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Abreviaturas.

[Ca2+]i
ATP
BSA
cAMP
CatSper
Cav
cDNA
CFP
CNBD
DAG
EAG
Em
Epac

ER
ERG
FRET
HDL
mRNA
NCBI
NHE
PBC
PCR
pHi
PKA
RA
sAC
sNHE

™
tRNA
Tx-100
YFP
VA

Concentracion de Ca2+ intracelular

Adenosina Trifosfato

Albumina Sérica Bovina (del inglés, “Bovine Serum Albumin™).

Monofosfato Ciclico de Adenosina (del inglés, “Cyclic Adenosine Monophosphate™)
Canal Cationico del Espermatozoide (del inglés, “Cation Channel of Sperm”)

Canal de Ca2+ modulado por Voltaje (del inglés, “Voltage-sensitive Calcium channel”)
Acido Desoxirribonucléico complementario

Proteina Fluorescente Cian (del inglés, “Cyan Fluorescent Protein™)

Dominio de union a nucleétidos ciclicos (del inglés, “Cyclic nucleotide binding domain)
Diacilglicerol

Ether-a-go-go

Potencial de membrana

Proteina intercambiadora directamente activada por cAMP

(del inglés, “Exchange protein directly activated by cAMP”).

Reticulo Endoplasmico (del inglés, “Endoplasmic Reticulum™)

EAG-related gene

Transferencia de energia resonante (del inglés, “Fluorescent resonance energy transfer’)
Lipoproteinas de alta densidad (del inglés, “High density lipoproteins”™)

Acido Ribonucléico mensajero

Centro Nacional para la Informacion en Biotecnologia

Intercambiador de Na+/H+ (del inglés, “Na+/H+ exchanger”)

Casete de union a fosfato (del inglés, “Phosphate binding cassete™)

Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Potencial de Hidrégeno intracelular

Proteina Cinasa A (del inglés, “Protein Kinase A”)

Reaccion Acrosomal

Adenilato Ciclasa soluble (del inglés, “Soluble Adenylate Cyclase™)

Intercambiador de Na+/H+ especifico de espermatozoide

(del inglés, “sperm-specific Na+/H+ exchanger”)

Transmembranal

Acido ribonucléico de transferencia (del inglés, “transfer Ribonucleic acid”)
TritonX-100

Proteina fluorescente amarilla (del inglés, “Yellow Fluorescent Protein™)

Zona Pelucida



Resumen.

La fecundacion es el evento bioldgico con mayor importancia para la preservacion de una
especie de reproduccion sexual. El espermatozoide es un gameto masculino, cuya motilidad es
esencial para llegar al sitio adecuado y fecundar al o6vulo. Se sabe que la regulacién del pH
intracelular (pH;) es fundamental para la motilidad del espermatozoide. Los intercambiadores de
sodio proton (NHE) son proteinas que catalizan el intercambio de Na'/H™ a través de la membrana
biologica, por lo que juegan un papel crucial en la regulacion del pHi. En el afio 2003, Garbers y
colaboradores clonaron un NHE especifico de espermatozoide (SNHE) y mostraron su importancia
para la regulacion de la motilidad del espermatozoide generando una linea de raton nulo del sSNHE,
lo cual caus6 infertilidad masculina debido a defectos en la motilidad del espermatozoide. A
diferencia de los NHE somaticos, el sNHE tiene un dominio predicho de uniéon a nucledtidos
ciclicos (CNBD) en el carboxilo terminal, lo que sugiere que un nucledtido ciclico regula la
actividad del sNHE.

Para determinar si el CNBD supuesto tiene una contribuciéon funcional en este
intercambiador, decidimos expresar solamente el dominio citoplasmatico del sSNHE ya que no se ha
logrado expresar funcionalmente la proteina completa en un sistema heterdlogo. Primero, clonamos
el C-terminal del sSNHE desde células espermatogénicas de raton mediante RT-PCR. Debido a que
existe un reporte en el que cambia la estabilidad del CNBD de una proteina sensible a cAMP que
intercambia GTP por GMP (EPAC) dependiendo de agregar o eliminar péptidos extremos del
CNBD, decidimos preparar 10 distintos fragmentos a partir del C-terminal del sSNHE variando 5
sitios en el N-y 2 sitios en el C-terminal del CNBD.

Recientemente, en nuestro grupo desarrollamos un ensayo de union entre una proteina
fucionada con CFP (proteina fluorescente cian) y un analogo de cAMP marcado con fluoresceina
(8-Fluo-AMPc) mediante FRET (transferencia de energia entre fluoréforos), el cual nos permite
estudiar la interaccion molecular por espectrofluormetria convencional. Para aplicar este método,
decidimos fusionar los 10 fragmentos del C-terminal del sSNHE con CFP. Ademas del ensayo de
unioén, el uso de CFP nos proporciona otras ventajas experimentales: incremento de solubilidad y
visualizacion de las proteinas. La tltima caracteristica nos facilita estimar el nivel de expresion de
proteinas, determinar la concentracion de proteina (incluso en una muestra de proteina no
purificada) y localizar la proteina en el proceso de la purificacion.

Para preparar las 10 construcciones de proteinas quiméricas (CFP-CNBDs) de manera
eficiente, construimos una proteina quimérica CFP-mCherry (una proteina fluorescente roja) usando
el vector pRSET, el cual genera un alto nimero de copia en bacteria y tiene el promotor T7. Esta
caracteristica nos permite expresar la proteina recombinante en una cepas de E. coli (DE3), una
cepa que expresa RNA polimerasa T7, como BL21(DE3) sin agregar IPTG. Una ventaja de evitar el
IPTG para inducir la expresion de la proteina recombinante destaca en que esta molécula interviene
de alguna manera en la formacion del cromdforo de la proteina fluorescente indicando asi que el
plegamiento o el ambiente para la formacion del cromoforo se altera. De esta manera, las colonias
de E. coli con CFP-mCherry brillan de color rojo en caja petri. Posteriormente, sustituimos
mCherry por uno de los 10 fragmentos del CNBD por digestion y ligacion. Seleccionamos las
colonias mediante un cédigo de color: las colonias con el fragmento del CNBD de sNHE brillan
verde y las colonias con el pldsmido de mCherry siguen brillando de color rojo. Utilizando este
sistema, generamos 10 construcciones de CFP-CNBDs de manera muy eficiente reduciendo el costo
laboral y el gasto econémico de la clonacion.

Realizamos el primer intento de la expresion de proteinas con 10 mL de cultivo de bacteria
usando 8 construcciones de CFP-CNBDs. Obtuvimos resultados positivos que sugieren la unioén
especifica al cAMP en el ensayo de FRET. Sin embargo, estos resultados no son concluyentes ya
que hubo un error en el procedimiento del ensayo de union y ademés confirmamos, con SDS-
PAGE, que las proteinas preparadas para el ensayo de union fueron degradadas. Posteriormente,
encontramos que las proteinas completas de todas las construcciones de CFP-CNBDs permanecen



en cuerpos inclusion en bacteria, es decir, que no obtuvimos ninguna proteina completa en la
fraccion soluble de bacteria usando el método de sonicacion.

Con base en lo anterior, intentamos recuperar una proteina soluble y estable de la fraccion
insoluble a través del tratamiento de desnaturalizacién con urea y renaturalizacién por disminucioén
de urea. Aunque CFP se renaturalizd durante este procedimiento, la proteina quimérica se volvid
insoluble poco tiempo después de la purificacion.

Para incrementar la solubilidad, decidimos fusionar una segunda proteina fluorescente en el
C-terminal del CNBD. Utilizando el mismo tipo de sistema de selecciéon por color en caja,
generamos 5 construcciones que expresan la proteina recombinante CFP-CNBD-YFP. Sin embargo,
tuvimos el mismo problema de solubilidad de las proteinas, lo cual sugiere que el CNBD del sSNHE
necesita una chaperona para que se pliegue correctamente.

Para expresar la proteina recombinante CFP-CNBD-YFP en un sistema eucarionte,
construimos un pladsmido quimérico de un vector de expresion en eucarionte pcDNA3.1 insertando
el sitio de union a ribosoma (RBS) de bacteria de pRSET. Usando el nuevo vector, logramos
expresar una proteina recombinante tanto en E. coli (BL21(DE3)) asi como en cultivo de células
eucariontes (CHO). Este nuevo sistema nos permite seguir utilizando el codigo de color para
construir de manera eficiente el plasmido en bacteria y posteriormente expresar las proteinas
recombinantes en células eucariontes. Actualmente, me encuentro preparando las quimeras que
seran transfectadas en el cultivo de células CHO las cuales nos permitiran verificar si la solubilidad
de las proteinas recombinantes se vera favorecida.



I. Introduccion.

La fecundacion es el proceso bioldgico con mayor importancia para la preservacion de una
especie de reproduccion sexual, la cual depende de un complejo didlogo molecular establecido entre
dos gametos haploides, el espermatozoide y el dvulo, para producir un individuo diploide tnico.
Ademas, ambos gametos deben responder de manera concertada a estimulos fisiologicos para el

éxito de la fecundacion.

El ovulo.

El 6vulo (Figura 1), la célula sexual femenina, posee una gran cantidad de citoplasma, en el
cual se encuentran moléculas de herencia materna como: proteinas, ribosomas, tRNA, mRNA y

factores morfogenéticos, todos estos elementos necesarios para formar un nuevo individuo '.

Figura 1. Representacion de la célula sexual femenina '. En el panel A se sefialan las
principales estructuras que conforman a este gameto; se muestra que estd cubierto por una capa
extracelular constituida de glicoproteinas llamada zona pelucida; ésta, a su vez, estd rodeada por
células foliculares que forman la capa de la corona. El évulo posee un nacleo haploide, nucléolo,
mitrocondrias, aparato de Golgi y granulos corticales. En el panel B se muestra una micrografia de

un 6vulo humano.



El espermatozoide.

La espermatogénesis es el proceso mediante el cual se da la diferenciacion y maduracion de
los gametos masculinos que se denominan espermatozoides. En mamiferos este proceso se lleva a
cabo en los tubulos seminiferos que se encuentran en los testiculos. En estos tibulos se encuentran
las células 1lamadas espermatogonias, las cuales proliferan continuamente por mitosis, hasta que el
organismo alcanza su madurez sexual y entonces estas células dejan de proliferar, aumentan su
tamafio y se diferencian en espermatocitos de primer orden. En estos tltimos se produce la meiosis I
que da lugar a dos espermatocitos de segundo orden, los cuales desarrollan la meiosis Il que
finalmente resulta en la produccion de cuatro espermatidas. Las espermatidas son células haploides
que se diferencian en espermatozoides: durante la diferenciacion, entre otros cambios, se observa
una reduccion en el volumen del citoplasma, compactacion del DNA (4cido desoxirribonucleico), se
forma la cabeza del espermatozoide y las mitocondrias se agrupan en la pieza media del flagelo de
la célula (Figura 2). Posteriormente, los espermatozoides se desplazan al epididimo, donde

completan su proceso de maduracion y adquieren la capacidad de moverse 2.

Figura 2. Diagrama esquematico de la espermatogenesis en ratones adultos, se muestra el

volimen relativo y las caracteristicas anatomicas de las células germinales.



El espermatozoide es la célula sexual masculina (Figura 3), la cual se constituye
principalmente por la cabeza y el flagelo. La funcion del espermatozoide estd constituida a fin de
cumplir el objetivo de llevar la informacion genética al 6vulo. En la cabeza se encuentra el nicleo
haploide en un espacio de aproximadamente 2-5 um de diametro. Por arriba del nucleo se encuentra
la vesicula acrosomal (vesicula acida derivada del aparato de golgi) que contiene enzimas
hidroliticas (hialuronidasa y acrosina, entre otras) y proteinas de fusion con el 6vulo. Debajo del
ntcleo se encuentra la envoltura nuclear redundante el cual cumple la funcién del reservorio de Ca**

como el reticulo endoplasmico °.

El flagelo esta formado principalmente por el axonema, el cual es la maquinaria de
propulsion del espermatozoide. El axonema posee dos microtubulos centrales rodeados por nueve
dobletes de microtubulos asociados con dineinas. Las dineinas son ATPasas y motores moleculares
como miosina y cinesina que producen la fuerza motriz. El flagelo del espermatozoide se divide en
tres partes, representadas en el panel A de la figura 3, 1) la pieza media, 2) la pieza principal y 3) la
pieza final. En la pieza media y la pieza principal el axonema esta rodeado por la fibra densa
externa. Este citoesqueleto esta rodeado por mitocondrias en la pieza media, mientras por la vaina
fibrosa (otro citoesqueleto compuesto principalmente por AKAP-3 y AKAP-4) en la pieza
principal. La pieza final se caracteriza por carecer de mitocondrias y de estos dos tipos de

citoesqueleto *.

Figura 3. Representacion grafica del espermatozoide de mamifero. En el panel A se indica
la cabeza, la pieza media, la pieza principal, la pieza terminal. La cabeza y la pieza media se

subdivide en diferentes regiones que se sefialan como axonema, mitocondrias, envoltura redundante
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nuclear, nicleo, membrana nuclear y acrosoma. En el panel B de la figura 3 se presenta una muestra

de espermatozoides de humano bajo el microscopio.

Una caracteristica notoria de esta célula es que posee poco citoplasma y no sintetiza
proteinas ni acidos nucléicos °. A pesar de estas restricciones funcionales, el espermatozoide tiene la
capacidad de comunicarse con el 6vulo y de responder de forma dindmica a los cambios

fisioldgicos a los se expone dentro del tracto reproductor femenino.

Comunicacion celular.

El término de fecundacion es definido como la comunicacion celular entre ambas células
sexuales, desde la deposicion de los espermatozoides en el tracto reproductor femenino hasta la
fusion de los pronucleos entre los gametos. Este evento esta altamente regulado y se divide en

varios pasos en relacion al espermatozoide, como se muestra en la Figura 4.

Figura 4. Representacion grafica del proceso de fecundacion. 1) Activacion de la
movilidad, 2) Quimiotaxis, 3) Hiperactivacion del flagelo, 4) Unidn a la capa externa del 6vulo, 5)
Reaccion acrosomal, 6) Penetracion a la capa externa del 6vulo, 7) Fusion de las membranas
plasmaticas entre el espermatozoide y el dvulo, 8) Exocitosis de los granulos corticales del 6vulo y

9) Fusion de los prontcleos.
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La capacitacion, la hiperactivacion y la reaccion acrosomal.

El espermatozoide pasa por una serie de cambios fisiologicos en el tracto reproductor
femenino como la capacitacion, la modulacién de la motilidad y la reaccion acrosomal. En la

regulacion de estos eventos, los canales 16nicos juegan un papel clave en la transduccion de sefiales

6

Capacitacion.

El espermatozoide de mamifero recién eyaculado no tiene la habilidad de fecundar al 6vulo
y la adquiere después de pasar algunos cambios fisiologicos en el tracto reproductor femenino, lo
cual es denominado capacitacion. Aunque no se sabe completamente todos los cambios fisiologicos
que ocurren durante la capacitacion, algunos de los eventos ya identificados son: 1) cambios en el
pHi, 2) cambios en la concentracion de Ca*" intracelular ([Ca®*'];), 3) cambios en la concentracion
de cAMP ([cAMP]), 4) reorganizacion de la membrana plasmatica ocasionado por la remocion de
colesterol; es posible que esto ocurra mediante lipoproteinas de alta densidad (HDL) 7, 5)
fosforilacion de proteinas en residuos de tirosinas, la cual requiere la actividad de la proteina cinasa
A (PKA) de manera indirecta ®, 6) hiperpolarizacion de la membrana plasmatica en el

espermatozoide de raton °

, 7) cambio en la concentracion intracelular de otros iones como
bicarbonato (HCO™) y CI'. Los eventos ocurridos durante la capacitacion son necesarios para la

induccion de la reaccidon acrosomal .

En la actualidad la capacitacion es reproducible in vitro en un medio que contenga Ca*',

HCOs y albumina sérica de bovino (BSA), esta ultima mimetiza la participacion de las HDLs .

Hiperactivacion del Flagelo.

En el tracto reproductor masculino previo a la eyaculacion, los espermatozoides son
quiescentes. Los espermatozoides recién eyaculados muestran un batido flagelar simétrico con una
amplitud corta y un nado progresivo. Este patron de nado se denomina motilidad activada. En
contraste, se ha demostrado que en varias especies de mamiferos los espermatozoides aislados de

zonas superiores del tracto reproductor femenino presentan una movilidad hiperactivada ''. La
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hiperactivacion es el proceso por el cual el espermatozoide cambia la forma de batido flagelar y la
direccion de la motilidad. Como se representa en la figura 5, en un medio experimental no viscoso
un espermatozoide hiperactivado nada en su mismo lugar y no avanza eficientemente debido al
batido asimétrico del flagelo. Sin embargo, en un medio viscoso y/o viscoelastico, el
espermatozoide hiperactivado muestra un patron de nado progresivo comparado con el
espermatozoide activado. Por lo tanto, se sabe que la hiperactivacion es importante para mantener el
nado progresivo en el fluido viscoso y facilitar la penetracion a la matriz extracelular de las células
del cumulus y la zona pelucida. También se sabe que la hiperactivacion ayuda al espermatozoide a
despegarse del epitelio del istmo del oviducto, conocido como el reservorio de espermatozoide, al
momento de la ovulacion. Considerando lo anterior, se concluye que la hiperactivacion es un
proceso esencial para que el espermatozoide fecunde exitosamente al 6vulo. Ademds, existen
evidencias que han demostrado que el Ca*" es indispensable para el inicio y el mantenimiento de la

movilidad hiperactivada, ya que regula directamente la maquinaria molecular del axonema "%

En la actualidad no se ha definido concretamente cémo se inicia la hiperactivacion y cudl es
su duracion; recientemente fue reportado que en espermatozoides de humano la progesterona y la
prostaglandina activan un canal de Ca*" esencial para la hiperactivacion denominado CatSper. Sin
embargo, en el caso de los espermatozoides de raton, estos ligandos no activan CatSper ", lo cual
sugiere que estas moléculas inducen la hiperactivacion en el tracto genital femenino de humano y

no en el de raton.

Motilidad Activada Motilidad Hiperactivada

Figura 5. Representacion grafica del cambio de motilidad de un espermatozoide activado y
otro hiperactivado. Motilidad Activada: Los espermatozoides recién eyaculados muestran un batido
flagelar simétrico con una amplitud corta y un nado progresivo en un medio no viscoso. Motilidad
Hiperactivada: Los espermatozoides muestran un batido flagelar asimétrico con una amplitud larga

y un nado ruinoso en un medio no viscoso.

13



La reaccion acrosomal.

La reaccion acrosomal (Figura 6) consiste en la exocitosis del contenido acrosomal y es
esencial en la fecundacion de mamiferos. La reaccion acrosomal cumple con dos funciones para la
fecundacion: facilitar la penetracion del espermatozoide a través de la zona pelticida y exponer la
membrana interna del acrosoma, que posee sitios de reconocimiento para la fusion 6vulo-
espermatozoide. Por estas razones, en los mamiferos, la reacciéon acrosomal es un evento

indispensable para la fecundacion ™.

Figura 6. Representacion grafica antes, durante y después de la reaccion acrosomal . (1)
Durante la reaccion acrosomal la membrana plasmatica se fusiona con la membrana acrosomal
externa, (2 y 3) liberando vesiculas que contienen enzimas hidroliticas que facilitan la penetracion
del espermatozoide a través de la zona pelucida. (4) La membrana acrosomal interna expone sitios

de reconocimiento para la fusion évulo-espermatozoide.
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El calcio.

El calcio (Ca®) es un segundo mensajero crucial en la sefializacion celular y, en el

espermatozoide, regula distintos procesos como la hiperactivacion y la reaccidon acrosomal '°.

En 2001, Ren y colaboradores descubrieron una nueva familia de canales de Ca®,
nombrados CatSper (Cation channel of Sperm), localizados en la pieza principal del flagelo del
espermatozoide e indispensables para la hiperactivacion . Notablemente, los ratones transgénicos
que carece de este canal padece de esterilidad masculina a pesar de que la cantidad y la morfologia
de los espermatozoides no estan afectadas. Por ahora no se sabe como los canales CatSper estan
conformados estructuralmente en la membrana. Se cree que se oligomerizan cuatro subunidades
formadoras de poro, CatSper 1-4, y de tres subunidades auxiliares, CatSperf, CatSpery y CatSperd
'8 Cada una de la subunidades formadoras de poro contienen seis segmentos transmembranales del
tipo de canales de K dependientes de voltaje (K,) a comparacion con los canales de Ca*" voltaje
dependiente (Ca,) los cuales se conforman de un so6lo polipéptido de 24 segmentos

transmembranales "°.

Usando ratones nulos para cada una de las subunidades de CatSper (excepto para las
subunidades CatSperf y CatSpery), se demostré que se requieren todas las subunidades para
generar un canal funcional en el espermatozoide y para fecundar el 6vulo. Una de las caracteristicas
mas llamativas de la corriente a través de CatSper (Icasper) €5 Su potenciacion mediada por la
alcalinizacion del pH intracelular (pH;). La subunidad CatSperl contiene en su amino terminal un
dominio rico en histidinas (83 histidinas en 446 residuos del amino terminal), lo cual sugiere que
este dominio funciona como un sensor de pH aunque no hay evidencia experimental hasta el

momento.

La familia de canales CatSper juega una funcidon muy importante en la modulacion de
[Ca*T]ien el flageloy por ende en la regulacion de la movilidad espermatozoide. La figura 7 muestra
una propuesta de los elementos moleculares que participan en la hiperactivacion de la motilidad del
espermatozoide. Se propone que un transportador de HCOs™ aumenta la concentracion intracelular
de HCOs™ del espermatozoide, lo cual promueve la activacion de la adenilato ciclasa soluble. Se
sugiere que el aumento de la [cCAMP] intracelular activa directamente un intercambiador de Na'/H"

(sNHE) que promueve un cambio en el pHi. De esta de forma, el cAMP funciona como un activador
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indirecto de los canales CatSper permitiendo una entrada de Ca*" al citoplasma. El incremento de

[Ca®i en el flagelo promueve la hiperactivacion de la motilidad *°.

La propuesta ilustrada en figura 7 proviene de las siguientes evidencias experimentales: 1)
Los nucledtidos ciclicos permeables a membrana plasmatica inducen un incremento en la [Ca*']; en
los espermatozoides de raton silvestre pero no en los espermatozoides de CatSperl nulo %. 2) La
inhibicion de PKA no afecta el incremento de la [Ca**]i inducido por los nucleodtidos ciclicos *, 3)
Los nucledtidos ciclicos no activan Icasper cuando el registro es realizado mediante patch-clamp en
la configuracion de la célula completa, en la cual el pH; esta amortiguado por la solucion interna del

micro-pipeta .

Figura 7. Activacion y regulacion de los canales i0nicos en el espermatozoide durante la

hiperactivacion .
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I1. Antecedentes.

Intercambiador de Na'/H".

En las células, ya sean eucariontes o procariontes, el pH intracelular es un factor decisivo ya

que todos los procesos bioldgicos son dependientes de pH.

Por ejemplo, la actividad enzimatica estd regulada por el pH;, un simple evento de
protonacion en un sitio activo de una enzima puede cambiar la interaccion con los residuos vecinos
repercutiendo en la afinidad al sustrato. Ademads, la estabilidad conformacional de las proteinas se
ha demostrado que es pH dependiente, es decir, los cambios en el pH; pueden influir en la carga de

las cadenas laterales de los aminoacidos, alterando el plegamiento y la actividad de la proteina *.

Como se ha descrito, a pesar de que las células tienen una alta capacidad de amortiguar el
pH en el citoplasma, el pH; esta regulado por distintos tipos de transportadores idnicos, los cuales
controlan principalmente los flujos de H* y HCO¥. El intercambiador sodio-protéon (Na'/H*
Exchanger: NHE) es un transportador idnico que cataliza el intercambio de Na" por H" con
estequiometria de 1 a 1. En la membrana plasmatica, el NHE incorpora Na" sacando H", en
condiciones fisioldgicas. De hecho esta estrategia biologica se considera la mas eficiente para
eliminar el exceso de protones producidos en células metabdlicamente activas comparanda con los

intercambiadores CI/HCO? Na'-dependientes y bombas de H” ATP-dependientes .

En células de mamifero el NHE esta localizado tanto en la membrana plasmatica como en la
membrana de varios organelos aunque su participacion en organelos todavia no se ha descrito. A la
fecha se han caracterizado nueve isoformas con 25% a 70% de identidad en la secuencia de
aminoacidos entre ellas manteniendo la estructura secundaria. Analizando sélo su estructura
primaria, se puede predecir que comparten una topologia similar para todas las isoformas; diez
segmentos transmembranales en el N-terminal y una region citoplasmatica en el C-terminal. A pesar
de la precisa organizacion en la estructura secundaria de los NHE atn no se conoce la estructura

terciaria o cuaternaria de esta proteina en la membrana (Orlowski and Grinstein 1997)

De las nueve proteinas reportadas de los NHE, la isoforma 1 (NHE1) es la mas estudiada
hasta la fecha. El NHE1 estd involucrado en numerosos procesos fisiolégicos en mamiferos,

regulando el pH; y la concentracion intracelular de Na'. El NHEI se estructura de diez segmentos
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transmembranales en el N-terminal que funcionan para transportar a los iones y de un C-terminal
citoplasmatico que regula la actividad del intercambiador y coordina la interacciéon con el
citoesqueleto, en el cual se encuentran sitios de union a proteinas de citoesqueleto y sitios de union

a anquirinas .

Intercambiador de Na'/H' expresado especificamente en el espermatozoide

(sNHE).

Por mucho tiempo ha sido considerado que el pH; es un regulador crucial en la motilidad del
espermatozoide de los vertebrados asi como el de los invertebrados *. Se habia predicho que el
espermatozoide tiene un NHE particular el cual podria funcionar como posible candidato molecular
que regule el pH;*. En el afio 2003, el grupo de Garbers report6 un nuevo intercambiador de Na“/H"
en el espermatozoide (SNHE), el cual se localiza en la pieza principal del flagelo %’. Este
intercambiador se expresa exclusivamente en células germinales masculinas a partir del estadio de
espermatida condensante. A diferencia del resto de los NHE de las células somaticas, el SNHE esta
constituido de 14 segmentos transmembranales (TMs) predichos mediante bioinformatica (Figura
8), incluyendo un posible sensor de voltaje (TM 11-14) con un alto grado de similitud con el sensor
de voltaje de los canales Ca,. Ademas, en su C-terminal el SNHE tiene un posible dominio de unién
a nucledtidos ciclico (CNBD: cyclic nucleotide binding domain) en vez de sitios de union a

proteinas de citoesqueleto o sefalizadoras de calcio (CaM).

Al analizar la secuencia de aminoacidos del C-terminal (820-1078) del sNHE de raton
donde se encuentra el CNBD predicho observamos un alto grado de identidad a la secuencia
consenso propuesta por Kannan y colaboradores (Alineamiento 1, secuencia sefialada en azul y
amarillo). Sin embargo es casi imposible predecir si este dominio es funcionalmente activo y tiene
importancia funcional para la modulacion del SNHE, es decir que la regulacion del intercambio de
Na/H" se vea regulado mediante un cambio de conformacién del dominio al unir un nucleétido

ciclico (c(NMP).
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*® El transportador especifico para

Figura 8. Representacion grafica del sNHE
espermatozoide presenta 10 fragmentos transmembranales como los NHE somaticos en el N-
terminal. Ademas, tiene un dominio sensible a voltaje y un dominio supuesto sensible a cNMP en el

C-terminal.

Alineamiento 1. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos del CNDB supuesto del
sNHE de raton y la secuencia consenso del CNBD propuesta por Kannan y colaboradores. La
estructura secundaria predicha mediante i-Tasser estd sefialada con barras negras e identificada
como: oA, aB, B1, B2, B3, B4, BS, BS, P6, B7 y B8. El asa que orienta el fosfato del cNMP esta
sefalado con una barra roja (PBC). En color amarillo se observan los aminoacidos que se proponen

como la firma de un CNBD. Asteriscos * sefialan aminodcidos presentes en ambas secuencias.

Los ratones nulos para el gen de la proteina sNHE muestran espermatozoides con un

fenotipo infértil y presentan severas anomalias en la motilidad del flagelo del espermatozoide. No
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obstante, mostraron que la adicion de cloruro de amonio (NH4Cl), el cual eleva el pHi, recupera
parcialmente el fenotipo silvestre en la motilidad del flagelo del espermatozoide (Tabla 1). Estos
resultados indican que el sNHE juega un papel fundamental en la regulaciéon del pH; en el

espermatozoide de raton durante el proceso de hiperactivacion %,

Tabla 1. La adicion de NH,4CI recupera el fenotipo silvestre parcialmente *’
Genotipo del Tratamiento Ovocitos fecundados
espermatozoide

Silvestre Ninguno 24/27

sNHE-/- Ninguno 0/22

sNHE-/- NH.CI 8/45

La importancia fisiologica que tiene el sNHE para la fertilidad y la motilidad del
espermatozoide lo hace un blanco atractivo para el estudio de la regulacion del pH; del
espermatozoide en respuesta a estimulos como cambios en el potencial de membrana plasmatica y

cambios en la concentracion de nucleotidos ciclicos como cAMP y cGMP.

Sin embargo, utilizando las herramientas experimentales actuales, no se puede expresar el
sNHE funcional en un sistema heterdlogo, lo cual nos impide analizar la actividad del CNBD del
sNHE con la proteina completa. Esta limitacion técnica nos obliga a hacer el andlisis de la

modulacion del CNBD de manera independiente.

Estudios recientes de Brelidze y colaboradores en el 2009 reportan el andlisis funcional del
CNBD en los canales de K", mEAGI (por sus siglas: mouse ether-a-go-go) y hERG1 (por sus
siglas: human EAG-related gene). Mediante tres métodos diferentes: dicroismo circular, la
fluorescencia del triptéfano y la fluorescencia de un andlogo de cAMP (8-NBD-cAMP), analizaron
la actividad de union especifica de nucleodtidos ciclicos al CNBD aislado de los canales de K*. Los
resultados indican que no existe union del cNMP al CNBD del canal mEAGI y existe union
especifica con muy baja afinidad (K4 > 51 uM) al CNBD del canal hERG1. Siendo consistentes con
sus observaciones, no se observa ningun efecto sobre las corrientes de estos canales al aplicar altas
concentraciones de cNMP. Los resultados sefialan que no existe modulacion por el cNMP sobre la

actividad de los canales de K, mEAG1 y hERGI, a pesar de que presentan ¢l CNBD en la
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estructura ». Esto ultimo presentd la oportunidad de analizar a el CNBD de los canales de K~
KCNH a nivel estructural. Zagotta y colaboradores, reportaron que el CNBD de los canales de K*
KCNH tiene un perfil negativo en la superficie de la proteina lo que repercute en una repulsion de
cargas entre el grupo fosfato del cNMP y la carga neta negativa del CNBD. Ademads, en vez de que
el cNMP se una de manera especifica en el B-sandwich del CNBD, dos aminoacidos presentes una
hoja-B, una tirosina y una leucina, mimetizan la posicion del cNMP en el CNBD de los canales de
K" KCNH *. Sin embargo, la presencia del CNBD en el C-terminal si participa en la actividad de
los canales KCNH puesto que al eliminar el CNBD el voltaje medio de activacion de los canales
KCNH se desplaza de -45.3 mV a -28.3 mV *. Ante esta posibilidad nos hemos dado a la tarea de
investigar la actividad del CNBD aislado del sNHE.

Cyclic Nucleotide Binding Domain: CNBD.

El CNBD es un dominio proteico conservado y ha evolucionado para responder a segundos
mensajeros como cAMP y ¢cGMP mediante el cambio conformacional inducido por la union *'. El
CNBD es ubicuo tanto en eucariontes como en procariontes, controlando una variedad de funciones

intracelulares .

Algunos CNBD han sido bien caracterizados en las siguientes proteinas; un factor de
transcripcion en bacteria denominado CAP (por sus siglas en ingles “catabolic activated protein™),
la subunidad reguladora de PKA ¥, el intercambiador de GDP-GTP en GTPasas pequeiias (EPAC) y
canales idnicos (CNG y HCN) *.

La estructura tridimensional del CNBD ha sido determinada por métodos de cristalografia
de rayos X. La Figura 9 muestra la estructura general del CNBD: un dominio de 8 hojas 3 plegadas
y de 3 a-hélices. Cabe sefalar que la estructura de 8 hojas 3, también conocida como B-sandwich, es
una estructura bien conservada de los CNBDs. Es importante destacar que en el B-sandwitch del
CNBD, existe una region clave entre la 36 y la 37 que orienta al grupo fosfato del cNMP durante la
unién denominado casete de union a fosfato (por sus siglas en ingles “phosphate binding cassette”
PBC) *. No existe un consenso establecido en la secuencia de aminoéacidos del PBC entre los

CNBD, sin embargo hay evidencia de que una arginina (sefialado con esferas) es primordial para la

correcta orientacion del cNMP y por consiguiente la union con alta afinidad al CNBD *.
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Dominio a Dominio a

Dominio B Dominio 3

Figura 9. A. Estructura tridimensional del CNBD de la region reguladora de PKA RIIP B de
raton B. Giro de 90 °C sobre el eje y *%.

La figura 10 resume el modelo de los cambios conformacionales del CNBD inducidos por la

union de cNMP V7.

Figura 10. Cambios conformacionales universales de un CNBD. El panel a representa el
CNBD en ausencia del cNMP. La interaccion del grupo fosfato con el CNBD es mediado por el
PBC, el cual consiste de una pequefia a hélice y una asa formada entre dos hojas B (36 y 7) de un
sandwich B. Tres regiones del CNBD llevan a cabo un cambio conformacional posterior a la unién
del ctNMP (panel b y ¢): el PBC, la bisagra con la tapa y el “helical bundle” del N terminal. La
orientaciéon de la bisagra es controlada por el PBC debido a que en ausencia del cNMP el
movimiento de la bisagra se ve impedido estéricamente por una leucina del PBC. Una vez que la
bisagra se mueve, la tapa obtiene la posicion correcta y estabiliza la union especifica con el cNMP,
proporcionando la selectividad entre el cAMP y el cGMP, lo cual resulta un cambio conformacional

importante para modular la actividad de la proteina asociada *’.
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I11. Justificacion.

El andlisis bioquimico del dominio de unién a nucleodtidos ciclicos del intercambiador
Na'/H" especifico de espermatozoide es muy importante para poder comprender el mecanismo de
alcalinizacion indispensable durante la capacitacion y la hiperactivacion de la motilidad en el

proceso de fecundacion.

El comportamiento del espermatozoide que carece sSNHE indica que este intercambiador es
esencial para la regulacion de pHi en el espermatozoide. Sin embargo, no se ha logrado expresar el
sNHE en células en cultivo, lo que impide estudiar sus propiedades bioquimicas. Por lo anterior, el
estudio en el espermatozoide es la inica manera de caracterizar la funcion del SNHE en proteina

total.

El CNBD predicho del sNHE posiblemente esté influyendo la actividad del intercambiador,
es decir que el cAMP o el ¢cGMP regula la actividad del sNHE a través de la union al CNBD.
Recientemente, nuestro grupo desarrolldé un método nuevo para realizar un ensayo de union entre la
proteina y un analogo del cNMP fluorescente mediante FRET (transferencia de energia). De esta
forma podremos corroborar parte de nuestra hipdtesis o de lo contrario demostrar que el CNBD del
sNHE no tiene implicacion sobre la actividad del intercambiador mediante la union de cNMP, como
en el caso del canal mEAG]1 que presenta un CNBD el cual no presenta union a cNMP en su

extremo C-terminal *°.

Como se menciono6 anteriormente el CNBD es un mddulo de sefializacion conservado para
responder a segundos mensajeros como son cCAMP o cGMP. Hasta el momento se han reportado
varios sistemas de regulacion en mamiferos que responden a la accidon del segundo mensajero
cNMP, por ejemplo, PKA, PKG, el canal HCN, el canal CNG y Epac **. El estudio del CNBD del
sNHE nos presenta la oportunidad de describir una nueva proteina que es modulada por un dominio
funcional de unién a nucleotidos ciclicos. Esta aportacion impactara principalmente en el area de la

biologia celular y la bioquimica.



IV. Hipotesis.

El dominio predicho de unidon a nucledtidos ciclicos del sNHE tiene union especifica a

cAMP.

V. Objetivo General.

Determinar afinidad dominio predicho de uniéon a nucleétidos ciclico del intercambiador
Na'/H" especifico en espermatozoide (sNHE) para entender el mecanismo de regulacion de dicho

intercambiador.

Objetivos Particulares.

* Clonar la region carboxilo terminal del SNHE que contiene el CNBD predicho mediante rt-
PCR y clonar diez fragmentos de DNA variando el tamafio del amino y el carboxilo terminal

en un vector de expresion.

* Expresar las proteinas que codifican las quiméricas de CFP-CNBD (CFP: proteina cian
fluorescente) en bacteria y determinar la actividad de unién a cAMP, mediante el par FRET:

CFP y 8-Fluo-cNMP.

* Corroborar mediante Anisotropia los datos obtenidos en el ensayo de union tipo FRET.



VI. Materiales y Métodos.

Expresion Heterdloga de proteinas recombinantes.

Para determinar la funcion de una proteina o de un dominio de ésta es conveniente producir
la proteina recombinante en un sistema de expresion heterdloga con células vivas o utilizar la
maquinaria de traduccidn in vitro, el cual es un sistema que sintetiza la proteina de manera exdgena
con alta eficiencia. Para seleccionar un sistema de expresion apropiado, es necesario considerar la
caracteristica bioquimica y el origen de la proteina que quiere expresar y las caracteristicas de
sistemas de expresion con los que actualmente contamos. En los ultimos 30 afios se han obtenido
considerables avances tecnologicos y cientificos sobre la expresion heterdloga de proteinas

recombinantes principalmente en cuatro sistemas: Escherichia coli y células de mamifero.

Escherichia coli.

Escherichia coli fue descrita en 1885 por el bacteridlogo alemén Theodore von Escherich;
es quizéa la enterobacteria mas estudiada. E. coli es una procariota en forma de bastéon con una
dimension de 2.0 pm de largo y 0.5 um de didmetro, Gram-negativo, anaerobia facultativa y no
genera esporas en condiciones adversas de crecimiento *. Este sistema de expresion heterdloga fue
el primer sistema utilizado para expresar proteinas recombinantes y es considerada actualmente
como el hospedero de excelencia en el campo de proteinas. El sistema de E. coli es rapido y
sencillo, comparado con otros sistemas, debido a que su tiempo de duplicacion es corto y el medio
de crecimiento es econdmico. Normalmente la proteina es dirigida directamente al citoplasma o al
periplasma *. Sin embargo, la alta produccion de una proteina provoca agregados insolubles de las
proteinas recombinantes denominados cuerpos de inclusion, lo que se convierte en un obstaculo
significativo para obtener una proteina soluble y activa. Los cuerpos de inclusion han sido
observados no solo con proteinas de origen eucarionte sino también con proteinas de origen
procarionte. La formacién de cuerpos de inclusiéon de proteinas eucariontes se atribuye, por lo
menos, a que la tasa de traduccion en E. coli es 10 veces mas alta comparada con la observada en
células eucariontes, si la tasa de plegamiento es mas lenta en relacion a la tasa de traduccion
entonces se promueve la formacion de regiones que no son estables expuestas al ambiente

hidrofilico favoreciendo se agreguen entre ellas y formen complejos insolubles .
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Para maximizar la produccion de proteina recombinante soluble y minimizar la formacion
de cuerpos de inclusion se han descrito diversas metodologias experimentales. El método mas
sencillo es disminuir la temperatura durante el periodo de expresion dentro del rango de 15-30 °C,
lo cual implica que la tasa de traduccion se disminuye. Ademas, a baja temperatura se ve disminuida
la actividad de proteasas inducidas por un estimulo de “heat shock”™ *. Algunos grupos han
coexpresado chaperonas de plegamiento durante la expresion de la proteina recombinante con la
finalidad de promover la solubilidad, aunque es necesario probar una bateria de chaperonas para

cada proteina recombinante *.

Otra alternativa para promover la solubilidad es fusionar la proteina recombinante con otra
proteina que se tenga antecedente de que favorece la solubilidad, ya sea en el extremo N- o C-
terminal de la proteina recombinante. En la actualidad contamos con la Glutation S transferasa
(GST), la tioredoxina, la proteina de unidon a maltosa (MBP), SUMO y NusA. Ademas, algunas de
estas proteinas tienen la ventaja de facilitar la purificacion por afinidad: GST y MBP. En algunos
casos, una sola fusion no funciona para aumentar la solubilidad y es necesario evaluar un patréon

expresion con multiples marcas *.

Por otra parte, E. coli es una bacteria ineficiente en la formacion de puentes disulfuro
cuando las proteinas recombinantes son expresadas en el citoplasma puesto que normalmente la
formacion de los puentes disulfuro ocurren en el periplasma. Finalmente, es importante reconocer
que el sistema de expresion procarionte tiene una capacidad limitada para realizar modificaciones
postraduccionales comparado con los organismos eucariontes. Por ejemplo: E. coli no tiene la
maquinaria enzimdtica para realizar modificaciones del tipo N-glicosilacion, O-glicosilacion,

amidacion, hidroxilacion, miristoilacion, palmitacion y sulfuracion .

E. coli ofrece un mejor rendimiento de la produccion de proteinas recombinantes sencillas.
Por otra parte, este sistema no cubre con los requerimientos postraduccionales, por lo que

manifiesta una gran desventaja para expresar proteinas eucariontes.

Células de mamifero.

Las células de mamifero son consideradas como un sistema de baja eficiencia para expresar
proteinas recombinantes. Sin embargo, existen ventajas significativas para algunas proteinas. Por

ejemplo, la transfeccion y expresion de anticuerpos recombinantes en células de ovario de hamster
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chino (CHO) o en células de rifion de embrion humano (HEK293) superan el nivel observado E.
coli, P. pastoris o células de insecto SF9. La linea celular HEK293 es una linea derivada de células
de rifion de embrion de humano transformadas con adenovirus. Esta linea celular puede tener una
eficiencia de transfeccion mayor al 80% usando ciertos lipidos cationicos, fosfato de calcio o
polietilenaminas como reactivos de transfeccion *. El sistema de expresion en células de mamifero
requiere de medios de cultivo costosos, requerimientos nutricionales especiales durante la
expresion, durante el crecimiento y durante la manutencion, asi también de equipo especial y

sofisticado para evitar contaminaciones *.

Las células de mamifero, de los cuatro sistemas que se comparan, tienen el mecanismo mas
robusto durante el plegamiento de las proteinas y la formacion de puentes disulfuro. Por lo anterior,
el sistema de expresion de células de mamifero se ha considerado como el mejor sistema para

obtener proteinas recombinantes de mamiferos glicosiladas correctamente.

Comparacion de dos sistemas de expresion heterologa.

Comparando los cuatro sistemas descritos previamente se puede concluir que cada sistema
de expresion tiene ciertas ventajas y desventajas sobre la expresion de proteinas recombinantes de
interés. A continuacion se muestra una tabla comparativa (Tabla II) de los cuatro sistemas de
expresion heteréloga mas conocidos en la cual se en listan las propiedades importantes de cada

sistema:

Tabla 2. Comparacion entre dos sistemas de expresion heterologa.

Caracteristica E. coli Células de mamifero
Costo de cultivo. Bajo Alto

Formacion de puentes disulfuro. No Si

Regulacion de plegamiento. No Si

N-glicosilacion No Si

O-glicosilacion No Si

Otras modificaciones postraduccionales. No Si
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Material Biologico.

Las cepas que fueron utilizadas en este trabajo para la produccion de DNA plasmidico y

para la produccién de proteina recombinante son detalladas en la tabla 2.

Tabla 3. Cepas de E. coli, cepa eucarionte y de raton utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Fuente

Ratones CD1 Crl:CDI(ICR) Bioterio del IBt- UNAM

E. coli DH5a Dr. Agustin Lopez

E. coli XL1Blue Dra. Alejandra Bravo

E. coli BL21(DE3) ADE3 Dra. Susana Lopez

Cultivo celular CHO Dra. Susana Lopez
Ratones CD1.

El origen de los ratones CD1 data desde 1926 en el laboratorio del Dr. de Coulon en el
Centro Romand contra el cancer en Lausanne, Suiza. Son ratones albinos que son utilizados como
modelo de estudio en multiples propodsitos. En este trabajo fueron requeridos para separar por

sedimentacion las células Espermatogénicas de los testiculos.

DHSa.

Esta cepa del serotipo de E. coli tiene la caracteristica de servir como hospedero de vectores

de DNA para ser amplificados y conservarlos a bajas temperaturas.

XL1Blue.
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Esta cepa del serotipo de E. coli tiene la caracteristica de servir como hospedero de vectores

de DNA para ser amplificados y conservarlos a bajas temperaturas.

BL21(DE3).

La bacteria BL21(DE3) es una cepa de E. coli la cual puede expresar una proteina
recombinante que esté bajo el promotor T7 del bacteriofago A. No todas las cepas de E. coli pueden
expresar un gen bajo este promotor, ya que deben tener en el cromosoma el gen de la RNA
polimerasa T7 dependiente. Este gen se induce con Isopropil-B-D1-tiogalactopirandsido (IPTG).
Sin embargo la induccidn no es necesaria para pladsmidos que generan alto nimero de copias en
bacteria * ya que la cepa cuenta con cierto nivel de expresion de fuga de la RNA polimerasa T7

dependiente para expresar las proteinas recombinantes clonadas en los plasmidos.

CHO.

Las células de hamster chino de ovario (CHO) son las células de mamifero mas utilizadas
para transfeccion, expresion de proteinas recombinantes y produccion de proteinas recombinantes a
gran escala, fueron introducidas en el area en 1963 como el primer cultivo en monocapa, lo que
facilita su manipulacion. Para la células CHO se recomienda utilizarlas no por mas de 45 pases y en

condiciones de bioseguridad nimero dos. No son resistentes a ningiin antibiotico .

Plasmidos empleados para la clonacion y expresion de las proteinas

recombinantes.

Para las construcciones que fueron disenadas para este trabajo, se optd manipular los genes
de las proteinas recombinantes en vectores especificos para amplificar, almacenar y expresar las
construcciones. A continuacion se muestra una tabla de los vectores que fueron utilizados en este

trabajo y se detalla que caracteristicas conforman a cada vector (Tabla 3).

Tabla 4. Comparacion  entre los vectores que fueron utilizados en este trabajo.
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Vector

pJET 1.2 pRSETb(+) pcDNA 3.1(-)
Proveedor Invitrogen Invitrogen Invitrogen
Tamafio 2.0Kb 2.8 Kb 5.0Kb
Resistencia a Antibiotico | Ampicilina Ampicilina Ampicilina/Kanamicina/
Neomicina
Promotor Sin promotor T7 fago A T7 fago A y
Citomegalovirus (CMV)
Otro Almacenar y|Almacenar y expresar|Almacenar y expresar en
Amplificar. en procarionte. y eucarionte.
Soluciones.
Krebs 10X
Solucion Glu-Pen-Strip 100X
KH,PO, 12 mM
NaCl 1.2M L-Glutamina\Na" 51.32 mM
MgSO47H,0 1.2M Penicilina G 7.72 mM
D-glucosa 100 mM Estreptomicina 8.60 mM
CaCl,2H,O 12.85 mM Disolver en H,O estéril
KCl 47.8 mM Filtrar.
Disolver en H,O estéril
Filtrar.estéril DNAasa I - Krebs
20 pg/mL
BSA (Invitrogen)
Krebs bicarbonato 20X Tripsina (Invitrogen).
Colagenasa (Invitrogen).
NaHCOy 500 mM Inhibidor de Tripsina (Invitrogen).
Disolver en H,O estéril
Filtrar.
Técnicas.

Separacion de Células espermatogénicas por sedimentacion.

30



La velocidad de sedimentacion de una célula esférica es dependiente de la densidad de la
célula y la del medio, dada en una relacion matematica se define que a menor volumen menor
densidad celular y vice versa. Esta relacion se ha verificado experimentalmente para fines practicos
en la separacion de los distintos estadios de diferenciacion celular durante espermatogénesis que

difieren principalmente por el tamafio .

Separamos células espermatogénicas redondas, condensantes y paquitenos del resto de los
tipos celulares presentes en el testiculo de raton mediante un gradiente de discontinuo de BSA

(0.2%-4%).

Se sacrificaron de 25 ratones de 12 semanas de edad por dislocacion en la columna y
extrajeron los testiculos asegurando que el testiculo no tenia epididimo y el menor contenido de
grasa con unas tijeras de diseccion. Los testiculos se suspendieron en solucién Krebs 1X y se
lavaron por decantacion cuatro veces. Con la ayuda de una tijeras de diseccién evitando la

formacion de protoplastos se retird de los testiculos la tinica albuginea.

Los testiculos sin la tinica albuginea se colocaron en 40 mL de Krebs 1X y 0.5 mg/mL de
colagenasa y se incubd en agitacion a 33 °C hasta que los tubulos seminiferos se disgregaron
completamente. La suspension se sedimentd en hielo y se lavo por decantacion en tres ocasiones

con Krebs 1X.

La suspension se incub6 en 40 mL de Krebs 1X, 0.5 mg/mL de tripsina y 2.5 ng/mL de
DNAasa y se incub6 en agitacion a 33 °C durante 15 min hasta observar que los tiubulos seminiferos

se han disgregado por completo.

Utilizando una maya NiteX se filtro la solucién sobre una suspension de BSA 0.5% y se
centrifugo a 4 °C a 1000xg durante 10 min posteriormente se lavo con BSA 0.5% y se repitid este

procedimiento dos veces.
Sobre un gradiente continuo de BSA 0.5% - BSA 4% se cargd el material filtrado. Con la

ayuda de un rayo rojo se verificoO que la muestra comenzaba a eluir ya que el paso de la muestra

genera dispersion de la luz.
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Se colectaron fracciones (2 mL) y se observé cada fraccion al microscopio de contraste de
fases, corroborando asi las fracciones que pertenecian a cada estadio de diferenciacion celular de

espermatogénesis.

Se centrifugé a 4 °C a 1000xg durante 10 min las fracciones del mismo estadio de
diferenciacion celular. Para extraccion de RNA, se resuspendio la pastilla de células en dos
volimenes de Trizol (Fenol:Tiocianato de Guanidino:Cloroformo 1:2:1) y se conservo la muestra a

-70 °C por 24 h.

Extraccion de RNA total mediante el método fenol:tiocianato de

guanidino:cloroformo.

El reactivo de Trizol (Invitrogen 15596-026) se compone de tiocianato de guanidino, fenol y
cloroformo; la mezcla permite separar por ultracentrifugacion proteinas, DNA y RNA
aprovechando las propiedades bioquimicas de cada macromolécula, quedando el RNA total en la

fase acuosa, las proteinas en la fase organica y el DNA en la interface.

Se descongel? la pastilla y se agregd 0.2 mL de cloroformo por cada mL de suspension total,
se centrifugd a 4 °C a 12,000xg durante 15 min. Posteriormente se mezcld vigorosamente y se

incubo durante 15 min a temperatura ambiente.

Se recupero la fase incolora y se agregd 0.5 mL de isopropanol por cada mL de suspension
total, se centrifugo a 4 °C a 12,000xg durante 10 min. Se prosigui6é por remover el sobrenadante y
se agregd 1 mL de etanol-DEPC por mL de suspension total. Se centrifug6 a 4 °C a 7,500xg durante
5 min y se descart6 el sobrenadante. Cuando el etanol-DEPC se seco por completo se resuspendio la

pastilla en 50 pL de H,O-DEPC.

Electroforesis de DNA en gel de agarosa.

Una estrategia indispensable experimental para corroborar que las construcciones generadas
en este trabajo fue el andlisis del patron de digestion de plasmidos por nucleasas de restriccion

mediante la electroforesis de DNA en gel de agarosa. Esta metodologia se basa en la separacion de
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fragmentos de DNA sometidos a un campo eléctrico en presencia de un polimero de agarosa que
juega el papel de malla que dificulta la migracién hacia el catodo. La técnica de separacion de
fragmentos por electroforesis en geles de agarosa permite también separar y recuperar un fragmento
especifico para operaciones posteriores. La velocidad de migracion del DNA depende de varios
paradmetros, tales como la longitud de DNA, su conformacion estructural, la densidad de la agarosa,
la composicion ionica y el pH del buffer y la intensidad de la corriente aplicada. La carga neta
negativa del DNA permite su migracion en un campo eléctrico hacia el anodo a una velocidad
inversamente proporcional al logaritmo de su peso molecular. Asi, mientras mas pequeiia es una
molécula de DNA mas facilmente migrard a través del gel. La separaciéon simultanea de un
marcador de peso molecular conocido permite establecer, por comparacion del patron de bandas, el
peso molecular de una muestra *’. Para visualizar las bandas de DNA en la cAmara de electroforesis,
utilizamos un colorante que se intercala en el DNA (Gel/Green, 41004 Biotium) y observamos la
fluorescencia del complejo DNA-Gel/Green excitando con una luz azul con una lampara de LED y
seleccionando la fluorescencia con una placa de color naranja la cual juega el papel de un filtro
optico. SybrGold (MP 11494, Invitrogen) es el colorante més sensible en el mercado, pero afecta el

patron de la migracion del DNA si se utiliza en geles pretefiidos.

Purificacion de DNA mediante geles de agarosa.

Para recuperar un fragmento de DNA separado por electroforesis se ha implementado el kit
comercial Zymoclean™ Gel DNA recovery de la compaiiia Zymo. Esta técnica esta constituida por

cuatro etapas:

1. Solubilizar el fragmento del gel. Se cortd el gel de agarosa donde se localice el fragmento
de DNA que se desea purificar. El fragmento de gel de agarosa se disolvio a 45 °C y el
DNA que contiene es liberado de la malla en el que se encuentra.

2. Retener el DNA en la columna de silice. En esta etapa el DNA es unido a la silice en
presencia de alta concentracion de sales, pH 7.4, mientras que el resto de la agarosa se
eluyo pasa a través de la columna.

3. Lavado de la columna. En esta etapa se limpian eficientemente las impurezas como sales,
nucleotidos sin incorporar, agarosa, colorante, etc.

4. Elucion de DNA. En esta etapa se eluy6 el DNA asociado a la membrana con agua grado

biologia molecular.
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Transformacion de células quimiocompetentes.

Para amplificar las distintas construcciones que se realizaron en este trabajo, las ligaciones
resultantes fueron transformadas en células bacterianas E. coli XL1Blue y DHS a. Para expresar las
proteinas recombinantes que fueron generadas en este trabajo se utilizé la cepa bacteriana E. coli

BL21(DE3) y la cepa eucarionte CHO.

Las cepas bacterianas fueron capacitadas para ser transformadas con las construcciones de

DNA mediante el protocolo de transformacion con CaCl,.

A partir de un in6culo crecido a 37 °C de la cepa de E. coli durante toda la noche en LB sin
antibidtico se hizo una dilucion 1:50 en medio de cultivo fresco, LB sin antibidtico, y se incubd a
37 °C hasta la fase exponencial temprana, es decir, hasta una densidad optica entre 0.2-0.3
determinada a 600 nm. Se incubd un volumen de cultivo por 10 min en hielo y se centrifugé a
3000xg durante 10 min a 4 °C. A continuacion se resuspendio la pastilla en la mitad del volumen
con CaCl, 50 mM frio y estéril y se centrifug6 la suspension en las mismas condiciones. Finalmente
se resuspendid la pastilla en un volumen de CaCl, que representa 1/20 del total del volumen inicial.

Esta suspension se incub6 en hielo por 24 h antes de la transformacion .

Obtencion de cDNA a partir del RNA total mediante RT-PCR.

Se preparo la siguiente mezcla de reaccion y se incub6 a 65 °C durante 5 min

Oligonucleotido Tak91 10 mM 2 pmoles

(Anexo I)

RNA total Ing-5ug RNA total
dNTPS 10 mM 0.8 mM
H20-DEPC Ajustar a 12 pL

La reaccion se incub6 en hielo y se agregaron posteriormente los siguientes reactivos, la

reaccion final se incubo6 a 42 °C durante 2 min.

Buffer 5x SuperScriptll RT 1X
DTTO0.1 M 9.5mM
RNAasa Out Ll
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Una vez terminado el tiempo de incubacion se agregd 1 puL de DNA polimerasa RNA
dependiente SuperScriptll RT (lu/uL) y se incub6 a 42 °C durante 50 min para activar la
DNA polimerasa RNA dependiente. Al termino de este periodo se incubd a 70 °C durante 15
min para inactivar la DNA polimerasa RNA dependiente y se agregd 1 uL de RNAasa H para
degradar el RNA total. Finalmente, se incubd a 37 °C durante 20 min para activar la RNAasa

H.

Reaccion en cadena de la polimerasa: la PCR.

Para realizar las construcciones de DNA generadas en este trabajo fue necesario amplificar
distintos fragmentos de DNA que constituyen distintos genes y vectores; con la finalidad de cumplir
con este objetivo se hizo uso de la técnica “Reaccion en cadena de la polimerasa” conocida como
PCR por su acronimo en ingles “Polymerase Chain Reaction”. Esta técnica de biologia molecular
fue desarrollada en 1988 por Gelfand y colaboradores, cuyo objetivo era obtener un gran niimero de

copias de un fragmento de DNA particular, partiendo de un numero minimo de copias del templado

49

Esta técnica se fundamenta en la propiedad bioquimica de la DNA polimerasa DNA
dependiente. En la actualidad contamos con DNA polimerasas que pueden ser activadas a cierta
temperatura y resistir sin perder actividad a la temperatura donde el DNA se desnaturaliza. La
técnica consta de tres fases primordiales: 1) Desnaturalizacion del templado, el templado o molde es
desnaturalizado por completo para que los oligonucledtidos tengan acceso a su secuencia
complementaria. 2) Alineamiento de oligonucledtidos, los oligonucleotidos tienen acceso a la
secuencia complementaria en el templado y se mantienen unidos hasta que la polimerasa tenga
acceso y comience su tarea. 3) Polimerizacion de DNA, la polimerasa se encuentra en su
temperatura 6ptima de operacion y es entonces donde comienza el proceso de polimerizacion de la
secuencia complementaria del templado a partir del oligonucleétido unido. Durante estas tres etapas
se requiere de una temperatura Optima. Esta rampa de temperaturas es mediada por un
termociclador que controla la temperatura y evita que se evapore la reaccion utilizando una tapa

caliente a 110 °C.

Existe una bateria amplia de polimerasas termosensibles de la cual nos hemos valido de dos
principalmente. La polimerasa VentPol de New England Biolabs, la cual tiene la particularidad de

dejar a los fragmentos con los extremos rasurados en una relacion 99:1, tiene una tasa de error
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sustancialmente mas baja comparandola con la tasa de error de la TagPol; esta enzima fue utilizada

para amplificar todos los fragmentos de DNA que tenian como destino corroborar la secuencia, el

marco de lectura y expresar proteina. Por otra parte, se utilizo la TagPol de Invitrogen, la cual tiene

la particularidad de dejar a los fragmentos con los extremos poli timinados en una relacion 99:1;

esta enzima fue utilizada para amplificar y corroborar inserciones mediante PCR de colonia o en

DNA plasmidico

Amplificacion del fragmento C-terminal del SNHE mediante PCR.

Se preparo6 la siguiente mezcla de reaccion:

Oligonucleotido Tak91
Oligonucleotido Tak92
cDNA

Buffer ThermoPol 10X
Mg,Cl1 100 mM
dNTPs 10 mM
VentPol

H,O

0.2 uM
0.2 uM
2.5ulL
1X

6 mM
200 uM
lu

Ajustar a 50 pL

Se corri6 el siguiente programa en un termociclador de tapa caliente ajustando el numero de

ciclos, temperatura y tiempo.

1 Ciclo Desnaturalizacion del templado 95 °C 2 min
Desnaturalizacion del templado 95 °C 30 seg.
30 Ciclos |Alineamiento de oligonucleotidos 55°C 30 seg.
Polimerizacion de DNA 72 °C 1 min/Kb.
1 Ciclo Polimerizacion de DNA 72 °C 10 min

Clonacion del C-terminal del sSNHE en el vector pJET1.2.

Se preparo6 la siguiente reaccion de ligacion en hielo:
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Buffer de Reaccion 2X 1X

Producto de PCR 1 uL
pJET1.2/Blunt 0.05 pmol
T4DNA Ligasa 1 ul

Agua Ajustar a 20 pL

Se incubd la mezcla de ligacion a temperatura ambiente por 5 min.

Al producto de esta ligacion, pJET1.2/Blunt y CNBD, se nombré pJET-CNBD.

Extraccion de DNA plasmidico.

En este trabajo se empled un kit comercial Genelet plasmid miniprep kit de la compaiia
ThermoScientific® que se fundamenta en la lisis alcalina de células bacterianas, seguido de una
adsorcion de DNA plasmidico a la silica en presencia de una alta concentracion de sales. En general

el procedimiento consta de dos etapas *':

1. Lisis alcalina.

El cultivo de células procariontes son lisadas bajo condiciones alcalinas con una solucion
que posee docecil sulfato sdédico (SDS) (1%) y NaOH (0.2 N) en presencia de RNAsa A (1 mg/mL).
El papel del SDS es solubilizar los fosfolipidos y componentes proteicos de la membrana celular
produciendo la liberacion de los componentes celulares, mientras que las condiciones alcalinas
desnaturalizan el cromosoma y los plasmidos liberados, asi como las proteinas. El tiempo de lisis
optimizado permite la liberacion maxima del DNA plasmidico sin ser contaminado con DNA
cromosomico. El lisado es subsecuentemente neutralizado con una soluciéon de acetato de potasio (3
M, pH 4.8) y ajustado a condiciones de unién de alta fuerza ionica. En este paso, el DNA
plasmidico vuelve a renaturalizarse y permanece en solucion, mientras que la mayor parte del DNA
cromosomico, restos celulares y proteinas precipitan junto con el SDS, el cual forma una sal de

potasio

II. Adsorcion y elucion.
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Después de la lisis alcalina, los lisados crudos centrifugados son cargados a tubos-filtros que

contiene una membrana de silica que permite la adsorcion por afinidad del DNA plasmidico a una

elevada concentracion de sales. El resto del contenido en el lisado, es decir los componentes

celulares desnaturalizados, son eliminados por lavado. Finalmente el DNA plasmidico que esta

unido a la silica es posteriormente eluido en agua.

Amplificacion de 10 fragmentos del C-terminal.

Para generar los distintos tamafios de los fragmentos del CNBD se construyeron 5

oligonucle6tidos para el N-Terminal (Anexo I: N1, N2, N3, N4, N5) y dos oligonucledtidos para el

C-Terminal (Anexo I: C1, C2); estos oligonucledtidos en combinacion, un N con un C, dieron como

resultado 10 fragmentos distintos en tamafio.

Se prepar¢ la siguiente mezcla de reaccion:

Oligonucleotido N1-N5
Oligonucleotido C1-C2
pJET CNBD

Buffer ThermoPol 10X
Mg,C1 100 mM

dNTPs 10 mM

VentPol

H,O

0.2 uM
0.2 uM
50 ng
1X

6 mM
200 uM
lu

Ajustar a 50 pL

Se corrio el siguiente programa en un termociclador de tapa caliente ajustando el nimero de

ciclos, temperatura y tiempo.

1 Ciclo Desnaturalizacion del templado 95 °C 2 min
Desnaturalizacion del templado 95 °C 30 seg.
30 Ciclos |Alineamiento de oligonucledtidos 55°C 30 seg.
Polimerizacion de DNA 72 °C 1 min/Kb.
1 Ciclo Polimerizacion de DNA 72 °C 10 min
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Amplificacion por PCR de los genes de las proteinas fluorescentes CFP y

YFP.

Para amplificar por PCR los genes de las proteinas fluorescentes se utilizaron
oligonucleétidos que introducen sitios de restriccion para su posterior clonacién en un vector de
expresion. Los oligonucledtidos que fueron utilizados para amplificar e insertar los sitios de
restriccion en los genes de las proteinas fluorescentes, con excepcion de mCherry, son
complementarios para CFP y YFP en el extremo 5’y 3°. Esto se debe a que la mayoria de los genes
de las proteinas fluorescentes provienen de un mismo gen y unicamente tienen modificaciones en la

formacion del cromoforo, el cual les confiere la caracteristica de emitir a cierta longitud de onda.

Se prepar¢ la siguiente mezcla de reaccion:

Oligonucleotido F 0.2 uM
Oligonucleotido R 0.2 uM

DNA 50 ng

Buffer ThermoPol 10X 1X

Mg,C1 100 mM 6 mM

dNTPs 10 mM 200 uM
VentPol lu

H,O Ajustar a 50 pL

Se corrio el siguiente programa en un termociclador de tapa caliente ajustando el nimero de

ciclos, temperatura y tiempo.

1 Ciclo Desnaturalizacion del templado 95 °C 2 min
Desnaturalizacion del templado 95 °C 30 seg.
30 Ciclos |Alineamiento de oligonucledtidos 55°C 30 seg.
Polimerizacion de DNA 72 °C 1 min/Kb.
1 Ciclo Polimerizacion de DNA 72 °C 10 min

Amplificacion por PCR del gen de la proteina fluorescente
mCherry.

Para amplificar por PCR el gen de la proteina fluorescente mCherry se u oligonucledtidos

que introducen sitios de restriccion para su posterior clonacion en un vector de expresion.
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Se preparo la siguiente mezcla de reaccion (Anexo I):

Oligonucleotido Tak115 0.2 uM
Oligonucleotido Tak116 0.2 uM

DNA 50 ng

Buffer ThermoPol 10X 1X

Mg,Cl 100 mM 6 mM

dNTPs 10 mM 200 uM
VentPol lu

H,O Ajustar a 50 pL

Se corrio el siguiente programa en un termociclador de tapa caliente ajustando el nimero de

ciclos, temperatura y tiempo.

1 Ciclo Desnaturalizacion del templado 95 °C 2 min
Desnaturalizacion del templado 95°C 30 seg.
30 Ciclos |Alineamiento de oligonucledtidos 55°C 30 seg.
Polimerizacion de DNA 72 °C 1 min/Kb.
1 Ciclo Polimerizacion de DNA 72 °C 10 min

Purificacion y renaturalizacion de cuerpos de inclusion.

Se inoculd un cultivo de 50 mL de LB-Amp con una clona aislada de la construccién

pRSETb(+)6H-CFP-N4C2 por 72 h a temperatura ambiente.

Se centrifugd durante 20 min a 4000xg a 4 °C. Se desecho el sobrenadante por decantacion

y se resuspendio la pastilla con 1 mL de Tris-HC] 10 mM-Complete 1X.

Se centrifugd durante 20 min a 3000xg a 4 °C. Se desecho el sobrenadante por decantacion

y se resuspendio la pastilla con 1 mL de Tris-HC1 10 mM-NaCl 300 mM-Complete 1X.

Se sonico la muestra durante 30 s a una amplitud del 50% en intervalos de 1 minuto en hielo

en un sonicador ULTRASONIC PROCESSOR GE5O0T.

40



Se centrifug6 la muestra durante 20 min a 4000xg a 4 °C. Se desecho el sobrenadante por
decantacién y se resuspendié la pastilla con 10 mL de Urea 8M-Tris-HCI 10 mM pH 7.2. La

pastilla resuspendida se agitd por 4 h en frio.

Se diluy6 la muestra en 250 mL de Tris-HCl 10 mM-NaCl 300 mM-L-Arginina 200 mM

agregando el buffer de plegamiento goteando por 16 h. Se agit6é por 4 h mas en frio.

Purificacion de proteinas recombinantes por columna de Ni*".

Para purificar las proteinas recombinantes, se utilizo la interaccion del ion Ni*" y
polihistidinas como sistema modelo. El niquel es un ion que tiene alta afinidad por las colas de

histidinas que son usadas como marcas para purificar proteinas recombinantes.

Se equilibro la columna de Ni** con 5 volimenes de Tris-HCI 10 mM-NaCl 300 mM.

Se paso la muestra previamente soluble en TrisHCl 10 mM-NaCl 300 mM. Se lavé la

columna con 5 volimenes de TrisHCI 10 mM-NaCl 300 mM-Imidazol 50 mM.

Se eluyd la muestra con TrisHCl 10 mM-NaCl 300 mM-Imidazol 300 mM en tubos

eppendorft de 600 uL, recolectando muestras de aproximadamente 400 pL.

La columna se lavo con 5 volumenes de TrisHCI 10 mM-NaCl 300 mM-Imidazol 300 mM.

Para conservar la columna se pasaron tres volumenes de Etanol 70% y se conservo a 4 °C.

Purificacion de proteinas de cuerpos de inclusién por Ni*'.
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Para purificar las proteinas recombinantes de los cuerpos de inclusion, se utilizo la estrategia
de “batch-wise” la cual consiste en agregar directamente el Ni*" a la muestra, posteriormente se

recupera el Ni** con una pipeta y se empaca la columna.

Se utilizd una resina de Ni** Superflow, 6% agarosa de la compaiiia Qiagen para empacar

una columna. La cromatografia de afinidad se realizo normalizado a un volumen de 1 mL.

Se agregd un volumen de Ni* a la muestra de 260 mL de los cuerpos de inclusién que

fueron purificados y naturalizados.

Se recuper6 el Ni** con una pipeta Pasteur y se empacé la columna. Se equilibro la columna

de Ni** pasando 5 volimenes de TrisHCI 10 mM-NaCl 300 mM.

Se lavo la columna con 5 volimenes de TrisHCI 10 mM-NaCl 300 mM-Imidazol 50 mM.
Posteriormente, se eluyd la muestra con TrisHCI 10 mM-NaCl 300 mM-Imidazol 300 mM en tubos
eppendorft de 600 uL recolectando muestras de aproximadamente 400 pL.

Cuantificacion de proteina recombinante mediante espectroscopia de

fluorescencia.

Las proteinas recombinantes que fueron expresadas en este trabajo tienen fusionada al
CNBD al menos una proteina fluorescente CFP. Las proteinas fluorescentes entre otras ventajas
durante su plegamiento sufren un proceso de maduracion donde se forma un cromoforo. Este
proceso ocurre a partir de tres aminoacidos adyacentes: una serina, una tirosina y una glicina en el
caso de la proteina GFP (triptofano, treonina y glicina en el caso de CFP). La particularidad de este
triplete se basa en que se encuentran en la parte central de un barril formado por 11 hojas-3
plegadas generando un ambiente hidrofobico en el lumen de la proteina. La reacciéon ocurre cuando
el carbono del carboxilo de la serina y el nitrogeno de la amina de la glicina lo que resulta en la
formacion de un anillo heterociclico nitrogenado, posterior a la oxidacion se conjuga el anillo con la
tirosina y asi concluye la formacion de la especie fluorescente de la proteina. El croméforo también

conocido como fluor6foro tiene la caracteristica de absorber energia dentro de un rango de longitud
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de onda y emitir un rango de mayor longitud de onda. Basado en la particularidad de que cada
proteina fluorescente absorbe energia a cierta longitud de onda, calculamos la cantidad de

moléculas que teniamos en una muestra de proteina recombinante pura.

Se ajust6é un volumen de proteina recombinante pura en una celda optica de 1 cm de ancho.

En algunos casos fue necesario diluir la muestra debido a la saturacion de la sefial.

Se ajusto el espectrometro Scientific R-65004 a 445 nm y se determiné la absorbancia (A).

Se calculd la concentracion de la proteina siguiendo la Ley de Beer-Lambert, la cual
establece que la absorcion es proporcional a la longitud de la trayectoria que la luz viaja, ademas de
que la absorcion es proporcional a la concentracion de la especie que absorbe con cierto coeficiente

de extincion molar, lo que da como resultado la siguiente ecuacion,

A=¢ech Ecuacion 1.

donde:

A, Absorbancia.

g, Coeficiente de extincion molar (Unidades M em™).
¢, Concentracion.

b, Longitud de la trayectoria.

Es decir, al estimar la absorbancia (A) de una especie a cierta longitud de onda podemos
conocer la concentracion (c) de la especie en la muestra si conocemos la trayectoria de la luz (b) y

el coeficiente de extinciéon molar de la especie (€) como establece la ley de Beer-Lambert.

Anisotropia como un reportero de union.

La Anisotropia es una técnica basada en cambios en el grado de la polaridad de la

fluorescencia al excitar una muestra con la luz polarizada. Cuando una muestra fluorescente recibe
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una luz polarizada, las moléculas que estén alineadas paralelamente a la luz polarizada se excitan
preferencialmente. Por consecuencia, la luz de emision tiene la polaridad dependiendo del
movimiento rotacional durante el periodo de la excitacion (nano segundos). Las moléculas con poco
movimiento rotacional mantienen un alto nivel de polaridad de la fluorescencia (Anisotropia
grande), mientras que moléculas con alto movimiento rotacional disminuye la polaridad
(Anisotropia pequefia). Utilizando esta técnica, podemos determinar la interaccion molecular entre
una molécula fluorescente como un ligando marcado con un fluoréforo y su receptor sin separacion
mecanica de la forma libre y el complejo en tiempo real. Para determinar el valor de anisotropia, se
incide la luz verticalmente polarizada a la muestra y se detecta la intensidad de la luz de emision en
dos canales uno paralelo (Iy) y otro perpendicular (I.) a la fuente de excitacion usando filtros
polarizadores *°. Con estas dos medidas, el valor de Anisotropia r puede describirse como la

proporcion de ambas intensidades definido por la siguiente formula:

III_IL

gt L
Donde » = Valor de Anisotropia.
I;= Intensidad paralela de fluorescencia.

I, = Intensidad perpendicular de fluorescencia.

Expresion del CNBD del sNHE en un sistema heterologo.

En un principio, se comenz6 por analizar la funcion del CNBD del sNHE en un sistema
heterdlogo procarionte expresando la fusion del dominio con una proteina fluorescente de color
Cian (CFP). Conforme el proyecto fue evolucionando se optd por analizar una fusion del CNBD
con dos proteinas fluorescentes en un sistema heterdlogo eucarionte para evitar la formacién de

cuerpos de inclusion y aumentar la estabilidad de la proteina total y mejor su solubilidad.

Construccion de un vector que exprese el CNBD en un sistema procarionte y

eucarionte.

pRSETb(+)-CFP-CNBD
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Para expresar el CNBD en un sistema procarionte, seleccionamos a la cepa de E. coli

BL21(DE3) descrita en el apartado de Material bioldgico.

Se construyd un vector que expresa la proteina recombinante CFP y mCherry (CFP-
mCherry) bajo el promotor T7. Esta construccion nos ayudd a seleccionar por color las
construcciones positivas cuando se sustituye al gen de la proteina mCherry por un fragmento del
CNBD; Utilizando una lamparé de color azul y un filtro de color naranja podemos discernir cuando
la colonia brilla en color verde es positiva para la proteina CFP-CNBD y cuando la colonia brilla en
color rojo, ésta pertenece al vector nativo CFP-mCherry debido a una digestion parcial o

contaminacion del vector superenrollado.

Se amplificé por PCR el gen de la proteina CFP insertando los sitio Nhel y seis histidinas en
el N-terminal y una asa GGGSGGG y los sitios Kpnl/BamHI/Xhol en el C-terminal.

Posteriormente se purificé el producto de PCR por gel de agarosa 1%.

Se amplifico por PCR el gen de la proteina mCherry insertando el sitio Kpnl/BamHI en el
N- y C-terminal, respectivamente. Posteriormente se purifico el producto de PCR por gel de agarosa

1%.

Se digirié 1 pg de pRSETb(+) y 500 ng del producto de PCR del gen CFP con el par de
enzimas de restriccion Nhel/Xhol en el buffer Rojo 1X durante 1 h a 37 °C. Subsecuentemente se

purifico por gel el vector lineal y el producto de PCR digerido.

Se ligd en una relaciéon molar 1 a 3, 50 ng de vector lineal con 27 ng del producto de PCR
del gen CFP en el buffer de la ligasa T4 1X por 16h a temperatura ambiente en un volumen de 20
uL finales.

Se transformo6 en la cepa BL21(DE3) la mitad de la ligacion, es decir 10 pL, por el método
quimico descrito anteriormente. Se selecciond por color las colonias positivas para la construccion

pRSETb(+)-CFP.
Se digiri6 1 pg de pRSETb(+)-CFP y 500 ng del producto de PCR del gen mCherry con el

par de enzimas de restriccion Kpnl/BamHI en el buffer BamHI 1X durante 1 h a 37 °C;

subsecuentemente se purifico por gel el vector lineal y el producto de PCR digerido.
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Se 1ligd en una relacion molar 1 a 3, 50 ng del vector lineal con 27 ng del producto de PCR
del gen mCherry en el buffer de la ligasa T4 1X por 16 h a temperatura ambiente en un volumen de

20 pL finales.

Se transform6 en la cepa BL21(DE3) la mitad del volumen de la ligacién por el método
quimico descrito anteriormente. Se selecciond por color la colonias positivas para la construccion

pRSETb(+)-CFP-mCherry.

Se utiliz6 esta construccion como templado para clonar los diez fragmentos del CNBD y se

seleccionaron por color en caja cada una de las fusiones positivas.

PRSETb(+)-CFP-CNBD-YFP

Para mejorar la solubilidad de la proteina recombinante pRSETb(+)-CFP-CNBD se fusion6

una segunda proteina fluorescente en el C-terminal de la construccion.

Se utilizé el vector pRSETb(+)-CFP-PKA-173 como molde para realizar esta construccion.
Este vector tiene una proteina recombinante que expresa la quimera CFP en el N-terminal del
dominio regulador de PKA y una proteina fluorescente YFP en el C-terminal. El dominio regulador
de PKA esta clonado en el vector pRSETb(+)-CFP-PKA-173 con los sitios Kpnl/BamHI en el

sentido 5'-> 3".

Se amplificé por PCR el gen de la proteina fluorescente mCherry donde se insertaron los

sitios Kpnl en el N-terminal y un codén de paro y el sitio de restriccion BamHI en el C-terminal.

Se digiri6 1 pg del vector pRSETb(+)-CFP-PKA-173 y el fragmento de PCR mCherry con
las enzimas de restriccion Kpnl/BamHI en el buffer BamHI 1X por 1 h a 37 °C.

Se lig6 50 ng de vector digerido pRSETb(+)-CFP-PKA-173 con 23 ng del fragmento de
PCR mCherry en buffer de ligasa T4 1X por 16 h a temperatura ambiente.

Se transformé en la cepa de E. coli BL21(DE3) 10 pL de la ligacion final y se selecciond en
caja por color las colonias positivas que brillan de color rojo de las colonias negativas que no tienen

color. A ésta nueva construccion se nombrdé pRSETb(+)-CFP-mCherry-YFP.
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Para facilitar la purificacion de la construccion fusionamos una cola de histidinas a la
proteina recombinante. Para realizar esta construccion utilizamos como molde la construccion
pRSETb(+)-WT-4-173 la cual se digiri6 con las enzimas de digestion Ncol/HindIII en buffer R por

1 h a 37 °C; el vector resultante solo contiene la cola de histidinas en el N-terminal.

Se digirié 1 pg del vector pRSETb(+)-WT-4-173 y 1 ug del vector pRSETb(+)-CFP-
mCherry-YFP con las enzimas de restriccion Ncol/HindlIII en el buffer R 1x por 1h a 37 °C.

Se ligd en una proporcion molar 1 a 1 el fragmento CFP-mCherry-YFP y el vector

pRSETb(+)-WT-0-173 en el buffer de ligacion T4 por 16 h a temperatura ambiente.

Se transform6 10 pL de la ligacion en la cepa de E. coli BL21(DE3) y se selecciono en caja
por color las colonias positivas que brillan de color rojo de las colonias negativas que no tienen

color. A esta nueva construccion se nombro pRSETb(+)-6HCFP-mCherry-YFP.

Se utiliz6 esta construccion como templado para clonar los diez fragmentos del CNBD y se

seleccionaron por color en caja cada una de las fusiones positivas.

pcDNA(-)(proRBS)-CFP-CNBD-YFP.

Para mejorar la solubilidad de la proteina quimera CFP-CNBD-YFP decidimos expresar
dicha construccion en un sistema heterdlogo eucarionte. El sistema heterdlogo que seleccionamos
son la células CHO. La linea celular CHO con la que se trabajo no tiene resistencia enddgena a
ningun antibiotico, por lo que nos facilit6 la seleccion. Utilizamos la construccion pRSETb(+)-CFP-
mCherry-YFP como molde para construir pcDNA(-)-CFP-CNBD-YFP, ya que comparten un par de
sitios de clonacion rio abajo del promotor T7, lo que no afecta el marco de lectura del gen que se
esta clonando, ademas de clonar el sitio de unién a ribosoma de procariontes (RBS) en un vector de
expresion de eucariontes. Clonar el sitio RBS en un vector de expresion en eucariontes rio arriba del
promotor T7 nos da la ventaja de poder seguir con el sistema de seleccion por color en caja en una

cepa de E. coli (DE3) las construcciones positivas que se desee expresar en eucariontes.
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Se digirio 1 pg de pRSETb(+)-CFP-mCherry-YFP y 1 ug de pcDNA(-)3.1 con el par de
digestion Xbal/HindIII en el buffer R 1X. Se purificoé por banda el fragmento esperado de 2.2 kb y

5.3 kb respectivamente.

Se ligd en una proporcion molar 1 a 3 (vector:fragmento) 50 ng del vector digerido
pcDNA(-)3.1Xbal/HindIIl con 23 ng del fragmento RBS-CFP-mCherry-YFP, resultado de la
digestion del vector pRSETb(+)-CFP-mCherry-YFP, en buffer de ligasa T4 1X por 16h a

temperatura ambiente en un volumen de 20 pL finales.

Se transform¢ en la cepa de E. coli BL21(DE3) 10 pL de la ligacion final y se selecciond en
caja por color las colonias positivas que brillan de color rojo de las colonias negativas que no tienen

color.

Se confirmd por digestion Xbal/HindIII en buffer R por 1 h a 37 °C que se tratara del vector
pcDNA(-)-CFP-mCherry-YFP y no de la digestion parcial de pRSETb(+)-CFP-mCherry-YFP.
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VII. Resultados.

Clonacion del dominio CNBD del sNHE: Purificacion de RNA total y rt-PCR.

Separé células espermatogénicas mediante un gradiente discontinuo de BSA. Utilizando el
reactivo de Trizol (Invitrogen) purifiqué el RNA total de paquitenos, espermatidas redondas y
espermatidas condensantes. Preparé el cDNA mediante transciptasa reversa utilizando un
oligonucleétido especifico (91R), el cual posteriormente se utiliza para PCR como “primer” reverso
(Anexo I). Mediante PCR se amplifico un fragmento que flanquea toda la region citoplasmatica del
C-terminal del sSNHE (91R y 92 F, Anexo I) aproximadamente 1400 pares de bases (pb), la cual

contiene el dominio predicho de CNBD.

La figura 11 muestra un gel de agarosa 1% donde se corri6 la reaccion PCR, corroborando la
amplificacion del fragmento esperado de 1400 pb. Se observa un fragmento Uinico presente solo en
las espermatidas condensantes (EC) y espermatidas redondas (ER). En el caso de los paquitenos (P)
no se amplificd ningiin fragmento, coincidiendo con el reporte hecho por el grupo de Garbers y

colaboradores en 2003 7.

Figura 11. Gel de agarosa 1 %. rt-PCR con RNA total de paquitenos (P), espermatidas
condensantes (EC) y espermatidas redondas (ER). Marcador molecular (M). En ambos carriles ER

y EC se observa el fragmento del tamafio esperado 1400 pb.
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Clonacion del dominio CNBD del sNHE.

Se purificé el producto esperado de PCR, posteriormente se subclon6 en el vector pJET1.2
(Fermentas) y se secuencio el inserto usando los oligonucledtidos pJETF y pJETR (Fermentas). Los
resultados de la unidad de secuenciacion fueron procesados y analizados en la base de datos de
NCBI. El alineamiento 2 demuestra que el producto de rt-PCR es 100% idéntico a la secuencia del

mRNA que corresponde al C-terminal del SNHE de raton.

Seleccion de 10 fragmentos diferentes que contienen el dominio predicho del

CNBD del sNHE.

Se ha reportado que se requiere una region extra del N-terminal del CNBD de EPACI para
la estabilidad de la proteina recombinante expresada en E. coli *', lo cual indica que el estudio de la
funcién del CNBD requiere de un tamiz regional de la proteina. Por ello se prepararon diez
fragmentos del dominio CNBD variando la extension del N-Terminal (5 variaciones) y del C-
Terminal (2 variaciones). Para decidir los sitios de corte que generaran los diez fragmentos del
dominio CNBD analicé la estructura secundaria de toda la parte citopldsmica del SNHE usando el
programa iTasser (Figura 13) *2. En el caso del N-terminal, encontramos solamente 4 a-hélices antes
del CNBD, con base en esto decidimos los 4 sitios de corte N1, N2, N3 y N4 eliminando las asas
que se encuentran entre las a-hélices; el sitio N5 corresponde al sitio del CNBD sin region extra. En
el caso del C-terminal, encontramos una variedad de estructuras secundarias lo cual no permitid
elegir como en el caso del N-terminal. En general, esta region determina la selectividad entre cAMP
y cGMP, sin embargo parece que no es tan importante para la estabilidad del CNBD. Por lo anterior,
decidimos solamente dos sitios; uno al final del CNBD vy otro al final de todo el C-terminal del

sNHE.

Disefiamos 7 oligonucledtidos con apoyo del programa Oligo7 (Molecular Biology Insigths)
insertando el sitio de restriccion Kpnl en 5' (5 oligonucleotidos. Anexo I) y el sitio de restriccion
BamHI en el 3' (2 oligonucleotidos. Anexo I) para construir 10 diferentes fragmentos del CNBD de

manera sistematica.

La figura 12 muestra los 10 fragmentos del CNBD del sNHE a probar. Se indica como N1,
N2, N3, N4 y N5 las variaciones del N-terminal, también se sefialan las dos variaciones del C-

terminal como C1 y C2.
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> gb|A¥368685.1 WI\MS musculus sperm-specific sodium proton exchanger mRNA, complete I
cds
Length=3867

GEME ID: 208169 Slc9al0 | solute carrier family 9, member 10 [Mus musculus]
{Over 10 PubMed links)

Soore = 1637 bits (886), Expect = 0.0
Identities = 886/886 (100%), Gaps = 0/886 (0%)
Strand=Flus/Flus

guery 1 AARGAGCTAGGCTACTTAGAGTATGACCATCCGGARATCGCTGTCACTATGARARCCARG 60
CECLEECEETEETEECEEEE L L LT

Sbjet 2596 AAAGAGCTAGGCTACTTAGAGTATGACCATCCGGAAATCGCTGTCACTATGARANCCANG 2655

Query 61 GAGGAGATTAATGTCATGCTCAATATGGCCAGAGARATTGTCARMGACTTTCAGGTCCAARN 120

CELEELL L L L L L L L E L]
sbjct 2656 GAGGAGATTAATGTCATGCTCAATATGGCCAGMGAANTTGTCAMGACTTTCAGGTCCAAR 2715

Query 121 GGAATTATACACAAGGTGGAAGGCACTGAGATTARCAAGTTAATCATGGCCARARAMGATC 180

Sbjct 2716 ATACACANGETEEARGECACTE TTAACAAGTTAATCATGGCCAARMAGATC 2775

Query 181 CAGGTGCTTGATCTGCAGTCTGTTATCCAGCCATTTAATGTTGAAGARGCCCCGTGCAAT 240

CELLLLELEEE L LT LT LT
gbjet 2776 CAGETCCTTGATCTGCAGTCTCTTATCCAGCCATTTAATGTTGAAGAAGCCCCUTGCART 2835

Query 241 ATCCCATGGCTTAGTGAAGATCCTGAAGCCATAACCTTTATTCAGGAAAAAGCAMAAGTT 300
CCECEELEETEETEECEEEE LR LT

Sbjet 2836 ATCCCATGGCTTAGTGAMRGATCCTGAAGCCATAXNCCTTTATTCAGGAAAANGCARARAGTT 2895

Query 301 GTAACATTTGACTGTGEAANTAACATATTTGARGANGGTGATGAGCCAGANGGAATCTAT 360

COLEEELEL LR EEEE L P LR
sbjct 2896 GTAMCATTTGACTGTGGARATARCATATTTGAMGAAGGTGATGAGCCAGAAGGAATCTAT 2955

Query 361 ARTTTCAGGCATGE TTAMMAGETCARAACCACACCTGGAGATGGARRGA 420
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbict 2956 ARTTTCAGGCATGE TTARAAGETCARAACCACACCTGG 3015
Query 421  GTATCCGCAGAGTCAGAGATTAARATTCATCCACTGCCCCACACAGAGTACCTGCTCAGC 480
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 3016 GTATCCGCAGAG TCCACTGOCCCACRCAGRG 3075

Query 481 GGGGAGATAATAGGAGAGTTAARC TGTCTGACTAAAGAACGGATGCAATATTCTGCCACC 540
cover sane bbb LT (.
Query 541 TGCAARACTETTGTEGAGACATATTTTATTCCCATTAGCCACTTGTATGARGGCTTTGAA 600
oo ssse bbb LT TRRI T
Query 601 AMANGATGTCCTARMCATGAAACATAAMATETGECARMAMATC GEGACTTGCCATTACTGCC 660

Sbjct 3196 TGTEECAAAAAATCGGACTTGCCATT: 3255
Alineamiento 2. Resultado de la base de datos de NCBI al analizar la secuencia del
fragmento obtenido en la reaccion de rt-PCR. La secuencia del fragmento clonado del C-terminal
del sNHE se corrobor6 con la base de datos del NCBI, se obtuvo un 100 % de identidad en la region
C-terminal del mRNA completo del sNHE.
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Figura 12. Amplificacion de diez distintos fragmentos del dominio CNBD variando la
longitud del N-Terminal y C-Terminal. Se indica como N1, N2, N3, N4 y N5 las variaciones del N-

terminal, también se sefialan las dos variaciones del C-terminal como C1 y C2.
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Construcciones quimeéricas de 10 fragmentos del CNBD y una proteina Cian

fluorescente.

Para determinar si existe union de ¢ctNMP al CNBD del sNHE se planed preparar una
proteina quimérica con uno de los 10 fragmentos del sSNHE fusionada con la proteina fluorescente
cian (CFP, por las siglas en ingles de “Cyan Fluorescent Protein”) insertando un espaciador
-GGGSGGG- (G, glicina y S, serina) entre ellos. La fusion de la proteina CFP al fragmento del
sNHE nos facilita determinar la actividad del CNBD debido a que nuestro grupo ha desarrollado un
nuevo ensayo de union sencillo y rapido (sin proceso de purificacion) usando la técnica de FRET
(abreviacion de “Fluorescence Resonance Energy Transfer”), en el cual la proteina fluorescente
funciona como donador de energia y el cAMP acoplado a fluoresceina (8-Fluo-cAMP, BioLog)
sirve como aceptor de energia. Nuestro grupo confirm6 que el método funciond exitosamente
usando EPAC1 como el CNBD. Ademads, la proteina quimérica con CFP nos facilita, estimar el
nivel de expresion de la proteina recombinante y cuantificar la concentracion de la proteina, tanto
de la proteina purificada como de la proteina en extracto crudo, por determinacion de la absorbancia

de CFP (435 nm, 32500 M cm™) (Figura 13).

Figura 13. Construccion disefiada para determinar si el dominio CNBD tiene unién con

cNMP.
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En general, después de transformar una construccion nueva se debe realizar la seleccion de
las clonas positivas. Las colonias de E. coli se amplifican y se extrae el DNA plasmidico mediante
mini prep. Por patron de digestion en un gel de agarosa o por secuenciacion se distinguen clonas
positivas de los falsos positivos o vectores que no contienen el inserto deseado. En otros casos, se
utiliza un método alternativo en el cual se realiza un PCR de colonia directamente de la placa a

pesar de que esta metodologia es mas rapida frecuentemente aparecen falsos positivos y negativos.

Seleccionar clonas positivas por el método convencional es laborioso y costoso, por lo que
disefiamos un tamiz eficiente para seleccionar las colonias deseadas mediante la expresion de
proteinas fluorescentes en caja petri. Para este objetivo, decidimos utilizar el vector pRSETb(+)
(Invitrogen) un vector de expresion de facil manipulacion por su alto nimero de copias en cepas de
E. coli. Por comunicacion personal nos recomendaron no utilizar IPTG en la induccién de proteinas
que se expresan en pRSETb(+) porque el brillo de la proteina fluorescente disminuye. Ademas, es
posible expresar la proteina clonada en este vector sin la induccion por IPTG, en las cepas que
tienen el gen de la RNA polimerasa T7 en su genoma como son BL21(DE3) y JM109(DE3). Esta
propiedad nos permite distinguir claramente el color de la colonia después de uno o dos dias de la

transformacion.

En nuestras construcciones quiméricas, la proteina CFP se sit@ia en el lado N-terminal del
CNBD (CFP-CNBD), lo cual indica que es dificil utilizar el color de CFP para el tamiz de las
colonias. Por lo anterior, decidimos generar una construcciéon que contiene una proteina
fluorescente roja (mCherry) en el C-terminal de CFP (CFP-mCherry). Posterior a la seleccion,
intercambiamos el gen de mCherry con cada uno de los 10 fragmentos del CNBD del sNHE
resultando en la pérdida del color rojo como consecuencia de la insercion del fragmento del CNBD
pero manteniendo el color verde-azul de CFP. A continuacion se explica a detalle como construimos

este sistema de seleccion por color en caja.

Para construir el vector que facilita la seleccion por color esquematizado en la figura 15, se
inicio por amplificar el gen de CFP con dos oligonucledtidos especificos (141F y 94R. Anexo I). El
olgonucledtido141F tiene un sitio de restriccion Nhel el cual, subsecuentemente, se utiliza para
subclonar el fragmento en pRSETb(+). El sitio Nhel de pPRSETb(+) se encuentra justo después del
sitio que codifica 6 histidinas (6His), por lo que nuestra proteina recombinante puede ser purificada
mediante una columna de afinidad. El oligonucledtido 94R esta disefiado para insertar un

espaciador (-GGGSGGG-) seguido de 3 sitios de restriccion Kpnl, BamHI y Xhol en el 3' del
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producto de PCR. Un codon de paro (TAA) esta insertado entre los sitios de restriccion BamHI y

Xhol.

Figura 14. Construccion disefiada para seleccionar colonia positivas (color amarillo) de

colonias negativas (color rojo) cuando se clone el fragmento CNBD.
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Figura 15. Gel de agarosa 1%. Reaccién de PCR con el producto de aproximadamente 750
pb del gen CFP (1), como control negativo se utiliz la reaccion sin templado utilizando agua (2).

El carril 3 corresponde al marcador de peso molecular.

Se inserto el producto de PCR usando las enzimas de restriccion Nhel y Xhol en un vector
modificado de pRSETb(+) en el grupo (mV1S2 pRSETb(+)), el cual tiene un sdlo sitio de Xhol. La
figura 17 muestra la digestion Nhel-Xhol que comprueba la integridad del gen de CFP en el vector

pRSETb(+). A esta construccion la nombramos pRSETb(+)-CFP.

Figura 16. Gel de agarosa 1%. Reaccion de digestion sobre la construccion pRSETb(+)-
CFP. En el carril 1 se observa el vector de pRSETb(+)-CFP super enrollado, es decir sin digerir, en
el carril se muestra el vector pPRSETb(+)-CFP digerido con los sitios que flanquean al gen CFP, es
por esto que observamos una banda del tamafio correspondiente en aproximadamente 720 pb y una

banda correspondiente al vector de mayor tamafio.

Para concluir la construccion del vector de expresion para seleccion por color en caja, se
amplificd por PCR el gen de mCherry con los oligonucleotidos especificos 115F y 116R. Los
oligonucledtidos 115F y 116R agregan sitios de restriccion Kpnl y BamHI en los extremos 5'y 3'

respectivamente en el productor de PCR de mCherry. Posteriormente, se insertd el producto de PCR
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del gen mCherry en el vector pRSETb(+)-CFP usando los sitios de Kpnl y BamHI y el producto de
la ligacion se transformé en células BL21(DE3). Como era de esperarse la placa de petri mostr6é dos
poblaciones de distinto color como podemos observar en la figura 17. El disefio del vector para
seleccionar clonas positivas por color resultd exitoso lo cual nos permitié hacer un tamiz mas rapido
y eficiente de los diez fragmentos del CNBD. Esta nueva construccion se nombré pRSETb(+)-CFP-

mCherry.

Figura 17. Caja petri LB-Amp con el esquema de seleccion por color. Observamos con una
flecha negra las colonias que fueron transformadas con el plasmido pRSETb(+)-CFP y de color rojo
las colonias que contienen la construccion pRSETb(+)-CFP-mCherry. La imagen fue capturada con
un transiluminador de luz azul y un filtro de emision color naranja (una placa de acrilico de color

naranja que sirve como filtro de “long-pass”, es decir que solo deja pasar luz con frecuencia baja).

Se insert6 cada fragmento del C-terminal del sNHE en el vector pRSETb(+)-CFP-mCherry
con ayuda de los sitios de restriccion Kpnl y BamHI, sustituyendo el gen de la proteina mCherry.
Posterior a la insercion, el producto de la ligacion se transformd en la cepa BL21(DE3). Como se
observa en la figura 18, la placa de petri muestra dos poblaciones de diferente color. En términos
practicos, las clonas que brillan en color verde corresponden a las colonias transformadas con el
plasmido pRSETb(+)-CFP-CNBD mientras que las clonas que brillan en color rojo a las del

plasmido pRSETb(+)-CFP-mCherry. El tamiz por color nos permitié seleccionar facilmente las
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colonias positivas, lo cual reduce significativamente el trabajo y el costo de seleccion de la

construccion. Ademas, se puede utilizar la colonia de la bacteria (BL21(DE3)) para expresar la

proteina codificada sin transformar otra cepa.

Figura 18. La seleccion por color permite seleccionar colonias positivas que contengan el
fragmento CNBD.

Cada construccion generada en este trabajo se secuencid en la unidad de secuenciacion del

Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Expresion de la proteina recombinante en E. coli.

Antes de expresar la proteina quimérica en un volumen grande, realicé un experimento
piloto para evaluar la actividad del CNBD usando un volumen pequefio de la suspension de la

bacteria en LB-liquido (10 mL). Se inocularon las colonias de E. coli (BL21(DE3)) que expresan el
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plasmido confirmado en un cultivo de LB-liquido ampicilina y se incubaron a temperatura ambiente

por 72 h con agitacion (200 rpm) y posteriormente 1 h a 4°C.

Se centrifugd el cultivo (4000 x g, 20 min) y se resuspendid la solucidon de extraccion de
proteina (Materiales y Métodos). Se extrajo proteina soluble de todos los cultivos utilizando un
sonicador (Ultrasonicador Processor) a 20 Watts de frecuencia como se describe en la seccion de
materiales y métodos. Mediante una columna de afinidad de Ni** se eliminaron proteinas que no se
unen a la resina con 50 mM de imidazol. Se recupero la proteina recombinante que contiene la cola
de histidinas con 250 mM de imidazol. Se cuantifico la concentracion de cada proteina
recombinante considerando el coeficiente de extincion molar (32500 M' cm™) y el pico maximo de

absorbancia (435 nm) de la proteina fluorescente CFP.

Para confirmar el tamafio de las proteinas recombinantes y su nivel de pureza se corrié un
gel desnaturalizante de acrilamida SDS-PAGE 12%. En la figura 19 se muestran ocho de las diez
construcciones expresadas en E. coli y purificadas con una columna de Ni*". Desafortunadamente,
en los grupos de las proteinas purificadas, no se observa ninguna proteina del tamafio esperado y
solo se observa la banda de la proteina que corresponderia a la proteina fluorescente (27 kDa). Sin
embargo, en la fracciéon de la pastilla (Panel B) se observa que se concentra la proteina
recombinante con el tamafio esperado para la fusion. Para confirmar la solubilidad de las proteinas
recombinantes, nuevamente expresé una construccion (CFP-N4C2) en E. coli con mayor volumen
de cultivo (50 mL) e intenté extraer la proteina soluble por sonicacion. Sin embargo, se observo con
ayuda de la sefial de fluorescencia de la proteina, que la mayoria de la proteina recombinante se
quedod en la pastilla sin poder recuperarla en la fraccion soluble, lo que sugiere que las proteinas
recombinantes completas forman cuerpos de inclusion en bacteria y solamente los productos

degradados pueden estar en la fraccion soluble.
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Figura 19. A. Gel desnaturalizante de acrilamida SDS-PAGE 12% de la fraccion soluble. B.
Gel desnaturalizante de acrilamida SDS-PAGE 20% de la fraccion no soluble.

Se sabe que algunas proteinas recuperadas de los cuerpos de inclusion pueden convertirse en
proteinas solubles después de tratamientos adecuados de desnaturalizaciéon y renaturalizacion.
Aplicamos esta estrategia a nuestra proteina (CFP-N4C2) para obtener una proteina soluble que nos
permita determinar su actividad. Purificamos los cuerpos de inclusion después de sonicar las
bacterias que expresan CFP-N4C2 y agregamos urea (8 M en final) a 4 °C con agitacion para
desnaturalizar la proteina. La suspension del cuerpo de inclusion se convirtid en una solucion
transparente y la intensidad de la fluorescencia se disminuy6 (dato no mostrado). Posteriormente,
anadimos a la proteina desnaturalizada la solucioén de renaturalizacion (Tris-HCI 10 mM-NaCl 300
mM-L-Arginina 200 mM) gota por gota a 4 °C con agitacion. Se increment6 la intensidad de la
fluorescencia en la solucion de renaturalizacion, lo cual indica que la proteina, por lo menos CFP,
recuper6 su plegamiento correcto. Obtuvimos la proteina concentrada recuperando la resina de Ni**

agregada directamente al matraz.

En la figura 20 se muestra el resultado al correr un gel SDS-PAGE (12%) de la proteina
(CFP-N4C2) renaturalizada del cuerpo de inclusion. Podemos observar que al menos la
construccion de la proteina recombinante CFP-N4C2 purificada por la resina de Ni*" permanece la
proteina completa (Carril D). Sin embargo, la estabilidad de la proteina es pobre puesto que es
dificil mantenerla en la fraccion soluble por mas de 12 h ya que después de este periodo la proteina
recombinante se agrega y se precipita. Por lo anterior, no se pudo analizar la actividad de la
proteina. En otro intento, una parte de la proteina renaturalizada se quedo en la fraccion soluble

después de 12 horas de purificacion. Sin embargo, esta fraccion de la proteina estaba degradada.
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Figura 20. Gel desnaturalizante SDS-PAGE 12%. A. Carril de la fraccion soluble de la
purificacion de la proteina quimera N4C2-CFP. B. Carril de la fraccion no soluble de la purificacion
de la proteina quimera N4C2-CFP. C. Carril de la fraccion purificada de los cuerpos de inclusion. D.
Carril de la fraccion purificada por Ni** de los cuerpos de inclusion. E. Fraccion no unida de la

purificacion por Ni** de los cuerpos de inclusion. MP. Marcador de peso molecular.

Para favorecer la solubilidad de la proteina quimera decidimos fusionar una segunda
proteina fluorescente en el carboxilo terminal del CNBD y expresar la proteina recombinante en un
sistema eucarionte. Por lo primero nos sustentamos del andlisis informatico del perfil de agregacion
(APA) * el cual da una aproximacion cuantitativa de cualquier proteina en solucion a formar
conglomerados no solubles. Al analizar el perfil de agregacion de un péptido el algoritmo estima un
valor APA, el cual si es mayor a 0 indica que el péptido tiene mayor probabilidad de formar
agregados no solubles en fase acuosa y a pH neutro. Por otra parte, mientras menor sea a 0 el valor
de APA, el péptido tendra mayor probabilidad de permanecer en fase acuosa a pH neutro. En la
tabla 3 se muestra un resumen del analisis informatico de 30 quimeras, es decir para cada fragmento
del CNBD se determin6 su perfil de agregacion con 0, 1 y 2 proteinas fluorescentes. Como se
observa en la tabla 3 la fusién de una o dos proteinas fluorescentes aumenta la probabilidad de que

la proteina recombinante permanezca en fase acuosa.
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Tabla 5. Determinacion del perfil de agregacion del CNBD con 0, 1 y 2 proteinas
fluorescentes. Se indica en numero de veces que se mejora la solubilidad predicha con 1 y

2 proteinas fluorescente.
NIC2 | N3C2 | N3C2 | N4C2 | N5C2 | NIC1 | N2C1 | N3C1 | N4C1 | N5Cl
APA -0.024 -0.034 -0.054 -0.059 -0.064 0.013 -0.009 0.014 -0.014 -0.018

CNBD

APA -0.07 -0.085 -0.098 -0.103 -0.108 -0.062 -0.08 -0.079 -0.096 -0.103
CNBD
1 PF 03X 25X 18X 17X 17X 48X 89X 56X 68X 57X
APA -0.092 -0.106 -0.115 -0.119 -0.124 -0.091 -0.104 -0.106 -0.118 -0.123
CNBD
2 PF 38X 31X 21X 20X 19X 7X 11.6X 7.6X 84X 68X

Construcciones quimeéricas de 10 fragmentos del CNBD y dos proteinas

fluorescentes en un sistema eucarionte.

De acuerdo al andlisis informatico del perfil de agregacion, el uso de dos proteinas
fluorescentes podria incrementar la solubilidad de la proteina. De hecho existe un ejemplo en
nuestro grupo: el CNBD de PKA unido solamente con una CFP se queda en el cuerpo inclusion
mientras que el mismo dominio fusionado con CFP y YFP se convirtidé una proteina soluble. Por lo
anterior, decidimos probar la fusion de nuestra proteina con CFP y YFP. Para reutilizar los 10
fragmentos del sSNHE preparados anteriormente, escogimos un plasmido construido previamente en
el laboratorio, pPRSETb(+)-CFP-4-YFP, el cual codifica un dominio de CNBD de PKA unido a CFP
y YFP en su N- y C-terminal mediante los sitios de Kpnl y BamHI, respectivamente. Primero
insertamos el gen de la proteina fluorescente mCherry en el sitio de PKA con ayuda de las enzimas
de restriccion Kpnl y BamHI, siguiendo con nuestro sistema exitoso de seleccion por color en caja.
A este vector lo nombramos pRSETb(+)-CFP-mCherry-YFP. Debido a que pRSETb(+)-CFP-
mCherry-YFP no tiene la cola de seis histidinas (6 his), subclonamos el fragmento de DNA que
codifica mCherry-YFP a otro vector que tiene 6His y CFP usando las enzimas de restriccion Kpnl y
HindIll. Este vector fue denominado pRSETb(+)-6HCFP-mCherry-YFP. Posteriormente,
insertamos cinco fragmentos amplificados con el C-terminal mas pequefio del CNBD del sNHE que
preparamos previamente usando los sitios de Kpnl y BamHI; el intercambio del fragmento de
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mCherry por un fragmento del sNHE. Los productos de ligacion se transformaron en la cepa
BL21(DE3) y seleccionamos las colonias por cddigo de color (colonia verde). Determinamos la
secuencia de DNA de cada plasmido y confirmamos que el tamafo y la secuencia de los insertos
son correctos. Inoculamos las colonias positivas en 50 ml de liquido LB y expresamos las proteinas
incubando las bacterias a temperatura ambiente por 72 h con agitacion. Confirmamos la expresion
de las proteinas por color verde-amarillo de las bacterias; sin embargo la mayoria de sefial de la
fluorescente se quedo en la pastilla después de la sonicacion y no logramos extraer las proteinas
solubles. Para reducir la velocidad de sintesis de las proteinas de bacteria, incubamos las bacterias a
16 °C por 72 h después de crecer las células a una densidad alta (37 °C por una noche). Esta
modificaciéon de la condicion de la expresion tampoco sirvid para obtener las proteinas solubles del

CNBD del sNHE.

Vector de expresion en bacteria y células de mamifero

Considerando la dificultad que obtuvimos en la expresion de nuestra proteina a la fraccion
soluble en bacteria, decidimos cambiar el sistema de expresion; un cultivo de células de mamifero,
CHO (ovario de hamster chino). Sin embargo, no hay un vector de expresion que funcione tanto en
bacteria asi como en células de mamifero. Debido a que la seleccion de colonias de bacteria por
codigo de color en caja petri fue muy util, intentamos preparar un vector quimérico de dos
plasmidos, pcDNA3.1 y pRSET. El vector pcDNA3.1 es un vector muy popular para expresar
proteinas en cultivos de células de mamifero como CHO y HEK293. Este plasmido genera alto
nimero de copias en bacteria y tiene el promotor T7 aparte del promotor CMV (citomegalovirus)
(Figura 21), lo cual cumple dos requisitos para expresar proteinas en bacterias usando las cepas
BL21(DE3) o JM109(DE3). Sin embargo, el pcDNA3.1 no tiene un sitio de union de ribosoma
(RBS) de bacteria en su 5’ UTR, que es lo que permite expresar proteinas en bacteria. Revisando los
sitios de restriccion de los vectores pcDNA3.1 y pRSETb(+), encontramos que es posible transferir
el fragmento de DNA de pRSET que codifica el RBS de bacteria junto con la region codificada de
una proteina al pcDNA3.1(-) (no al pcDNA3.1(+)) usando Xbal y HindIIl. Para confirmar nuestra
idea, construimos un plasmido quimérico insertando el fragmento de pRSETb(+)-6HCFP-mCherry-
YFP (incluyendo RBS de bacteria) a pcDNA3.1(-) usando Xbal y HindIII (Figura 21). Nombramos
al nuevo plasmido pcDNA(proRBS)-6HCFP-mCherry-YFP.
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Figura 21. Vector de expresion pcDNA(proRBS)-6HCFP-mCherry-YFP. RBS, sitio de
unioén a ribosoma. T7, promotor de expresion de fago A T7. CMV, promotor de Citomegalovirus.

AmpR, resistencia a ampicilina. NeoR, resistencia a Neomicina (también kanamicina).

Expresion de una proteina recombinante en un sistema procarionte como en

un sistema eucarionte.

Para demostrar que nuestra estrategia experimental resultd exitosa, probamos el vector
pcDNA(proRBS)-6HCFP-mCherry-YFP en la cepa BL21(DE3) y también en cultivo de células
CHO. La figura 22 claramente muestra que la bacteria transformada con el nuevo vector es
resistente a ampicilina y a kanamicina, y ademas forma colonias de color rojo, es decir que el vector
funciona para expresion de proteinas en procariontes (panel A). Ademas, en el panel B podemos
observar que células CHO transfectadas con el mismo vector también expresan la proteina
recombinante en un sistema eucarionte. De esta manera podemos utilizar este vector de expresion
para clonar los diez fragmentos del C-terminal del SNHE de forma sistematica, seleccionando por
color en caja en una cepa procarionte, y posteriormente expresar la proteina quimérica en un

sistema eucarionte.
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Figura 22. A. Expresion de la construccion pcDNA(proRBS)-CFP-mCHerry-YFP en E.
coli. B. Expresion de la construccion pcDNA(proRBS)-CFP-mCHerry-YFP en células CHO.
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VIII. Discusion.

Al dia de hoy no esta bien establecido como el pH intracelular es regulado en el
espermatozoide de mamifero. Algunos grupos apoyan la idea de que el intercambiador sodio-protén
especifico para espermatozoide (SNHE) es la principal entidad molecular que participa sobre la
regulacion de este factor fisioldogico mediante la activacion de un dominio predicho de union a
nucledtidos ciclicos presente en el C-terminal citoplasmatico de este intercambiador '***. Sin
embargo, no se ha logrado expresar la proteina completa del SNHE en un sistema heterélogo, lo

cual nos motiv¢ a estudiar solamente el dominio citoplasmatico del SNHE.

Preparacion de plasmidos de expresion.

En este trabajo clonamos el C-terminal del sSNHE en el vector pJET1.2, desde cual
generamos 10 fragmentos diferentes, variando la longitud del N- y C-terminal. Para expresar las
proteinas recombinantes en bacteria, inicialmente usamos el vector pET para clonar la fusion de un
fragmento del C-terminal del SNHE con una proteina fluorescente CFP. El vector pET comtinmente
se ha utilizado para expresar una proteina recombinante bajo el promotor del fago A T7. El disefio
de este vector estd basado en un origen de replicacion del vector pPBR322, el cual genera un nimero
bajo de copias y es indispensable utilizar IPTG para la expresion de la proteina recombinante. Al
inicio de este trabajo no se logrd determinar la concentracion 6ptima de IPTG para expresar la
proteina recombinante en caja petri. El Dr. Takeharu Nagai (Univ. Sapporo, Japén, actualmente
Univ. Osaka, Japon) nos recomend¢ utilizar el vector pRSET para seleccion de colonia en caja petri
sin agregar IPTG, por lo que decidimos cambiar de vector de expresion. El vector pRSETb(+) es un
vector utilizado para expresar una proteina recombinante bajo el promotor del fago A T7. El disefio
de este vector esta basado en un origen de replicacion del vector pUC el cual genera un alto numero
de copias. A diferencia de pET, pRSET no requiere IPTG para la expresion de la proteina
recombinante, debido a que en las cepas de E. coli DE3 tienen un nivel de fuga de expresion de la
RNA polimerasa T7 el cual es suficiente para expresar la proteina quimérica autondmamente con el
vector de el alto nimero de copias como pRSET. En general, el uso de pRSET nos facilito los
procedimientos de biologia molecular, incluyendo la secuenciacion, debido al alto nimero de copias
en bacterias (los plasmidos purificados son mas limpios que los de pET). Ademas, utilizando unas
proteinas fluorescentes con diferentes colores, establecimos un tamiz eficiente (facil y econdmico)

para seleccionar colonias de bacteria que tienen los plasmidos con el inserto deseado. Esta
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metodologia funcionaria no solamente para nuestro proyecto sino también para cualquier
construccion de un plasmido como una alternativa del vector pBluescript, el cual usa el color de la

colonia azul y blanco.

Utilizamos la misma estrategia para el vector de expresion en células eucariontes. El vector
pcDNA3.1 es un vector muy popular para la expresion de proteinas en células de mamifero y
produce un alto numero de copias en bacteria. Ademas, tiene el promotor T7 para la transcripcion in
vitro, el cual funciona como un promotor para la expresion de proteinas recombinantes en bacterias
que tienen el gen de RNA polimerasa T7 de fago A, como BL21(DE3). El tnico elemento que se
necesita para la expresion de proteina en bacteria es el sitio de unioén a ribosoma de la bacteria
(RBS). Generamos un vector quimérico de pcDNA3.1(-) y pRSETb(+) para complementar el RBS
al pcDNA3.1, nombrado pcDNA3.1(proRBS), cual nos permite expresar una proteina tanto en
bacteria y como células de mamifero. Esta estrategia nos facilitara preparar varios vectores de
expresion que codifican distintos fragmentos del domino citoplasmatico C-terminal del sNHE
usando el tamiz eficiente con color de colonias de bacteria en caja petri. El tinico inconveniente que
podria mencionar de la estrategia que desarrollamos es el uso de cepa DE3 como BL21(DE3), cuya

eficiencia de transformacion es mas baja que otras cepa de clonaciéon como DH5a.

Ensayo de union.

Una vez que logramos expresar la proteina recombinante en E. coli en un experimento piloto
con una cantidad pequefia de bacteria determinamos la actividad de las proteinas mediante un
ensayo de union tipo FRET entre la proteina fluorescente CFP y el andlogo fluorescente de cAMP,
8-Fluo-cAMP. Observamos unos resultados de espectro de fluorescencia que sugieren union
especifica entre el fragmento del C-terminal del sNHE y el andlogo de cAMP. Estos ensayos no son
concluyentes ya que los resultados deben ser corroborados con otra estrategia experimental y
podrian acarrear distintos artefactos experimentales que deben ser considerados. Durante la
manipulacion de estos ensayos, ya sea de proteina recombinante o de 8-Fluo-cAMP, se tomaba uno
o dos pL de la solucion. En este caso una gota extra o una burbuja de aire en la punta de la pipeta
puede cambiar significativamente el volumen de la muestra y por consecuencia alteraria la
concentracion final de la proteina y/o el andlogo de cAMP. Los ensayos se realizaban en el
espectrofotometro excitando con un haz de luz de 435 nm, el cual también excita al analogo 8-
Fluo-cAMP. Aunque la eficiencia es baja, una alteracion de la concentracion del donador o el

aceptor afecta directamente en el patron del espectro de fluorescencia de emision del 8-Fluo-cAMP.
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En el futuro, usando otro tipo de proteina fluorescente, como mAmetrine con un andlogo de cAMP
adecuado, posiblemente podemos resolver este problema, lo cual estamos planeando realizar en
nuestro grupo. También es importante puntualizar que la luz de excitacion tiene diferentes patrones
de difraccion dependiendo la posicion del tubo que se utilizo, puesto que los tubos que usamos son

muy delgados y no tienen una forma homogénea.

Como se menciond anteriormente, los datos obtenidos en el ensayo de union tipo FRET
deben ser sustentados y corroborados mediante otra estrategia experimental, por lo que decidimos

utilizar otro método de espectrometria de fluorescencia denominado Anisotropia.

Para determinar la interaccion entre CNBD-CFP y el 8-Fluo-cAMP, el método de
Anisotropia enfoca solamente a la fluorescencia de 8-Fluo-cAMP, por lo que CFP casi no afecta la
medida de Anisotropia de 8-Fluo-cAMP, lo cual es una ventaja comparado con el método de FRET.
Sin embargo, no solamente a la proteina de interés sino cualquier molécula que se una al 8-Fluo-
cAMP incrementa el valor de Anisotropia, por lo que la técnica de Anisotropia requiere una muestra
purificada para obtener resultados confiables. Confirmamos que la técnica de Anisotropia funciona
muy bien para determinar la interaccion entre un CNBD-CFP y 8-Fluo-cAMP usando el CNBD de
EPACI. Sin embargo, el problema de estabilidad de nuestra proteina no nos permitio utilizar este

método practicamente.

En el caso de las quimeras que expresan dos proteinas fluorescentes en el extremo N- y C-
terminal del fragmento del CNBD, la fusiéon de la segunda proteina fluorescente YFP nos
imposibilita realizar el ensayo de FRET utilizando 8-fluo-cAMP puesto que el espectro de
excitacion y emision de la proteina YFP y 8-fluo-cAMP son similares, por lo anterior hemos
decidido realizar un ensayo de Anisotropia utilizando el analogo fluorescente 8-pharos-cAMP* ya

que el espectro de excitacion y emision se encuentran alejados hacia el rojo respecto a YFP u 8-

fluo-cAMP.

Estabilidad del dominio citoplasmadtico en el C-terminal del sNHE.

Después de un experimento piloto con 10 mL de suspension de bacteria, incrementamos el
volumen de cultivo para obtener una mayor cantidad de las proteinas recombinantes. En esta
condicion, la mayoria de proteinas recombinantes se quedaron en la fracciéon no soluble y las

proteinas en la fraccién soluble se encontraban degradadas (evaluado por SDS-PAGE). La
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estabilidad de la proteina esta comprometida con su plegamiento. Pensamos que la proteina estaba
mal plegada por crecer el cultivo de E. coli a temperatura ambiente alrededor de 25 °C, por lo que
se implement6 un protocolo de crecimiento y de expresion a 16 °C. Sin embargo no obtuvimos

resultados positivos.

Para determinar si la proteina recombinante que forma los cuerpos de inclusion se encuentra
completa y qtil, decidimos purificar los cuerpos de inclusion de una construccion (N4C2),
desnaturalizar los cuerpos de inclusion y replegar las proteinas recuperadas en presencia de un
estabilizador (L-Arginina) a baja temperatura (4 °C). El resultado muestra que la proteina
efectivamente se encontraba completa en los cuerpos de inclusion pero no era posible mantener la
estabilidad en solucién puesto que se precipita poco tiempo después de purificar la proteina
recombinante renaturalizada por Ni**. Cabe mencionar que este método funcion6 por lo menos para
recuperar el plegamiento de la proteina fluorescente (CFP); la sefial de la fluorescencia casi
desapareci6 en el momento de la desnaturalizacion con alta concentracion de urea y se recupero en

el paso de renaturalizacion.

Para incrementar la solubilidad de las proteinas, preparamos construcciones que codifican
dos proteinas fluorescentes uniendo el N- y C-terminal de los fragmentos del sSNHE, sin embargo

ninguna construccion sirvio para obtener proteinas solubles.

El complejo del sNHE y sAC.

Para obtener un éxito en la expresion del C-terminal del SNHE, posiblemente se necesitara
una chaperona especial para que el dominio se pliegue correctamente. La adenilato ciclasa soluble
especifica de espermatozoide (SAC) es un candidato fuerte ya que existe un reporte de la expresion
codependiente entre el C-terminal del SNHE y sAC, es decir se expresa la sAC Unicamente si se
expresa el SNHE *°. Apoyando esta idea, se ve afectada la expresion de la sAC a nivel de traduccion

en el raton nulo del sNHE **

. Ademas de la expresion codependiente, experimentos de
coinmunoprecipitacion indican que el SNHE y la sAC se asocian entre ellos, lo que sugiere que
estas dos proteinas son componentes de un complejo de sefalizacion en el flagelo del
espermatozoide. Obtuvimos una clona de sAC de rata (Dr. Loney Levin, Cornell Univ. NY a través
de Addgene) y actualmente estamos preparando construcciones del C-terminal del sSNHE para

realizar experimento de co-expresion en células CHO.
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Respecto a la funcion del CNBD del sNHE podemos proponer dos hipotesis generales. La
primera es dominio no funcional: en el 2009 el grupo de Zagotta reportd la funcion del CNBD
predicho presente en el C-terminal de los canales de potasio ERG, concluyendo que el dominio no
modula la funcion del canal ¥. Es decir, la presencia de un CNBD predicho en la secuencia de una
proteina no significa que la uniéon de un cNMP regule la funcion de la misma. La segunda idea es el
dominio funcional. Es importante considerar que la concentracion de cAMP en el micro ambiente
del CNBD es muy alta en comparacion de la concentracion de cAMP en el resto del citoplasma del
espermatozoide. La relevancia que tiene esta condicion fisiologica esta relacionada con la kg4 del
CNBD, es decir una constante muy alta por el cAMP (Afinidad baja) funcionaria muy bien en el
caso del sNHE. Considerando esta posibilidad, es necesario estudiar la actividad del CNBD del

sNHE con un amplio rango en la concentracion de cAMP.

Funcion del sNHE en humano y raton.

Como se menciond, el cassette de union a fosfato (PBS) coordina la uniéon del cNMP en el CNBD.
En 1998 el grupo de Tibbs analizé la funcion de la R559 conservada en el PBS de los canales CNG
utilizando mutacion sitio dirigida. El grupo determind que este aminoacido juega un papel
fundamental en la interaccion y coordinacion del grupo fosfato del cAMP con el PBS y en la
funcion integral del CNBD *°. Analizando la secuencia primaria del CNBD del sNHE de humano y
raton, notamos que la arginina en la region del PBS no esta presente en lo de humano pero si en el
CNBD de raton. En este sentido el CNBD de humano posiblemente no esté funcionando como un
regulador del sNHE. Es importante mencionar que, en el espermatozoide de humano, el canal de
protones sensible a voltaje muestra una mayor corriente comparada con la observada en el
espermatozoide de raton *’, lo cual nos sugiere que la participacién del SNHE de humano es menos

importante en la regulacién del pH..
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IX. Conclusiones.

Al finalizar este trabajo hemos concluido:

* El C-terminal citoplasmatico del sNHE de ratén se clond exitosamente en un vector

pJET1.2.
* Se generaron 10 fragmentos del C-terminal del SNHE variando el N- y el C-terminal.

* Se generaron multiples construcciones de plasmidos que codifican el dominio predicho con
cada fragmento del C-terminal del SNHE: 10 construcciones con una proteina fluorescente
en el N-terminal y 10 construcciones que codifican el fragmento con dos proteinas

fluorescentes en el N-terminal y el C-terminal, respectivamente.

* Ninguna proteina quimérica pRSETb(+)-CFP-CNBD se pudo expresar en solucion a pesar

de las modificaciones en las condiciones de crecimiento y de expresion

* La construccion pRSETb(+)-CFP-N4C2 se purificd y se renatuzalizd de cuerpos de
inclusion. Sin embargo, mostrd un patréon inestable de solubilidad poco tiempo después de la

purificacion.

* Se generd una construccion quimérica entre los vectores pRSETb(+) y pcDNA3.1(-) que
expresa una proteina recombinante tanto un sistema procarionte como en un sistema

eucarionte.
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X. Perspectivas.

* Expresar las 10 construcciones quiméricas pcDNA(proRBS)-6HCFP-CNBD-YFP en un

sistema eucarionte.
* Evaluar la solubilidad de las 10 construcciones quiméricas expresadas en células CHO.

* Para determinar si se favorece la solubilidad de alguno de los 10 fragmentos del CNBD del
sNHE, expresar tanto la SAC como la proteina quimérica CFP-CNBD-YFP en el mismo

sistema de expresion.

* Determinar los cambios conformacionales que ocurren en el CNBD soluble del sNHE

asociado a la sAC.

* Caracterizar la afinidad del CNBD por cAMP, mediante un ensayo de unién tipo FRET.
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Anexo |. Tabla de oligonucledtidos utilizados.

Oligonucledtido Secuencia' ->3 Disefio
Tako2F TCATGAACGTGATTCGACT Amplificar por RT-PCR el CNBD
del SNHE.

Tako1R TCATTTTGAAAAGCTTAGGCA

Tak22F (Hindlll + 6 His) CCAAGCTTATGCATCATCATC | Amplificar por PCR el gen de la
ACCACCACGTGAGCAAGGG | proteina fluorescente CHP.
CGAGGAGCTGTTC

Takd4R (GGGSGGG + Kpnl + | CCCCTCGAGTTAGGATCCCG

A+ BamHI + stop + Xhol) CGGTACCGCCACCGCCGCTA
CCACCACCCTTGTACAGCTC
GTCCATGCCGAG

TakooF (Kpnl) N1 CCCGGTACCCTGCTGCAAAT | Generar 10 fragmentos  del
CATAGACAAAAGG CNBD del sNHE.

Tako8F (Kpnl) N2 CCCGGTACCTCCAAACAGAC
TAAACAGATATTG

TakooF (Kpnl) N3 CCCGGTACCAAGGTGGAAG
GCACTGAG

Tak100F (Kpnl) N4 CCCGGTACCTTTAATGTTGAA
GAAGCCCCG

Tak101F (Kpnl) N5 GGGGGTACCGATCCTGAAGC
CATAACCTTTATTC

Tako7R (BamHI) C1 CCCGGATCCGATGTTAATATT
CTCTTCTATCAATTCCTC

Takl02R (BamHI) C2 CCCGGATCCCTTATAAATTTT
TCGCAGCTGGC

Takl15R GGA GGT ACC ATG GTGAGC | Kpnl y BamHI (con stop antes
AAG GGC GAG GAG de BamH)

Takl16F GGT GGA TCC TTACTT GTA

CAGCTCGICCATGCC
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