciones con las isoformas wt y del188 del
SLC35A1

Las secuencias obtenidas del proceso de secuenciacion de las construcciones wt-
SLC35A1 y dell77-SLC35A1 se alinearon con las isoformas wt (NM_006416.5) y
dell77 (NM_001168398.2) del SLC35A1 obtenidas de la plataforma NCBI. Se verificd
gue ambas secuencias presentaran el codén de inicio, codén de paro y la secuencia
correspondiente a la cola de polihistidina CAT CAT CAC CAT CAC CAT (6 aa).

Los cromatogramas correspondientes a las secuencias wt y dell77se muestran en las
figuras 19 y 20, ambas secuencias se analizaron con los oligos T7 y BGH los cuales
sirven para leer las secuencias de manera completa, e indicaron que la secuencia de
polihistidina se encuentra incorporada en el inserto y ambas secuencias no

presentaron cambios mutaciones puntuales.
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wt

CCAGTACCCT T CAC IC‘.G CTGCCCCGAG AG ACAAT

GT CTTG:’-‘-.CCCTTCF—'-.CCGCTGCCCCG AGAGACAATGT

ool

Figura 19. Cromatogramas de las isoformas wt y dell177

Alineamiento correspondiente a la isoforma wt y del 177. El cuadro rojo indica el
codon de inicio.

wi

ATT CTACGCGBTAC CGGT|C ATCATCACCAT CA C CA T

dell77

Figura 20. Cromatogramas de las isoformas wt y del177

El cuadro rojo indica la secuencia correspondiente a la secuencia de poli
histidina.
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En los resultados preliminares obtenidos se lograron obtener colonias positivas con el
plasmido en la direccion 3"a 5°con respecto al promotor.

9.5. Protocolo de extraccion con Sarkosyl/bugbuster.

Las bacterias transformadas con las contrucciones wt y dell77 del SLC35A1 se
cultivaron en 150 mL de medio LB liquido matraz de 250 mL de cultivo suplementado
con IPTG. El peso humedo obtenido fue de 10 g de bacterias. Utilizando el
procedimiento de extraccion con Sarkosyl y Bugbuster se obtuvieron 4 fracciones.
La concentracion del lisado proteico obtenido con el protocolo con Sarkosyl y
BugBuster se muestran en la tabla 20.

Tabla 20. Resultados de la concentracion de la isoforma wt.

Dilucion Cuantificacion
Resultado 7,095.65 pg/mL
La  Muestra mas Dilucidn > Blanco
concentrada
T d | ™
| ) )
Yy 99 7 9 ¥
wt i
> -~
1:10 1:50

isoforma wt-SLC35A1 se utilizd en primera instancia debido a que existen reportes

de su expresion en E. coli’®.
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Figura 21. Cuantificacion por el método de BSA de la isoforma wt del transportador
de CMP-&cido sialico humano.

Imagen de las diluciones 1:10 y 1:50 de las muestras de lisado del gen SLC35A7 de la
isoforma wt del CST.

Este protocolo contiene dos reactivos los cuales actian de una manera en la que no

interrumpen la interaccion de la etiqueta de poli-histidina en el proceso de extraccion.

Ademas, el reactivo Sarkosyl es un detergente con una carga negativa, que provoca
una desnaturalizacion menor de las proteinas, interrumpe los agregados proteicos y
las interacciones proteina-proteina sin afectar la funcién de la misma ademas de
contribuir a la lisis celular y de esta manera disolver los cuerpos de inclusién que se

creian contenian a la proteina del transportador’®:°,

Las muestras proteicas de las bacterias transformadas con la construccion de la

isoforma wt SLC35 se cargaron con buffer Laemmli 5X , figura 21.

- kDa

«— 70
«—— 55
«—— 35
«— 25

Figura 22. Gel de electroforesis desnaturalizante tefiido con azul coomasie.

Gel de acrilamida al 13% donde estan numerados los carriles de acuerdo al orden de carga
de las fracciones proteicas de la isoforma wit.

1. Pellet final, 2. Pellet del sobrenadante dializado, 3. Primer sobrenadante de la extraccion
proteica, 4. Sobrenadante dializado y concentrado, 5. Sobrenadante concentrado 1 hora.
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El andlisis del gel de electroforesis pemitié identificar un patron de bandeo del lisado
total observando que las posibles bandas que se encuentran arriba de 35kDa es la
proteina del transportador de CMP-Sia, ademas estos lisados no presentaron lisis
proteica y posiblemente corresponden al transportador lo cual no se pudo corroborar
ya que no se conto con un control con el que se pudiera comparar.

Después de este resultado, se realizé un experimento de Western blot utilizando el

anticuerpo anti-His 6X acoplado a alexa flaor 647 figura 22.

kDa

<«— 250
<+— 130
<+— 100

¢ 70
<4+— 5§

+— 25

<«— 15

<«— 10

Figura 23. Membrana incubada con anticuerpo anti-His 6X con Alexa Fluor 647

En la membrana se encuentran numerados los carriles de acuerdo al orden de carga. 1.
Ultimo sobrenadante dializado y concentrado, 2. Sobrenadante concentrado 1 hora, 3.
Primer sobrenadante, 4. Pellet final de la extraccio proteica, 5. Pellet del sobrenadante
dializado, 6. Control positivo con etiueta de polhistidina.

En imagen se observan las bandas de interés en el carril 4 y 5 enmarcadas con el
recuadro blanco, por lo que se discute que hubo una pérdida parcial de la proteina
pero se puede ver que se obtuvo una integridad en las bandas y los pesos de las

bandas mas intensas se encuentran en el rango esperado.

En esta membrana se utilizé un anticuerpo anti-His 6X acoplado a Alexa fluor 647
con la finalidad de detectar la etiqueta de polihistidina que se induce junto con la

proteina y permitio detectar el CST.
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Debido a que las extracciones con Sarkosyl no fueron los resultados esperados ya
gue no se obtiene el bandeo en la parte soluble unicamente en los pellets y que en
el gel tefiido junto con la membrana revelada se apreciara la banda de interés mejor

identificada en los pellets se decidi6 investigar y aplicar un protocolo alternativo.

9.5.1 Analisis de lisados extraidos con lisozima.

La cuantificacion proteica de los lisados obtenidos de las bacterias transformadas
(10 g de peso humedo) con las construccion wt y dell77 del SLC35A1 y extraidas

con el protocolo que contiene lisozima se muestran en las tablas 21 y 22.

Tabla 21. Resultados de la concentracién de las isoformas wt y del177.

Cuantificacion de lisado de
Dilucion bacterias transformadas con
la isoforma wt
Resultado 9,476.1 pg/mL
Dilucion Cuantificacion de lisado de bacterias
transformadas con laisoforma del177
Resultado 9,618.85 ug/mL

Muestra mas o
Dilucion

concentrada R Blanco
L TR A A
wt del177
S -',4:""-»'*

»

1

E o
¥ ' 14 W# g 1:50

Figura 24. Cuantificacién de proteina total obtenida de lisado de bacterias
transformadas con las isoformas wt y del177 del CST.
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Diluciones 1:10 y 1:50 de las isoformas wt y del177 delCST, respectivamente.

Con este protocolo se realizé un experimento de SDS-PAGE el cual se transfirio a

una membrana de PVDF y se tifié con rojo ponceau, figura 25.

Figura 25. Membrana tefiida con rojo ponceau. Lisado total obtenido con lisozima.

El orden de carga de esta membrana se sefiala a continuacion: 1. Control positivo, 2. Pellet
del sobrenadante dializado, 3. Pellet final, 4. Primer sobrenadante, 5. Sobrenadante
concentrado 1 hora y 6 .Sobrenadante dializado y concentrado. Dentro del recuadro negro

se sefialan las posibles bandas que corresponderian al CST.

9.6 Andlisis por PCR de los insertos de las isoformas wt y del177 del SLC35A1.

Para verificar que las colonias utilizadas en el proceso de extraccion proteica
mantuvieran la expresion de las isoformas wt y del177 del SLC35A1, se realiz6 una

PCR del plasmido purificado, teniendo como resultado la figura 25. en donde se

distingue que las colonias aun preservan el inserto.
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Colonia Ctrl Colonia Ctrl

2 + 3 +
1500ph
1000ph 837pb
—_— [ 1
700ph i g
- del177

Figura 26. PCR de colonias transformadas con laisoformawt y del177 del SLC35A1

En la figura se muestran las bandas correspondientes a cada isoforma wt-SLC35A1
(1014 pb) y dell77-SLC35A1 (837 pb) con su respectivo control positivo,

demostrando que aun contienen el inserto respectivo

10.0 CONCLUSIONES

e Las isoformas wt y dell77 del SLC35A1 se amplificaron, clonaron y
expresaron en el vector de clonacion pcDNA™3.1 Directional TOPO®

e Los protocolos de extraccion de proteina de las bacterias transformadas con
las isoformas wt y dell177-SLC35A1 se lograron estandarizar, obteniendo
mayor rendimiento proteico con lizosima protocolo.

e La isoforma silvestre se logré fraccionar en pellet y sobrenadante;
determinando en algunos experimentos de Western blot bandas con un
peso molecular similar a los reportados en E. coli, sin embargo no se logré
visualizar la isoforma dell77.

e La cepa de E. Coli, Mach One podria no ser la indicada para la expresiéon
de la proteinas de membrana como las isoformas wt y del177 del CST.

e No se logro purificar de manera total ni confirmar la estructura peptidica de
la isoforma funcional dell77-SLC35A1, pero se sentaron las bases para

continuar con el proyecto en el laboratorio.
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11.0 PERSPECTIVAS

o Expresar la isoforma wt y dell77 del transportador de CMP-acido sialico
humano en la cepa BL21 Gold 3 de E. coli.

12.0 ANEXOS

12.1 PREPARACION DE SOLUCIONES PARA OBTENER CELULAS

MACH ONE
Buffer TB: La preparacion de 1 L de buffer TB se realiz6 disolviendo 3.24 g de Pipes,
1.93 g CaCI2.H20 y 18.63 g KCI en agua destilada. Se ajust6 el pH a 6.7 utilizando
KOH 2.5 N y una vez ajustado se adicion6 6.92 g de MnCI2. Al finalizar se procedio

a filtrar la solucion en una membrana de 0.22 ym y se almacend a 4 °C hasta su uso.

12.2 PREPARACION DEL MARCADOR DE PESO MOLECULAR
GENERULER 1 KB PLUS DNA

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

12.3 PREPARACION DE BUFFER TAE 50 X

La preparacion de 100 mL de buffer TAE 50x se realizo pesando 24.2 g de tris base
en un vaso de precipitado de 250 mL, se le afladieron 25 ml de agua destilada y
posteriormente se coloco en una patrrilla de agitacion hasta su disolucion. Una vez
disuelto el reactivo tris base, se agregd 5.71 mL de acido acético glacial. Después
se midieron 10 mL de EDTA 0.5 M en una probeta y se afiadieron al mismo vaso de
precipitado. Finalmente, la solucidén se aforé a 100 mL en una probeta y se traspasoé

a su contenedor final.
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12.4 PREPARACION DE MEDIO LB SOLIDO CON ANTIBIOTICO

La preparacion de 250 mL de Medio LB se realiza disolviendo en agua destilada 2.5
g de peptona, 1.25 g de extracto de levadura y 2.5 g de NaCl. Posteriormente se
agrega 3.75 g de agar y se transfiere a un matraz y se tapa con un tapoén hecho de
algodon y gasas. El medio se esteriliza en una autoclave durante 15 min. Luego se
deja entibiar y se agrega 0.1 mg/mL de ampicilina. Finalmente, el medio se vierte en
cajas Petri de 100x 15 mm y una vez que se enfrian, se reservan boca abajo a 4 °C
hasta su uso.

12.5 PREPARACION DE MEDIO LB LIQUIDO CON ANTIBIOTICO

La preparacion de 250 ml de Medio LB liquido se realiza disolviendo en agua
destilada 2.5 g de peptona, 1.25 g de extracto de levadura 'y 2.5 g de NaCl en un
matraz. Posteriormente, el medio se esteriliza tapado con un tapén de algodon y
gasas en una autoclave durante 15 min, se deja enfriar a TA 'y se agrega 0.1 mg/ mL

de ampicilina. Finalmente se reserva a 4 °C hasta su uso.

12.6 PREPARACION DE MEDIO SOC

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

durante 30 min y posterior a eso se guarda a 4 °C hasta su uso.

12.7 PREPARACION DE GLICEROLES DE LAS CLONAS POSITIVAS

Las clonas positivas fueron incubadas en tubos de ensayo con medio LB liquido con
ampicilina y se incubaron a 37 °C durante 12 h, posteriormente se colocaron 850 pL
del cultivo obtenido en un microtubo de 1.5 mL, se le afiadieron 150 uL de glicerol
estéril y se resuspendié suavemente el volumen completo. Inmediatamente, se

procedié a congelar los tubos a -80 °C.
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12.8 PREPARACION DE BUFFER DE CORRIDA PARA WESTERN
BLOT

Para la preparacion de 1L de buffer de corrida se mide en una probeta 200ml del
stock Tris-Glicina 5x, 800ml de H20 destilada y se pesa 1 g de SDS, se vacia a un

bote con tapa y se mantiene en refrigeracion a 4°C hasta su uso.

12.9 PREPARACION DE BUFFER DE TRANSFERENCIA PARA
WESTERN BLOT

Para la preparacion de 1L de buffer de transferencia se mide en una probeta 200ml
del stock Tris-Glicina 5x, 600ml de H20 destilada y 200ml de MeOH al 20%, se vacia

a un bote con tapa y se mantiene en refrigeracion a 4°C hasta su uso.

12.10 PREPARACION DE ACRILAMIDA PARA GELES DE
ELECTROFORESIS

La preparacion de la acrilamida se comienza disolviendo con mucho cuidado y
respirar tanto 30g de acrilamida, 0.8g de bisacrilamida en un vaso de precipitados
con 100 ml de H20 destilada, la solucion ya disuelta se transfiere a un frasco ambar
con tapa y se mantiene a 4°C hasta su uso.
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PRESENTE

Por medio del presente le informamos que después de revisar la version escrita de la tesis que
realiz6 la C. NAVARRETE CABRERA GABRIELA con numero de matricula 10018679 cuyo titulo
es:
Clonacion, expresion y purificacion de la isoforma funcional del177 del
transportador de CMP-acido sialico humano

Consideramos que Sl reune los méritos que son necesarios para continuar los tramites para
obtener el titulo de LICENCIADO EN CIENCIAS AREA TERMINAL DE BIOQUIMICA Y
BIOLOGIA MOLECULAR.

Cuernavaca, Mor a 9 de octubre del 2023

Atentamente
Por una universidad culta
Una universidad de excelencia
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Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
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| presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
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Sello electrénico

MAGDALENA GUERRA CRESPO | Fecha:2023-10-09 19:03:21 | Firmante
mxkGRKuL70zQM7DFiJBv6Fu/q7+FKz8YZ61DDy3BnkfM3d6XDI2nuY3T1xpYYdmLVWmKOmMQo2nsLnwKsTimiusOBNMF8LIJRODesRbGMnPD501h4iCOd011wUPITVyxHhDDt
t8Zu5sel6+8N9f+ZygOR9IBUSZSRzb2b2Cyu0j33x+9ykWKbHrFBvd5sK3ZXSGU20eMgZOA+Posx0TJ2pQn/JjubyPkzrV//41bzDC3h8Yyn7V5gjwU49sc6SGBfYP4AhOoQEQEaDW
A8INL1QJI1E2xI/HQsNVOz1ov8m4J7FRQT2Z5Pq9XYjOtc+P1G9B7yU8id/GMvSSEmMBIJrBUVFXQ==

RODRIGO SAID RAZO HERNANDEZ | Fecha:2023-10-09 21:46:10 | Firmante
IJOHIA7MOIRSXGnNRyV+MNP8RxHpy6sa8Zwi/2wyh6/AS6LoFk4ZHOIVIE7a/pFYIGVtU+AJSBWO0+3PZ0ex9uT+TefY4AENHddA71JdjjCHcY JL4tzsheGISF+h/Bnl0OgDEcnT4vusqOC
50wh3UINCVEN/qJVd1P0gnmigAF+{fiMOVd56q0UZmNDE6vJ+75VFv/QnOJa0hZHoAJureyfyJD+zjMGLKvfocAaPcSkjaQCbOmTykVD49p9wibpAUh7muZZAFSKosYu+0aDlfcoS
PqdigyQq5g551L5Y+JkXfYDHh/ndu/UE5wwV9adcwgaBf8eo2kgedMVwBXxF/0AlJdbHg==

BLANCA EDA DOMINGUEZ MENDOZA | Fecha:2023-10-10 08:55:24 | Firmante
D1cMmDP3x30dmWmN5u909vo5fOvKDwwO7glyval6GOLNwuOVTxJzTGsCfGz1os8Ib/Nm8fLAN4jy9bzAOBEBOLtiVN+MvNpCZQxV+BoPScxW52mKY9TpurC9f8UYh6nvbHj1p
sj3u+AfZVIBSQHUQZKXAWWVAOUEIaTCsAYCe4eM3YUMqvs7CAVISITDqUdgpQclwRcAaCoupKcZRHedtyGeHm6xiYYQBINB38CWzZrb6a3xV2RvGbc9kbdQCKyLT2DsG7/N
DNALIOQrwOcP9xS/dul2c9mgyvwilkpenh+0hRZIjFCITCVtAJhrCBX+Nsh63Cps33RQz70ST74bacA==

NELSON AVONCE VERGARA | Fecha:2023-10-17 02:18:35 | Firmante
aGNidnpquF5PIEzxMsEz4TBBknHZ+2fSvwi/219Uej3EnrYu2mXOxvNTkwOkIX05skTItQWhxkVnFkW2EG3B67wdNUvc2pw/XCOn1PnDzxlyfccVEH6DKmB6AXUYp1LhMUHS5YED
JPOJOHr3INERs2Dczm69Tc5aby7uzfgrA3H76KcJVHO0105viIGXxBt+ncPclMaDMpBV900e TIGZ+RRAf+JIqIFCmfvWIM1JASITke6AGafZrE7HJI3ZYhkicLcfFMaZckLjEr5Cy48dAJIE9
JNFV5cjYazZcKcUacDkoh4EDZWRX3kJIDfnigUfSHRMRIIBXVHNQEIsXaW7K4E4m3fizg==

ROBERTA SALINAS MARIN | Fecha:2023-10-18 11:21:33 | Firmante
OHi0IT9feKM44sISFis35jae8H5KuWMr2tlgWruFqzBCdex0t1Q+Uy6ZvXHoCq742cEcRE6MG4x5PkejlIShjn7dL/WW+3LIQfwP3VNQZINajQSSI7Kut/qIDEU6K8gdvS2Pmgg6HBnd
S5nNbjiXRquDA816MCohl14jRjRcQNSYdyOpdUzQ5UySfniiymAW18RO1RXjbc/pJOg4MFzz8h3fBnKiEMaZu+PRroac6PgwnbkxbATdviCIFINXNKIPgxXWDRL3MOGEOVqws4JS
E9dcF81giNUpU4ZrOrDcMDNUjnsQQnsVTA8+FZxdtGS85SwwSX0NeyvxNgiNIHeD3u0g==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

cfMnz5GEi

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/mKCWIER1F40poaifLNtjS26 S2DIB49xx
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