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Resumen

El espermatozoide expresa diversas proteinas de manera exclusiva, las cuales tienen un rol
fundamental para que la fecundacién suceda de manera exitosa. Una de estas proteinas es
el intercambiador Na*/H* especifico de espermatozoide (sNHE), el cual es indispensable
para la fertilidad en mamiferos. Sin embargo, hasta ahora solo existe un reporte en el que
sNHE se expreso exitosamente en un sistema heterélogo. En ese trabajo, el intercambiador
sNHE de erizo de mar (Strongylocentrotus purpuratus) se caracterizé de manera detallada,
confirmando su actividad de intercambio iénico y regulacién a través de dos dominios, el
sensor de voltaje (VSD) y el de unidn a nucleétidos ciclicos (CNBD). En el presente trabajo
nos propusimos realizar la caracterizacidén del sNHEysp de ratén (msNHEysp), debido a que
hay evidencia que indica, en esta especie, que el sSNHE se regula mediante el potencial de
membrana (Em). En los espermatozoides de ratdn, la induccidén de una disminucién del Em
(hiperpolarizacién) genera una alcalinizacién citosodlica que no sucede en ratones nulos para
el sNHE. En contraste con esta observacion, en los espermatozoides de humano no hay
cambios del pH intracelular (pHi) después de la inducciéon de una hiperpolarizaciéon. Una
posible explicacion es que la diferencia en la cantidad y posicién de aminoacidos con carga
positiva del segmento cuatro (S4) del VSD de las dos especies resulten en una mayor

sensibilidad al Em en el sensor de raton.

Para determinar el funcionamiento del sNHEysp, preparamos proteinas quiméricas del
dominio VSD unido a una proteina fluorescente. Inesperadamente, el msNHEysp es toxico
en E. coli, por lo que nos centramos en el dominio de la proteina de ratdén para resolver
dicho problema. Fuimos capaces de evitar la toxicidad del dominio mediante la preparacion
de proteinas quiméricas junto con el uso de dos estrategias: La insercién de un intrén
pequefio y la supresion de codones de paro ambar. Posteriormente, expresamos en un
sistema heterdlogo (células de mamifero HEK293) las construcciones que preparamos. En
dicho sistema de expresidn, registramos una corriente idnica dependiente de CI
extracelular. Finalmente, registramos la corriente de compuerta del msNHEysp, la cual es

una evidencia directa de la integracién del dominio en el ancho de la membrana celular y



su sensibilidad al voltaje (funcionalidad del dominio). Con este ultimo resultado podemos
concluir que el sNHEysp de raton es sensible al voltaje. La activacién por voltaje del VSD
podria influir en la actividad del msNHE cuando se hiperpolariza el potencial de membrana,
lo cual refuerza la propuesta de que este intercambiador participa en diversos procesos

fisioldgicos en el espermatozoide.



Abreviaturas

ARNt: Acido ribonucleico de transferencia

cAMP: Adenosina monofosfato ciclico (por sus siglas en inglés)
Catsper: Canal de Ca?* especifico de espermatozoide

CHO: Células de ovario de hamster chino (por sus siglas en inglés)
CiVSP: Fosfatasa dependiente de voltaje de Ciona intestinalis
CNBD: Dominio de unién a nucleétidos ciclicos

Em: Potencial de membrana

Hv1: Canal de H*

Kcv: Canal viral de K*

Kvsynthl: Proteina quimérica con el VSD de CiVSP unido al canal Kcv
Mohm: MegaOhms

msNHEysp: Dominio sensor de voltaje del intercambiador Na*/H* especifico de espermatozoide de

ratén

mV: milivoltios

NMDG: N-Metil-D-Glucamina

pA: picoamperios

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (por sus siglas en ingles)
pHi: pH intracelular

RT-PCR: PCR de transcripcion inversa

SAC: Adenil ciclasa soluble

Slo3: Canal de K* especifico de espermatozoide codificado por el gen Kcnul



SNHE: Intercambiador Na*/H* especifico de espermatozoide
sNHEysp: Dominio sensor de voltaje del intercambiador Na*/H* especifico de espermatozoide
UAA: Aminodcido no natural

VSD: Dominio sensor de voltaje (por sus siglas en inglés: voltaje sensing domain)



Introduccién

La actividad de las proteinas se regula mediante distintos tipos de estimulos como el pH, la
concentracion de algunos ligandos, etc. Particularmente, las proteinas sensibles a voltaje se
regulan mediante cambios en el potencial de membrana (Em). La mayor parte de estas
proteinas tienen un dominio sensor de voltaje (VSD por sus siglas en ingles). El grupo mas
estudiado con un VSD (o VSDs) son los canales idnicos dependientes de voltaje. Sin
embargo, existen otros tipos de proteinas que también cuentan con un VSD, como la
fosfatasa sensible a voltaje y el intercambiador Na*/H* especifico de espermatozoide (SNHE
por sus siglas en ingles). Experimentos en espermatozoides de ratén sugieren fuertemente
que el sSNHE es sensible al Em, lo que provoca una alcalinizacién citosélica que podria regular

a otras proteinas del espermatozoide.

Proteinas especificas de los espermatozoides de mamifero.

El presente proyecto se centré en estudiar un dominio particular del intercambiador Na*/H*
especifico del espermatozoide (sNHE), sin embargo, este transportador no es la Unica
proteina de expresidn especifica para este tipo celular. Varias proteinas especificas del
espermatozoide (Figura 1) junto con otras de expresién ubicua se encargan de regular
diversos procesos como la movilidad y la reaccidon acrosomal (Wachten et al., 2017). De
manera particular, el sSNHE podria estar directamente relacionado con la regulacion del
canal de Ca?* Catsper (el cual también es especifico de espermatozoide). Catsper es sensible
al pH intracelular (pHi), por lo que se activaria mediante la alcalinizaciéon dependiente de
voltaje producida por la actividad del sNHE (Kirichok et al., 2006). Otra proteina especifica
del espermatozoide es el canal selectivo a K*, Slo3, que participa en el establecimiento de
un Em hiperpolarizante durante la capacitacion del espermatozoide (Santi et al., 2010). De
acuerdo con un reporte previo, existe la posibilidad de que la hiperpolarizacién generada

por Slo3 active al SNHE mediante su dominio sensor de voltaje (VSD) (Chavez et al., 2014).
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Figura 1. Relevancia fisioldgica de las proteinas especificas del espermatozoide. Esquema de
algunas proteinas especificas del espermatozoide. La adenilil ciclasa soluble (sAC por sus siglas en
inglés) se encarga de aumentar los niveles de AMPc. En ratones, se reportd que existe una
codependencia en la expresion de la sACy el sSNHE. Ademas, el canal selectivo a K*, Slo3, produce
una hiperpolarizacién durante la capacitacion, lo cual podria relacionarse a la activacidn del sNHE.
Finalmente, estd el canal de Ca®* dependiente de pH, Catsper, cuya actividad podria estar
relacionada a la del sNHE. Los detalles sobre la relacién funcional entre estas proteinas no se han
descrito, por lo que se siguen realizando estudios enfocados en entender la participacién de estas y

muchas otras proteinas en la regulacién de la movilidad de los espermatozoides.

El intercambiador Na*/H* especifico del espermatozoide (sNHE).

El intercambiador Na*/H* especifico del espermatozoide (sNHE) es una proteina esencial
para la regulacidn del pH citosdlico. A pesar de que el primer trabajo sobre el SNHE en ratén
se publicé en 2003, sus caracteristicas particulares aln no se reportan para esta especie ni

para humano, que al igual que otras especies, cuenta con dos proteinas que codifican para
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NHEs especificos del espermatozoide: la proteina ortéloga (SLC9C1) o la pardloga (SLC9C2)
de humano (Gardner & James, 2023; Wang et al., 2003). De acuerdo con su secuencia de
aminodcidos, el SNHE se compone de tres dominios: 1) de intercambio idnico, 2) sensor de
voltaje (VSD) y 3) de unién a nucledtidos ciclicos (CNBD) (Figura 2). Los ratones nulos para
el sNHE son infértiles y sus espermatozoides tienen problemas severos en la movilidad. Esta
se puede recuperar parcialmente elevando el pH citosélico de manera artificial (con NH4Cl)
y totalmente usando analogos del AMP ciclico ((AMP) (Wang et al., 2003). Esta observacién
es importante porque la concentracién de AMPc es muy relevante para el inicio de la
movilidad, asi como para la hiperactivacidn y para el proceso de capacitacion (Buffone et

al., 2014).

Aunado a la observacion de que el cAMP promueve la recuperacién de la movilidad de los
espermatozoides nulos del sNHE, el mismo grupo reportd que hay una codependencia entre
la expresién del sNHE y la adenil ciclasa soluble (sAC; Wang et al., 2007). De hecho, por
resultados de estrategias bioinformaticas, sabemos que existe una estrecha relacién
evolutiva entre el sNHE, la sAC y Catsper, la cual es importante para la regulacién de la
movilidad de los espermatozoides en los metazoarios (Romero & Nishigaki, 2019). En
concordancia con esta idea, los espermatozoides de ratones nulos para el sSNHE no poseen
la forma completa de la sAC. Es importante mencionar que en el mismo reporte y con la
idea de estudiar la interaccion molecular entre el sSNHE y la sAC, intentaron expresar el SNHE
en un sistema heterdlogo sin éxito. Para esos experimentos usaron una proteina quimérica
con fragmentos de los intercambiadores sNHE y NHE1, insertando los primeros 3 segmentos
transmembranales del NHE1 en el sSNHE. Sin embargo, la actividad de la proteina quimérica
no fue la suficiente como para estudiar sus propiedades, por lo que no se realizd una

caracterizacion detallada del intercambiador.

En contraste con la dificultad de trabajar con el SNHE en mamiferos, en 2018 se reportaron
exitosamente las propiedades generales de la proteina ortdloga de erizo de mar
(Strongylocentrotus purpuratus) (Windler et al., 2018). En tal reporte, mediante la expresiéon
de la proteina completa en células CHO (por sus siglas en inglés: Chinese Hamster Ovary

cells), se obtuvieron las corrientes de compuerta del VSD (que son generadas por el
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movimiento a lo ancho de la membrana celular de los aminoacidos con carga positiva del
cuarto segmento transmembranal). Ademas, se observé que la dependencia al voltaje de
las corrientes se modula por el CNBD mediante la concentracién de nucleétidos ciclicos.
Igualmente, usando fluorometria y patch-clamp, se corroboré que, ante un estimulo
hiperpolarizante, el sNHE alcaliniza el pH citosélico. Cabe destacar que a diferencia del VSD
de humano y ratén, el segmento cuatro del VSD de S. purpuratus tiene mds aminodcidos
con carga positiva (7 en comparacién de los 3 y 4 en humano y ratén), lo que podria

reflejarse en una mayor sensibilidad al voltaje (Figura 2).

Ratén LTETVVFMNVIRLLRILRILKLVTPKLL 696
Humano C1l ETEVIVFIKVVQFFRILRIFKLIAPKLL 731
Humano C2 LIQLTVIMGYLRIIRFLPLFKIIVPILI 728
Erizo de mar SIKVVKLFRLLRGLEMLRLTKALIPKLI 762

*ek o ok o K K
C
Ratén TEYLLSGEIIGELNCLTKERMQYSATCK 935
Humano C1 TDYMLSGEIIGEINCLTNEPMKYSATCK 969
Humano C2 TEFCTTGDIIGELSCLLKREIEYTVICE 965
Erizo de mar EDYLTVGNVIGEMGVLTKKPRNATVTCE 1000
Koookkke k- e ke

Figura 2. Estructura del intercambiador Na*/H* especifico del espermatozoide (sNHE). A) Esquema
del sNHE de ratdn (msNHE). La proteina se compone de tres dominios: de intercambio idnico
(correspondiente a los primeros diez segmentos transmembranales), sensor de voltaje (VSD;
compuesto por los siguientes cuatro segmentos transmembranales) y de unidn a nucledétidos ciclicos

(CNBD; ubicado en el extremo carboxilo intracelular). Alineamiento de una regiéon correspondiente
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al segmento cuatro del VSD (B) y al casete de unidn a fosfato (PBC por sus siglas en inglés) del
dominio de unidén a nucleétidos ciclicos (CNBD) (C). En los dos paneles se resaltan aminoacidos con

carga positiva que son relevantes para el funcionamiento de cada dominio.

Posible papel fisiologico del dominio sensor de voltaje del SNHE de ratén (msNHEysp) y

humano

El espermatozoide se expone a diversas condiciones fisicoquimicas en el tracto genital
masculino y femenino que promueven procesos como la capacitacion, ademds de cambios
en la movilidad. Uno de los parametros fisiolégicos que se modifican durante estos procesos
es el potencial de membrana (Em). Durante la capacitacion, el Em del espermatozoide de
ratén pasa de ~-40 mV a ~-60 mV (Zeng et al., 1995). Esta modificacion se asocia a la
actividad del canal de K* Slo3, cuya activacidén genera la salida de K* con una consecuente
hiperpolarizacion. Esta idea es apoyada por la observacién de que, en los ratones nulos para
este canal, el Em en lugar de hiperpolarizarse, se depolariza después de la capacitacion
(Santi et al., 2010). Existe la posibilidad de que la hiperpolarizacién asociada a la
capacitacién active al SNHE a través de su VSD, lo que provocaria un cambio del pH citosélico
debido a la salida de protones. Esta hipdtesis es apoyada por dos reportes independientes
en los que se observé que la hiperpolarizacion de los espermatozoides de ratén inducida
por el ionéforo de K*, valinomicina, resulta en la alcalinizacion del pH citosélico (Chavez et
al., 2014; Hernandez-Gardufio, Chavez, et al., 2022). Este no parece ser el caso para los
espermatozoides de humano, ya que no se observaron cambios del pH citosdlico después
de realizar experimentos similares (Linares-Herndndez et al., 1998; Hernandez-Gardufio,
Chavez, et al., 2022) (Figura 3). Una posible explicacion a tal resultado es que el sNHEysp de
humano es incapaz de responder a cambios del Em debido a la falta de suficientes
aminodcidos con carga positiva en la regién S4 del VSD. En ratén hay cuatro aminoacidos
con carga positiva, mientras que en humano solo hay tres de estos aminodcidos en las dos

copias del gen (SLC9C1 y SLC9C2) (Figura 2).
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Para confirmar la participacién del sSNHE en los procesos antes mencionados, es necesario
desarrollar una estrategia que permita la expresion heterdloga correcta de las proteinas
ortélogas de mamifero. Esto nos permitird conocer sus propiedades particulares, asi como

se hizo con el intercambiador de erizo de mar (Windler et al., 2018).

A B C
1.5
10 MM NH,CI NH4CI NH4CI
144 iﬁﬁ l 1
_ 134 P - WT K4.7
]::" 1 uM Valinomicina Val » - KO K4.7
< 2] — l 2 ' o = HTF
S5 == WTK40 <
> , ; I 2 =y
iy | & S o
[ e = = Mon
10 M. . e ls
0 20 40 60 8 100 -120 0 240 -120 0 240
Tiempo (segundos) Tiempo (segundos) Tiempo (segundos)

Figura 3. Los espermatozoides de raton, pero no los de humano responden a la hiperpolarizacion
del Em. A) Cambios del pH; medidos mediante el uso del colorante sensible a pH BCECF-AM usando
espermatozoides de ratdn. Cambios del pH; medidos mediante el uso del colorante sensible a pH
Snarf-5F en espermatozoides de ratén (B) y humano (C). Ay B) En los espermatozoides de ratdn se
observd un aumento del pH; ante la adicién de valinomicina (Val), la cual induce una
hiperpolarizaciéon del Em. En el experimento del panel B, el aumento solo sucedié cuando la
concentracién de K* extracelular fue la fisioldgica (WT K4.7). El pHi no aumentd después de adicionar
valinomicina en los espermatozoides de ratones nulos para el sNHE (KO K4.7) ni cuando la
concentracién de K* externo se aumenté a 40 mM (WT K40). En el caso de los espermatozoides de
humano, se observa un aumento del pH; solamente ante la adicién de monensina (Mon), el cual es
un iondforo que intercambia Na* por H*. HTF representa la adicién del medio en el que se
encontraban las células. NH4Cl se adiciond al final de los trazos como un control de los cambios del

pHi. Figuras tomadas de: Chavez et al., 2014 y Hernandez-Garduio, Chavez, et al., 2022.

Los antecedentes expuestos en las secciones previas sugieren fuertemente que el sNHE de
ratén se regula por cambios en el Em. Por otro lado, también es clara la dificultad que ha

habido para expresar a la proteina completa en un sistema heterélogo, lo que ha impedido
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el estudio de sus propiedades biofisicas. Debido a esta problematica, decidimos enfocarnos
en estudiar al VSD de forma aislada, como se ha hecho con otras proteinas dependientes

de voltaje.

Estructura del VSD y proteinas que lo contienen.

De manera general, los VSDs tienen cuatro segmentos transmembranales (S1-S4) vy
contienen un patrén de aminoacidos muy conservado en S4: varios aminoacidos con carga
positiva (usualmente entre 3-7) con dos residuos hidrofébicos entre ellos (Bezanilla, 2000;
Catterall, 2010). Los aminoacidos con carga positiva son estabilizados por otros residuos
con carga negativa de los segmentos S1-S3 (Kumdnovics et al., 2002). Ademas del sNHE, el
dominio sensor de voltaje se encuentra en diversos tipos de proteinas, siendo las mas
estudiadas los canales idnicos dependientes de voltaje, los cuales se componen del VSD y
de un dominio del poro por donde los iones cruzan la membrana plasmatica. Aunque los
canales idnicos son el tipo de proteinas con VSD mas estudiadas, existen otras proteinas
cuya actividad se regula por el dominio sensor de voltaje. Una de las mas estudiadas es la
fosfatasa dependiente de voltaje, descrita inicialmente en Ciona intestinalis (CiVSP; Murata
et al., 2005). Otro ejemplo de mucha relevancia es el canal de protones Hvl, compuesto
solamente de cuatro segmentos transmembranales homdlogos al VSD. La existencia de
estas proteinas con VSD demuestra que el dominio tiene la ventaja de ser aislado y aun asi
mantener sus propiedades. Debido a esto, puede regular la actividad de distintos dominios

proteicos.

Uso de proteinas quiméricas formadas por VSDs y dominios de otras proteinas

El uso de proteinas quiméricas que contienen un VSD ha aumentado en los ultimos afios,
permitiendo el desarrollo de proteinas sintéticas para distintos propdsitos. Un ejemplo de

estas proteinas quiméricas es Kvsynthl, que se compone del VSD de CiVSP fusionado al
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canal de K* viral Kcv (Arrigoni et al., 2013). Por si mismo, el canal Kcv produce una corriente
idnica con un comportamiento mayoritariamente lineal en relacién con el voltaje, pero
adquiere dependencia al voltaje en el rango positivo cuando se fusiona al VSD (Figura 4A).
En un reporte posterior, el VSD de CiVSP se fusiond a la proteina fluorescente pHluorina
(con lo que se obtuvo la proteina quimérica llamada Arclight). La proteina fluorescente
presenta una mutacion particular que aumenta considerablemente la dependencia al
voltaje de su fluorescencia, con lo que se obtuvo un sensor de voltaje fluorescente
genéticamente codificable (Figura 4B) (Jin et al., 2012). La obtencién de este tipo de
proteinas quiméricas demuestra la versatilidad de los VSDs y el hecho de que siguen siendo

funcionales incluso estando unidos a otro tipo de proteinas.

Tomando en cuenta los ejemplos antes mencionados, decidimos preparar proteinas
guiméricas del msNHEvysp con el canal Kev o la proteina fluorescente pHluorina. Mediante la
medicion de la actividad de estas quimeras, pretendiamos demostrar la funcionalidad del
VSD. Sin embargo, las proteinas quiméricas fueron toxicas para E. coli lo que nos llevé a
estudiar si la toxicidad era generada por el msNHEysp y si esta podia evitarse mediante algun

método alternativo para poder continuar con el estudio del dominio.
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Kev

Ecliptic pHluorin
— A227
w— D227

- 5%
AF/F

[ | | 100mv

Figura 4. El dominio sensor de voltaje funciona como una proteina modular. Se muestran
resultados de dos trabajos independientes en los que se aisld el dominio sensor de voltaje de CiVSP
(CiVSPysp). A) Después de fusionar CiVSPysp al canal de K* viral Kcv (para obtener la proteina
Kvsynth1l), la corriente a través del canal paso de tener un comportamiento mayoritariamente
6hmico, a activarse principalmente a potenciales depolarizantes, similares a los que se activa la
proteina CiVSP completa (Arrigoni et al., 2013). B) En el segundo caso, CiVSP fue fusionado a la
proteina fluorescente pHluorina (para obtener la proteina Arclight; izquierda), cuya fluorescencia
después de la fusion se volvié dependiente de voltaje (derecha), funcionando asi, como un sensor
del Em (Jin et al., 2012). Como se sefiala en la figura, la dependencia de voltaje fue mucho mayor en

la mutante D227A, la cual se obtuvo de manera fortuita.

Con todo esto, en el presente proyecto se exponen resultados que muestran cémo
logramos clonar de manera exitosa el VSD del sNHE de ratén (msNHEvsp) en E. coli. Esto se

consiguiod, a pesar de la toxicidad que generd el dominio en bacterias, la cual fue causada
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por una actividad de transporte idnico inesperada del VSD. Para evitar la toxicidad se usaron
dos estrategias que impidieron la expresion del dominio en bacterias, las cuales serdn
detalladas mas adelante. Ademas, demostramos mediante la medicidon de corrientes de
compuerta, que el msNHEysp responde a la hiperpolarizacién del Em, lo que es un fuerte

indicio de su participacion en diversos procesos fisioldgicos del espermatozoide.
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Justificacion

Con relacién a los antecedentes expuestos, consideramos que la evidencia experimental
sugiere que el msNHEysp es funcional, sin embargo, aun es necesario realizar la
caracterizacion del dominio y describir las diferencias que tiene con el VSD de otras

especies.

Hipotesis
La toxicidad generada por el dominio msNHEysp puede ser eliminada mediante el uso de
estrategias que eviten su expresidon en bacterias, lo que permitira el estudio del dominio en

las células HEK293 de humano.

Una vez expresado en las células HEK293, se registrard la actividad del msNHEysp, la cual

serd regulada por el potencial de membrana, particularmente a valores hiperpolarizantes.
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Objetivo general
Estudiar la funcion del msNHEysp expresado en las células HEK293 mediante técnicas de

electrofisiologia.

Objetivos especificos

e Realizar la insercion de un pequefio intrén quimérico (VSDintrsn), asi como la
mutacion de una tirosina por coddn de paro ambar (VSDyessamb) €n el msNHEysp

¢ Mejorar la expresion en la membrana plasmatica del plasmido codificante para
VSDintrsn mediante la insercidn del N-terminal de Ci-VSP y de las secuencias de
exporte del Golgi y del reticulo endoplasmico del canal Kv2.1

¢ Confirmar la correcta obtencién de los plasmidos codificantes para las proteinas
quiméricas, asi como su expresion en las células HEK293

 Realizar experimentos de electrofisiologia para registrar la actividad del msNHEysp
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Materiales y métodos

Materiales

Todas las enzimas de restriccion fueron de Thermo Fisher Scientific. Las ADN polimerasas
usadas para la amplificacién por PCR fueron Vent (New England Biolabs) y Platinum SuperFi
(Invitrogen). Las construcciones se transformaron en las cepas DH5a y JM109(DE3) de E.

coli.

Tabla de informacion de los PCRs y oligonucledtidos (sNHE de raton).

No. de PCR Objetivo Oligonucleétido sentido Oligonucleétido
antisentido
1 Para la clonacién del VSD 1F: TCG GACATT TCT CTC 1R: TAT CTG CTG GCT CAT
del SNHE de ratén GGTT CCTT
2 Para la subclonacidn de 2F: CGC CGG AAT TCA CCA 2R: GGA AAG GAC AGT GGG
Kvsynth1-GFP (CiVSPysp- TGG AGG GAT TTG AC (EcoRl) | AGT GG

Kcv-GFP) en el pldsmido

pCAGEN

3 Para la amplificacidon del 3F: GCG GGA ATT CAC CAT 3R: CGG CTCTTCTTIT TGG
VSD del sNHE de ratény la | GGT CTT CAC AAATGA TGT TAC AAG C (Lgul)
insercion de sitios de (EcoRl)
restriccién

4 Para la amplificacidn de 4F: CCG CTCTTC CAA AAA 4R: AGC CTG CACCTGAGG A
Kcv-GFP del plasmido TGT TAGTGT TTAGTAA

PCAGEN CiVSPysp-Kev-GFP | (Lgul)

5 Para la amplificacion del 3F 4R
producto ligado

(msNHEysp-Kcv-GFP)

6 Para la amplificacidn del 6F: CCC AAG CTT ACCATG 6R: CAC GGA TCC CCC AGT
VSD del sNHE de ratén GTCTTC ACA AAT GAATTT AGT TTT GGT GTT ACT AGC
que sustituyé el VSD de GAA TAT ACT GG (Hindlll) TTC AAG ATG CGC AG
ArclLight-Q239 (pCS2+) (BamHl1)
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7 PCR7 para la mutacién 7F: CCATTA GTT AGA ATT 7R: CAA AAT TCT AACTAA
sitio dirigida de pJET1.2 TTG ACT TAACTG AGA CTG TGG AGT CTGTTT CGATAAG
msNHEysp (Y665Ambar) TGGT

8 PCR8 para la amplificacién | 6F 6R
de msNHEvspysesambar

9 Para la amplificacion del 6F 9R: CCCGCT CTT CACTTA
extremo N-terminal del CCTTCCTCATTG CTG CCA
msNHEysp CCT TAA (Lgul)

10 Para la amplificacion del 10F: CGG GCT CTT CTA AGT 10R: CCG CGT CTT CCT GTG
intrén ATC AAG GTT ACA AGA CAG GAG AGA AAG GCA AAG TGG

GTT TAAG (Lgul) A (Lgul)

11 Para la amplificacion del 11F: CCC GCT CTT CTA CAG 6R
extremo C-terminal del GAATTT TTT TCA CAC ACC
msNHEysp TGG CTC (Lgul)

12 Para la amplificacién de 6F 6R
msNHEyspintrén

13 Para la amplificacidn de 13F: GAC GTA AAT GGG CGG 13R: CCG CTCTTC ACA CGA
NtVSP con la primera TAG GCG TG AAC TGG ACG CGA (Lgul)
mitad de la secuencia de
exporte del Golgi

14 Para la amplificacién de 14F: CCG CTCTTC CGT GTT 6R
msNHEyspintrén con la TTT GAA TAT ACT GGA TAC
segunda mitad de la CTTGTG G
secuencia de exporte del
Golgi

15 Para la amplificacion del 13F 6R
producto ligado
(NtVSPcolgiexpVSDintrsn)

16 Para la amplificacidn de 16F: GAC GTA AAT GGG CGG 16R: GGG CTCTTC TTC ATT
pHluorinaERExp TAG GCG TG TTC ATA GCA AAATTT GTA

TAG TTC ATC CAT GCC AT
(Lgul)
17 Para la amplificacién de 17F: GGG CTC TTC ATG AAG 17R: CGC CCG GGA GCT ATT

ERExp3’UTR

TTT GAC TCG AGT CTA GAA
CTATAG TGAGTCGTATT

(Lgul)

TGC AAA AGC CTA GGC CT
(Smal)

22




18 Para la amplificacion de 16F 17R

pHIuoringrexp3’UTR

Clonacion del VSD del sNHE de raton (msNHEsp)
Se aislé ARN total de tejido testicular de ratones CD1 usando TRIzol (Cat: #15596026 de
Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con el protocolo disponible en

https://www.thermofisher.com/. Usando el ARN aislado como templado, se amplifico

mediante PCR de transcripcion inversa (RT-PCR) un fragmento de ADN correspondiente a la
region donde se encuentra el VSD, usando para ello los siguientes oligonucledtidos: 1F y 1R.
El fragmento de ADN amplificado fue purificado mediante una columna de silice (Cat:
#D4004 de Zymo Research) y ligado al vector pJET1.2 usando el kit ClonelET (el cual no
requiere de extremos cohesivos en el fragmento amplificado; Thermo Fisher Scientific) con

lo que se obtuvo la construccion pJET1.2 msNHE.

Mutagénesis y construccion de proteinas quiméricas

En todos los procedimientos detallados en esta seccién, purificamos los fragmentos de ADN
(productos de PCR y los obtenidos después de digerir con enzimas de restricciéon) usando
columnas de silice (Cat: #D4004 de Zymo Research). Utilizamos el servicio de secuenciacion
de la Unidad de Sintesis y Secuenciacién del IBT-UNAM para confirmar la secuencia de ADN
de los insertos de todos los plasmidos. Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de

todos los plasmidos usados estan en el apéndice al final del texto.

Proteina quimérica pCAGEN msNHEsp-Kcv-GFP

Con el fin de estudiar la actividad del msNHEvsp, el dominio se uni6 al canal viral Kev (Plugge
et al., 2000). Para preparar la proteina quimérica, conseguimos el plasmido pcDNA3
Kvsynth1-GFP (donado por el grupo de la Dra. Sandra M. Bajjalieh de la Universidad de
Washington, Seattle; Rosasco, Gordon, and Bajjalieh 2015), del cual tomamos el canal Kcv

fusionado a la proteina verde fluorescente (GFP por sus siglas en ingles). Antes de preparar
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nuestra proteina quimérica, subclonamos la construccidon Kvsynth1l-GFP (o CiVSPysp-Kcv-
GFP) en el vector pCAGEN. Dicho vector contiene el promotor sintético CAG, compuesto
por el promotor AG (derivado del promotor de pollo AC) unido a la secuencia enhancer del
promotor CMV-IE (Niwa et al., 1991). Primero amplificamos CiVSPysp-Kcv-GFP mediante el
PCR2 con los oligonucledtidos 2F y 2R. El producto de PCR se clond en el vector pCAGEN
usando EcoRly Notl como sitios de clonacién (Figura 5) para obtener pCAGEN CiVSPysp-Kcv-
GFP. Posteriormente, usamos el plasmido recién obtenido (pCAGEN CiVSPysp-Kcv-GFP)
como templado para sustituir el VSD de CiVSP por el del sNHE de ratén. Para esto, el
msNHEvsp y el Kcv-GFP se amplificaron mediante los PCRs 3 y 4, respectivamente, utilizando
como templados pJET1.2 msNHEvsp y pCAGEN CiVSPysp-Kcv-GFP y los pares de
oligonucleétidos 3F-3Ry 4F-4R (Figura 5). Los dos pares de oligonucledtidos insertaron sitios
de restriccidn para la enzima tipo IIS Lgul y asi poder usar el método FASTR/Golden Gate
(Kotera & Nagai, 2008; Engler, Kandzia, and Marillonnet 2008), que también se usé en las
siguientes secciones. Los fragmentos resultantes se digirieron simultdneamente con la
enzima Lgul y se ligaron, siendo el producto obtenido amplificado mediante el PCR5 con los
oligonucleétidos 3F y 4R (Figura 5). El fragmento amplificado se purifico y ligd al vector
pCAGEN usando EcoRIl y Notl como sitios de clonacién. Con este proceso se esperaba

obtener la construccion pCAGEN msNHEysp-Kcv-GFP.
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PCR2 2FECOR| Notl
Templado: KvSynth1-GFP. _’_‘ 2R

PCDNAS (GIVSPyso) GiVSPysy Kev  GFP
Oligonucledtidos: 2F y 2R :

EcoRlI
$ CiVSPygy

Kev

pCAGEN CiVSPys,- W GFP
Kev-GFP <« Notl

6531 bp

pCAGEN
4807 bp

PCR3 PCR4
Templado: pJET1.2 msNHE,, Templado: pCAGEN CiVSPys;-Kev-GFP
Oligonucledtidos: 3F y 3R Oligonucledtidos: 4F y 4R
EcoRl  Lgul Lgul Notl
3F— «—3R 4F > '« 4R
I
msNHEsp L Kev  GFP
- Ligacion
391bp 1065 bp
EcoRlI i Notl
PCRS 3F Producto ligado ~ 4R
Templado: Producto ligado
Oligonucledtidos: 3F y 4R msNHEys, Kev  GFP
1439 bp EcoRl
EcoR / + MsNHE5p

Kev

PCAGEN i PCAGEN msNHE, -

Kcv-GFP
6189 bp

GFP
<« Notl

4807 bp

Nunca hemos obtenido este plasmido

Figura 5. Obtencion de la proteina quimérica pCAGEN msNHEysp-Kcv-GFP.

Proteina quimérica pCS2+ msNHEysp-pHluorina

El VSD del sNHE de ratén (msNHEysp) se amplific6 mediante el PCR6 usando los
oligonucleétidos 6F y 6R, mediante los cuales se insertaron los sitios de restriccion Hindlll y
BamHI, respectivamente (Figura 6). Después, el dominio msNHEvsp se ligd al pldsmido pCS2+
Arclight-Q239 (Jin et al., 2012) usando Hindlll y BamHI como sitios de clonacién para
reemplazar al VSD de CiVSP (Figura 6). Con este procedimiento se obtuvo la primera
construccion quimérica del msNHEysp unido a la proteina fluorescente pHluorina (Ex. 490

nm/Em. 520 nm) pCS2+ msNHEysp-pHluorina.

25



PCR6

CiVSP,, (725 bp) Templado: pJET1.2 msNHE,,
HindIll Oligonucledtidos: 6F and 6R
y v BamHlI Hindlll BamHI msNHEqp
6F — -« 6R Hindlll § BamH|
pHluorina [ ] ¥ Bam
MsNHEsp

ArcLight-Q239
(pCS2+)

7134 bp

386 bp pHluorina

pCS2+ msNHE,p
-pHluorin

6795 bp

Figura 6. Obtencion de la proteina quimérica pCS2+ msNHEysp-pHluorina.

Insercion de un codon de paro ambar en la proteina quimérica pCS2+ msNHEysp-pHIuorina

Utilizando como templado el plasmido pJET1.2 msNHEysp, se inserté un codén de paro
ambar en la posicién que codifica la Tirosina 665 (TAC) (para obtener pJET1.2 VSDysssambar)
mediante mutagénesis por PCR inverso (PCR7) usando los oligonucledtidos 7F y 7R (Zheng
et al., 2004). Se amplificé el fragmento de ADN que codifica msNHEyspysssambar por el PCR8
usando pJET1.2 VSDvessambar cOmo templado y los oligonucleétidos 6F y 6R (Figura 7). El
producto de PCR8 se utilizé para sustituir al VSD de CiVSP en el vector pCS2+ usando los
sitios HindlIl y BamHI (Figura 7). Con esta estrategia se obtuvo el plasmido que codifica para
msNHEysp-pHluorina con la mutacidn de la Tirosina 665 por un codén de paro ambar (pCS2+

VSDyessambar-pHluorina).

PCR8 Hindlll BamHI MSNHEspys65amber
Templado: pJET1.2 VSDysssamber 6F — -«— OR Hindlll § TAG
Oligonucledtidos: 6F and 6R ¥ BamHI
msNHE<p
386 bp pHluorina

PCS2+ VSDygesambe
-pHluorina

6795 bp

Figura 7. Obtencidn de la proteina quimérica pCS2+ VSDygssambar-pHluorina.
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Insercion de un intron pequefio en pCS2+ msNHEvysp-pHIuorina (pCS2+ VSDintrsn-pHluorina)

Un intrén quimérico pequeio (de 133 pb formado por fragmentos de los intrones de B-
Globina e 1gG; Younis et al. 2010) se introdujo entre las bases AG y G de una region que
codifica para el bucle extracelular entre el segundo y tercer segmento transmembranal del
msNHEvsp. El intrédn fue amplificado mediante el PCR10 usando los oligonucledtidos 10F y
10R, los cuales contienen sitios de restriccién para Lgul (Figura 8). De manera paralela se
amplificé el msNHEysp en dos partes con los PCRs 9 y 11 para insertar sitios de Lgul usando
los oligonucledtidos 6F y 9R para la region N-terminal, ademas de 11F y 6R para la regién C-
terminal (Figura 8). Los tres fragmentos obtenidos se digirieron con la enzima Lgul y se
ligaron. El producto de la ligacién (msNHEyspintrén) se volvié a amplificar mediante el PCR12
(oligonucledtidos 6F y 6R) y se usé para reemplazar el VSD de pCS2+ msNHEvsp-pHluorina,
por lo que tanto vector como inserto se digirieron con las enzimas Hindlll y BamHI, para

ligarse posteriormente y asi obtener pCS2+ VSDintrsn-pHluorina (Figura 8).

PCR9 PCR10 PCR11
Templado: pJET1.2 VSD Templado: CMV-LUC2CP/intron/ARE Templado: pJET1.2 VSD
Oligonucledtidos: 6F y 9R  Oligonucleétidos: 10F y 10R Oligonucleotidos: 11F y 6R

Hindlll Lgul Lgul Lgul Lgul BamHI

6F — «—9R 10F—> «—10R 11F — «—6R
[ | [ |
N-msNHE s, \ 'ntrt’)n/ C-msNHE ¢,
Ligacién de los 3 fragmentos de ADN usando Lgul msNHE,spintron
PCR12 Hindlll BamHi Hindlll §

Templado: Producto ligado 6F — <—6R

BamHI
Oligonucledtidos: 6F and 6R -l

msNHE,cpintron
519 bp '

Figura 8. Obtencion de la proteina quimérica pCS2+ VSDintrsn-pHIluorina.

pHluorina
pC52+'VSDintrén
-pHluorina

6928 bp
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Proteina quimérica pCS2+ NtVSP-VSDintrsnpHIluorina (ExpSeq)

La construccion pCS2+ VSDintsn-pHIuorina se modificd para agregar el extremo N-terminal
de CiVSP y las secuencias de exporte del Golgi y el Reticulo endopldasmico del canal Kv2.1.
El extremo N-terminal de CiVSP se usd previamente para mejorar la sefializacion a la
membrana de la subunidad 3 de Catsper (Arima et al., 2018). Primero se amplificé la primera
parte tanto del N-terminal de CiVSP como de la secuencia de exporte del Golgi (GolgiExp)
por el PCR13 y la segunda parte del N-terminal de CiVSP y de GolgiExp unidos al VSDintrsn
por el PCR14 (Figura 9). Se usaron los pares de oligonucleétidos 13F-13R (para el PCR13) y
14F-6R (para el PCR14). Los dos fragmentos tienen sitios de restriccion para Lgul, por lo que
se digirieron simultaneamente con Lgul y se ligaron. El producto de la ligacién se volvid a
amplificar mediante el PCR15 (oligonucledtidos 13F y 6R) y se usd para reemplazar el
VSDintrsn €n la construccién pCS2+ VSDintsn-pHluorina, por lo que inserto y vector se
digirieron con las enzimas Hindlll y BamHIl y se ligaron para obtener pCS2+
NtVSPcolgiexpVSDintren-pHIuorina (Figura 9). El plasmido recién obtenido se usdé como
templado para insertar la secuencia de exporte del Reticulo endoplasmico. Primero se
amplificd mediante los PCRs 16 y 17: 1) la parte final de pHluorina y la primera parte de la
secuencia de exporte del Reticulo endoplasmico (ERExp) y 2) la segunda parte de ERExp y
una parte de laregién 3'del vector pCS2+; para esto, se usaron los pares de oligonucleétidos
16F-16R y 17F-17R respectivamente. Los dos fragmentos se purificaron y se digirieron
simultdneamente con Lgul y después fueron ligados. El producto de la ligacién se volvid a
amplificar mediante el PCR18 (oligonucledtidos 17F y 17R) y se usd para reemplazar a la
pHluorina y el extremo 3" por el fragmento con ERExp, usando BamHI y Smal como sitios de
clonacién. De esta manera se obtuvo la proteina quimérica pCS2+ NtVSP-VSDintrsn-pHIuorina

(ExpSeq) (Figura 9).
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CiVSP,., (725 bp) msNHE,pintron

Hindlll Hindlll
n \ M BamHI Y

BamH]I
I’

pHlucrina pHluorina
Arclight-Q239 PCS2+-VSD,1r4n
(pCS2+) -pHluorina
7137 bp 6931 bp
PCR13 PCR14
Templado: ArcLight-Q239 Templado: pCS2+-VSD;.ysq-PHIUOrING
Oligonucledtidos: 13F and 13R  Oligonucledtidos: 14F and 6R
Hindlll  Lgul Lgul BamHI
13F— <«— 13R 14F = «— 6R

NtVSPGolgiExp GolgiExpNtVSPVSD,

intrén

\ / NtVSPGoIgiExpVSDinlrén (822 bp)

Ligacién de 2 fragmentos de ADN usando Lgul Hindlll §

PCR15 Templado: Producto ligado
Oligonucledtidos: 13F and 6R

HindIll BamHI
13F — -«— 6R
s=lpEn @

NtVSP VSD.

GolgiExp intrén

& BamHl

PCS2+-NtVSPggieyo
VSD;wsn-PHIUOrina

7240 bp

PCR16 PCR17
Templado: Arclight-Q239 Templado: Arclight-Q239
Oligonucleétidos: 16F and 16R  Oligonucledtidos: 17F and 17R

BamH!l  Lgul Lgul Smal
16F—  «—16R 17F— «—17R
e——

pHluorinaERExp ERExp3'UTR

N

Ligacién de 2 fragmentos de ADN usando Lgul

PCR18 Templado: producto ligado

Oligonucledtidos: 16F and 17R
BamHI Smal
16F — «<—17R
I e——

pHIuorinagge,,3'UTR

o BamHI

NtVSP-VSD,

intrén”

pHluorina(ExpSeq)
7261 bp

pHIuorinag:,,3'UTR
(1359 bp)

® Smal

Figura 9. Obtencidn de la proteina quimérica pCS2+ NtVSP-VSDinwsnpHIuorina (ExpSeq).

Cultivo celular y transfeccion

La linea celular HEK293 (por sus siglas en inglés: Human Embryonic Kidney 293) se cultivo
utilizando el medio DMEM (por sus siglas en inglés: Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
suplementado con 10% de suero fetal bovino y antibiético (Estreptomicina 10,000 pug/mly
Penicilina 100 U/ml) /antimicdtico (Amfotericina B 25 pg/ml). Los reactivos antes
mencionados fueron de Gibco. Las células se mantuvieron en incubacion a 37 °C en una
atmosfera de CO; al 4%. Se realizd la expresidn transitoria de distintas proteinas mediante

la transfeccion de los plasmidos correspondientes. El agente de transfeccién utilizado fue
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jetPEl (Polyplus). Previo a la transfeccidn, las células HEK293 se cultivaron en placas petri
de 35mm. Después de 24 horas, se mezclaron 200 ul de NaCl con el ADN (pldsmido) a
transfectar y 3 pl (por cada pg de ADN) de jetPEl. La mezcla se incubd a temperatura
ambiente por 30 minutos. Posteriormente se cambié el medio DMEM al cultivo de células
HEK293 que se sembro el dia anterior y se le adiciond la mezcla de transfeccidn. Finalmente,
la expresidn de las proteinas exdgenas en las células HEK293 se analizd a las 24 o 48 horas
después de la transfeccidn. Cuando las células se transfectaron con pCS2+ VSDysssambar-
pHluorina y pMAH-MYRS, el medio DMEM se suplementé con 1 mM de L-Tirosina hasta la

realizacion del experimento.

Electrofisiologia
Para los experimentos de fijacion de voltaje en micro areas de membrana (“patch clamp”)

IH

en la configuracion de célula completa (“whole cell”), usamos la siguiente solucién interna
(en mM): 133 NMDG-metanosulfonato, 5 NMDG-Cl (o 138 NMDG-CI"), 0.2 MgCl,, 10 EGTA
y 10 HEPES. La solucién externa tuvo la siguiente composicion (en mM): 140 NMDG-CI (o
NaCl o NMDG-metanosulfonato), 3 KCI, 5 CaCl, 10 HEPES y 5 de Glucosa. El pH externo se
ajusté a 7.4 con NMDG* mientras que el interno a 7.4 o 6.4 con acido metanosulfénico
dependiendo del experimento. Para los registros de corriente macroscdpica se usé un
protocolo de pulsos de 300 ms de -80 a 80 mV con incrementos de 10 mV, a partir de un
potencial de mantenimiento de -80 mV (o -120 mV). Para los registros de corriente de
compuerta, se usd un protocolo de pulsos cuadrados de 10 ms de -10 a -150 mV con
decrementos de -10 mV, a partir de un potencial de mantenimiento de -10 mV. Aunque
observamos tanto la corriente entrante (ON) como la saliente (OFF), solo usamos el
movimiento de carga (Q) obtenida de la integracion de la corriente entrante para el analisis
de la corriente de compuerta porque las corrientes salientes presentan una cinética mas
compleja como la reportada para el canal HCNL1 (Wobig et al., 2020). Para el registro de
corrientes de cola, se usé un protocolo de pulsos con una estimulacién inicial a 50 mV por
300 ms a partir de un potencial de mantenimiento de -80 mV seguida de pulsos a diferentes

voltajes de -110 a 10 mV con incrementos de 10 mV. En todos los tipos de registros
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electrofisioldgicos se usé un protocolo de P/-4 antes de cada pulso con la intencién de restar
la corriente lineal durante el registro. Se utilizaron pipetas de borosilicato con una
resistencia de 3-7 Mohm. Los registros de corriente iénica y de compuerta se muestrearon
a 20y 100 kHz respectivamente y se filtraron a 5 kHz (filtro Bessel de cuatro polos) mediante
el uso de un amplificador Axopatch 200B y un convertidor analdgico-digital Axon 1550B
(Molecular Devices). Las corrientes capacitivas lineales se minimizaron usando la
herramienta de cancelacién de transitorios capacitivos del amplificador. La estimulacion,
adquisicion y analisis de datos y los graficos se realizaron con los programas pClamp 11

(Molecular Devices), SigmaPlot (Systat Software) y Rv 4.1.0 (R Core Team 2021).

Visualizacion de la expresion de proteinas usando microscopia de fluorescencia

Se confirmd la expresion de todas las proteinas quiméricas mediante la deteccion de la
fluorescencia de la pHluorina, la cual se obtuvo con el uso de microscopia de
epifluorescencia o confocal. En los dos casos, las células se observaron a las 24 o 48 horas
después de la transfeccion. Arclight se expresd de manera dptima a las 24 horas mientras
gue las proteinas quiméricas con el msNHEysp lo hicieron hasta las 48 horas después de la
transfeccidon. Cuando usamos microscopia confocal, las células se cultivaron, transfectaron
y se observaron en placas con fondo de vidrio (Cat. FD35-100 de FluoroDish); la longitud de
onda de excitacion fue de 488 nm con una amplificacién de 60x (A.N. 1.1) en un microscopio
confocal invertido Olympus IX81 (las observaciones se hicieron en el Laboratorio Nacional
de Microscopia Avanzada del Instituto de Biotecnologia). Durante los experimentos de
electrofisiologia se usd microscopia de epifluorescencia para seleccionar las células
transfectadas; después de la transfeccion, las células se despegaron de las placas usando
tripsina (TrypLE Express Enzyme (1X) Cat.12604-54 de Gibco), se colocaron en pequefios
fragmentos de cristal (que se obtuvieron de cubreobjetos Premium Cover Glass Cat. 12-548-

5J de Fisher Scientific) y se observaron en el microscopio.
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Resultados

Clonacion del msNHEysp

En 2003 se reportd que el intercambiador sNHE de ratdn es una proteina de membrana
esencial para los espermatozoides (Wang et al., 2003). Sin embargo, el analisis de sus
propiedades biofisicas no ha progresado desde entonces, debido a la dificultad de
expresarlo en un sistema heterdlogo (Ver discusidon; Wang et al., 2007). Como se expuso
previamente, solamente la proteina ortdloga de erizo de mar esta caracterizada (Windler
et al., 2018). Aun asi, hay experimentos realizados en espermatozoides de ratén en los que
se evidencia indirectamente su funcionamiento (Chavez et al. 2014; Hernandez-Gardufio,

Chavez, et al. 2022).

En este estudio, decidimos caracterizar el VSD del sNHE de ratéon (msNHEysp) aprovechando
su naturaleza modular (Okamura & Okochi, 2019). De acuerdo con reportes previos
(Arrigoni et al. 2013;Jin et al. 2012), el VSD mantiene su funcionalidad cuando se aisla de su
proteina original y se une a otros dominios. Tomando en cuenta esta propiedad, disefiamos
dos proteinas quiméricas del msNHEysp, la primera con el dominio unido a Kcv-GFP (canal
de K* Kcv unido previamente a GFP) y la segunda con la unidn a la proteina fluorescente

pHluorina.

Después de hacer la unidn del msNHEvsp a Kcv-GFP (pCAGEN msNHEysp-Kcv-GFP),
realizamos un patrdn de digestidn con los plasmidos obtenidos de diferentes colonias. En
todos los casos obtuvimos un tamafo menor al esperado (Figura 10A). Mediante la
secuenciacion de los plasmidos, observamos que tenian una delecion importante
(aproximadamente 300 pb) en la region codificante para el msNHEysp (Figura 10B). Aunado
a esto, observamos un numero pequeiio de colonias después de la transformacién del
vector ligado. Este resultado se repitié usando distintas cepas de E. coli: DH5a, TOP10,

JM109 y JM110 (no se incluyen los resultados de esta parte).
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Figura 10. Obtencion de deleciones en el plasmido pCAGEN msNHEysp-Kcv-GFP. A) Patron de
electroforesis de pCAGEN msNHEysp-Kcv-GFP después de haberlo digerido con las enzimas de
restriccion EcoRl y Notl. Los carriles 1 y 2 corresponden a plasmidos de diferentes cultivos de

bacterias, mientras que el carril M corresponde al marcador de peso molecular.
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la secuencia de ADN tedrica (Esp.) y la obtenida después de la secuenciacidn del pldsmido (Obt.).

Ademas, se incluye en el alineamiento la secuencia de aminoacidos del msNHEysp.

Lo obtenido con la proteina quimérica pCAGEN msNHEysp-Kcv-GFP sugeria que el canal de
K* fue una fuente de toxicidad en las bacterias transformadas. Dicha toxicidad podria haber
generado una seleccién negativa de las colonias con un pldsmido incompleto. Basandonos
en esta idea, decidimos cambiar el canal de K* Kcv por la proteina fluorescente pHluorina.
Al igual que en reportes pasados, esta proteina podria servirnos también como un sensor
de voltaje fluorescente (Jin et al. 2012). Para obtener la nueva construccidn, primero
realizamos la amplificacion del dominio msNHEysp mediante PCR (Fig. 11A). Después,
insertamos el VSD en lugar del sensor de voltaje de CiVSP y realizamos la confirmacién
mediante un patron de digestién (Fig. 11B), con lo que obtuvimos pCS2+ msNHEysp-

pHluorina.
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Figura 11. Preparacion de pCS2+ msNHEysp-pHluorina. Patron de electroforesis de la amplificacion

por PCR del msNHEysp (A; carril 1; banda esperada: 399 pb) y del plasmido codificante para pCS2+
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msNHEysp-pHluorina después de haber sido digerido con las enzimas BamHI y Hindlll (B; carriles 2-

4; banda esperada: 386 pb). En los carriles A2 y B1 se colocd el marcador de peso molecular.

En la primera preparacion que hicimos de pCS2+ msNHEysp-pHIuorina, usando la cepa
JM109 (DE3), obtuvimos una colonia cuyo plasmido tenia completa la regidén que codifica
para el msNHEysp y la pHluorina (confirmado por secuenciacién). Ademads, mediante el
monitoreo de la emision de la pHluorina usando microscopia de epifluorescencia,
confirmamos la expresion en células HEK293. Sin embargo, la proteina no se ubicé de
manera preferencial en la membrana plasmatica como lo hizo Arclight (Figura 12B; proteina
descrita en la figura 4B). Aunque no conocemos la causa de tal resultado, esta propiedad

podria limitar hasta cierto punto, la actividad del VSD registrada en células HEK293.

Existen multiples casos de VSDs que pueden formar poros permeables a ciertos iones
(Arima et al. 2018; Zhao and Blunck 2016; Sutton et al. 2012). Tomando en cuenta los
antecedentes, probamos la idea de que esto pudiera estar pasando al aislar el msNHEysp del
resto de la proteina, como sucede con el canal de K* Shaker (Zhao & Blunck, 2016). Para
probar si era lo que estaba sucediendo, decidimos estudiar a las células HEK293
transfectadas con pCS2+ msNHEysp-pHIluorina usando electrofisiologia convencional.
Después de hacer los registros, logramos confirmar la presencia de una corriente idnica en
dos células transfectadas con el plasmido pCS2+ msNHEvsp-pHluorina (Figura 13). No
pudimos aumentar el nUmero de repeticiones para estos registros debido a la imposibilidad
de obtener nuevo plasmido con la secuencia completa de msNHEysp. Aun asi, este resultado

sugiere fuertemente la presencia de un poro inducido por la expresién de msNHEysp.
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Figura 12. Expresion de la proteina quimérica pCS2+ msNHEysp-pHluorina en células HEK293. A)
Espectro de emisién de dos células HEK293 transfectadas con pCS2+ msNHEvsp-pHIuorina (trazo
verde) o pCS2+ Arclight (trazo negro). B) Imagenes de microscopia confocal de células HEK293
transfectadas con pCS2+ msNHEysp-pHIuorina (abajo) o pCS2+ Arclight (arriba). Por encima de cada
imagen se especifica si corresponde a campo claro, fluorescencia o la sobreposicion de las dos

anteriores.
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Figura 13. Registro de corrientes preliminares con la proteina quimérica pCS2+ msNHEysp-
pHluorina. Registros representativos de la corriente idnica de una célula no transfectada (B) o
transfectada con el plasmido pCS2+ msNHEysp-pHIuorina (A). Se usé un protocolo de pulsos
cuadrados de -80 a 80 mV a partir de un potencial de mantenimiento de -120 mV. C) Curvas IV

(corriente-voltaje) de los registros que se muestran en Ay B.

Posteriormente quisimos repetir tal experimento, pero el pladsmido purificado se termind y
aunque lo intentamos, no logramos amplificarlo correctamente después de transformarlo
en bacterias. Intentamos volver a preparar el plasmido usando el mismo procedimiento y
la cepa E. coli IM109 (DE3) que fue usada previamente, pero en todos los casos obtuvimos
plasmidos con la secuencia del msNHEysp incompleta. Este resultado fue muy similar al
obtenido con la proteina quimérica pCAGEN msNHEysp-Kcv-GFP. Incluso el uso de otras
cepas de E. coli (TOP10, JM110 y DH5a), la incubacién a temperaturas bajas (aun a
temperatura ambiente) o el uso de otros vectores (pJET1.2) (datos no incluidos), nos dieron
el mismo resultado. Por lo tanto, concluimos que los problemas durante la preparacién de
nuestra construccién se debieron probablemente a un efecto toxico del msNHEysp en E. coli.
Para resolver el problema, decidimos probar el uso de dos estrategias diferentes que nos
permitieran evitar la expresién de la proteina completa en E. coli. Esto con la idea de
eliminar el efecto toxico del msNHEysp, que nos permitiera obtener el plasmido completo

para continuar con su estudio en células eucariotas.
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Insercidn y posterior supresion de un codon de paro ambar

Para eliminar la toxicidad del msNHEysp en bacterias, usamos en primer lugar el sistema de
supresion de codones ambar. En nuestro caso, empleamos el plasmido pMAH-MYRS (Figura
14) que codifica para el par ortogonal compuesto por la 3-nitrotirosina aminoacil ARNt
sintetasa y varios ARNts que eficientemente suprimen el codén de paro ambar. En su lugar,
insertan eficientemente una tirosina o el aminoacido no natural Nitro-tirosina. El plasmido
PMAH ya habia sido descrito previamente (Chatterjee et al. 2013) y la aminoacil ARNt
sintetasa solo difiere de la silvestre en dos aminodacidos particulares (Y37Ly Q195S) (Figura
14). Para poder hacer uso del sistema previamente descrito, introdujimos un coddn de paro
ambar en la posicidon Y665 del msNHEysp (VSDyessamb) mediante mutagénesis sitio dirigida
por PCR. Esto nos permitiria evitar la expresién de la proteina completa en bacterias
(produciéndose una proteina truncada de 92 aminoacidos), donde la supresién de codones
de paro ambar estd ausente (Figura 15A). Después de transformar la proteina quimérica
mutada, pudimos obtener efectivamente el plasmido ligado en E. coli sin ningln problema
(Figura 15B). Dicho plasmido contiene la secuencia completa que codifica para VSDysssamb

(pCS2+ VSDyessamb-pHIuorina) sin ninguna mutacion no deseada.
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Figura 14. Secuencia del msNHEysp y pMAH MYRS. A) Secuencia de aminodcidos del msNHEysp. Las
partes subrayadas corresponden a los segmentos transmembranales del dominio. La tirosina 665
gue se mutod a coddén de paro ambar esta en rojo. B) Mapa del plasmido pMAH MYRS. Se indica la
ubicacién de la 3-nitrotirosina aminoacil-ARNt sintetasa, de las cuatro copias del ARNt
correspondiente y de los demds elementos del plasmido. C) Secuencia de aminodacidos de la ARNt

sintetasa. La enzima tiene solo dos modificaciones con respecto a la silvestre, las cuales estan en

rojo (Y37L/Q195S).
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Figura 15. Obtencidn y expresion en un sistema heterélogo de pCS2+ VSDyessambar-pHIuorina. A)
Alineamiento de secuencias parciales (ADN y aminoacidos) del msNHEysp, las del gen silvestre estan
en la parte de arriba y con la mutacién de la tirosina 665 estan en la parte de abajo. La banda roja
representa los aminoacidos que faltan en la versién truncada después del coddn de paro (*). B)
Patrdn de electroforesis después de haber digerido pCS2+ VSDysssambar-pHluorina con las enzimas de
restriccion BamHIy Hindlll. Los carriles 1(-) y 2(-) asi como 1(+) y 2(+) corresponden al ADN sin digerir
y digerido respectivamente. El carril M corresponde al marcador de peso molecular. La flecha negra
indica la posicién y el tamafio de la banda esperada después de la digestion. C) Imagenes de
microscopia confocal de células HEK293 transfectadas solo con pCS2+ VSDyessambar-pHIuorina (arriba)

o con los plasmidos pCS2+ VSDygssambar-pHIuorina y pMAH-MYRS (abajo).

El resultado de este experimento apoya la idea de que los problemas previos se debieron a
la toxicidad generada por la expresion del msNHEysp en bacterias. Posteriormente,
intentamos expresar la proteina quimérica pCS2+ VSDysssamb-pHluorina en células HEK293.
Después de transfectar simultdaneamente los plasmidos pCS2+ VSDyessamb-pHIuorina vy
pMAH-MYRS, observamos (mediante microscopia de epifluorescencia y confocal) la emisién

de pHluorina en aproximadamente el 34% de las células (Figura 15C). A diferencia de lo
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anterior, cuando las células HEK293 son transfectadas solamente con pCS2+ VSDyeesamb-
pHIluorina obtuvimos una fluorescencia de mucho menor intensidad en menos del 2% de
las células (Figura 15C). Esto indica que con nuestro sistema pudimos suprimir

correctamente el coddn de paro.

Realizamos registros electrofisiolégicos, para confirmar si la corriente previamente
obtenida era reproducible en células HEK293 expresando pCS2+ VSDysssamb-pHIuorina.
Como lo anticipamos, registramos una corriente saliente dependiente de voltaje en las
células HEK293 co-transfectadas con pCS2+ VSDyessamb-pHIluorina y pMAH-MYRS (Figura
16A). Como control, co-transfectamos células HEK293 con Arclight Q239 (el VSD de CiVSP
fusionado a pHluorina) y pMAH-MYRS, pero en dichas células no detectamos ninguna
corriente idnica (Figura 16B). En este ultimo caso solo registramos la corriente de

compuerta del VSD, lo que confirma la correcta expresion de la proteina (Figura 16C).
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Figura 16. Corriente ionica a través de pCS2+ VSDyessampb-pHIuorina. Registros representativos de la
corriente idnica de células HEK293 co-transfectadas con pCS2+ VSDygssamp-pHluorina y pMAH-MYRS
(A) o con pCS2+ Arclight-Q239 y pMAH-MYRS (B). En los dos casos se usé un protocolo de pulsos
cuadrados de -80 a 80 mV a partir de un potencial de mantenimiento de -80 mV. C) Acercamiento a
la parte inicial (izquierda) y final (derecha) del registro que se muestra en B. La primera parte
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corresponde a la activacidn del VSD a potenciales depolarizantes, mientras que la segunda parte
corresponde al regreso del VSD a su posicion original. D) Curvas IV (corriente-voltaje) de los registros

gue se muestran en Ay B). Se grafica el promedio + SD (n=5).

Insercion de un intron

La supresidon del coddén de paro ambar fue exitosa después de co-transfectar pCS2+
VSDyessamb-pHIuorina y pMAH-MYRS. Sin embargo, las células estaban fragiles y no tenian
un estado apropiado para la realizacidn de registros de “Whole cell Patch clamp”. Por lo
tanto, como segunda estrategia probamos la insercién de un intrén en el ADN codificante
para el VSD. Para hacer esto, escogimos un intrén sintético pequefio (133 pb) que
previamente se uso para la seleccion de drogas mediante splicing (Younis et al., 2010). El
intrén contiene por lo menos un coddn de paro en cualquier marco de lectura. Su insercién,
por lo tanto, resulta en la produccidn de una proteina truncada en cualquier posicién del
gen. En células eucariotas el intrén es eliminado por medio de splicing. En nuestro caso,
insertamos el intrén a la mitad del ADN codificante para el msNHEysp (Figura 17A). Para
hacerlo, amplificamos mediante PCR el intrén y el VSD en dos partes (Figura 17B y C).
Después se unieron los tres fragmentos y se ligd el producto final en el vector pCS2+ para

unirlo a pHluorina.
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Figura 17. Amplificacion de los fragmentos de ADN para la preparacion de pCS2+ VSDintron-
pHluorina. A) Secuencia de aminoacidos del msNHEysp. Las partes subrayadas corresponden a los
segmentos transmembranales del dominio. La regidn donde se insertd el intrén quimérico estd en
rojo. By C) Patrén de electroforesis de la amplificacion por PCR del intrén quimérico (B, carriles 2-
4; banda esperada: 152 pb) y de las dos partes del msNHEysp (C, carriles 2-3 y 6-7. Bandas esperadas:
214 y 216 pb respectivamente). Los carriles B1 y C1 son controles de los PCRs sin templado. Los

carriles B5 y C4 contienen el marcador de peso molecular.

En teoria, las bacterias transformadas con pCS2+ VSDintrsn-pHluorina producen un VSD
truncado de 70 aminodcidos con un C-terminal de 9 aminoacidos no relacionados en lugar
de los 126 originales (Figura 18A). De acuerdo con lo esperado, una vez que se inserté el
intrén, pudimos preparar la nueva construccion sin obtener modificaciones a la secuencia
codificante (Figura 18B). Al igual que lo observado con VSDvesssamb-pHluorina, este resultado

apoya la idea de que la expresion del msNHEysp resulta ser toxica para las bacterias.
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V A AMRIEKTVY S IZXKVT TR ROQV *

C

pCS2+ VSDjsn-pHIuorina

519 bp

Figura 18. Obtencidn y expresion en un sistema heterdlogo de pCS2+ VSDintrsn-pHluorina. A)
Alineamiento de secuencias parciales (ADN y aminoacidos) del msNHEysp, las del gen silvestre estan
en la parte de arriba y con la insercion del intrén en la parte de abajo. La banda roja indica la regién
donde se modificaron 9 aminodcidos debido a la insercidn del intrén antes de la aparicién de un
codon de paro. B) Patrén de electroforesis después de haber digerido pCS2+ VSDintren-pHluorina con
las enzimas de restriccién BamHI y Hindlll. El carril M corresponde al marcador de peso molecular
mientras que los siguientes corresponden al ADN sin digerir (-) o digerido (+). La flecha negra indica
la posicidn y el tamafio de la banda esperada después de la digestidén. C) Imagenes de microscopia

confocal de células HEK293 transfectadas con pCS2+ VSDintrsn-pHIuorina.

En células HEK293, la proteina quimérica con el msNHEysp fusionado a pHluorina se expresd
de manera mas eficiente después de transfectar el plasmido pCS2+ VSDintrsn-pHluorina (46%
de células transfectadas) en comparacion con la construcciéon pCS2+ VSDyesssamb-pHIuorina
(34% de células transfectadas) (Figura 18C). Ademas, las células estuvieron expuestas a un
menor nivel de estrés y estaban relativamente mas sanas, lo que ayudd a tener un mayor
éxito en la realizacion de los registros electrofisiolégicos. Por lo tanto, la caracterizacion de
la corriente idnica del msNHEysp se realizd mediante la expresién de la construccion que
contiene el intrén. Sin embargo, las células HEK293 transfectadas con pCS2+ VSDintrén-
pHluorina siguen siendo relativamente mas fragiles que las transfectadas con Arclight Q239
(pCS2+ VSDcivse-pHluorina), lo que sugiere que el msNHEysp también es toxico en células

eucaridticas, no solamente en E. coli. Otra posible explicacion es que el daino en las células
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HEK293 sea causado por la alta sobre expresion de msNHEysp-pHluorina en comparacién de

otras proteinas como Arclight.

Caracterizacion de la corriente iénica producida por el msNHEysp

En células HEK293 transfectadas con pCS2+ VSDintrsén-pHIuorina, observamos una corriente
saliente dependiente de voltaje (Figura 19A); la corriente fue similar a la registrada con
pCS2+ VSDyeesamb-pHIuorina y pMAH-MYRS. Esta corriente no se modificd por la sustituciéon
de K* por NMDG™* en la solucién interna (datos preliminares no incluidos). Por lo tanto, en

un inicio consideramos que la corriente podria ser acarreada por H* o CI.

Para determinar que ion es el permeante a través del VSD, hicimos nuevos registros
electrofisiolégicos después de modificar el gradiente de H* entre el interior y exterior de las
células HEK293. Si la corriente idnica registrada fuera por los protones que cruzan por el
sNHE, la curva IV tendria un corrimiento hacia valores de voltaje mds negativos
(hiperpolarizantes) al disminuir el pHi. Por lo tanto, disminuimos el pH de la solucién interna
de 7.4 a 6.4. Después de realizar los registros electrofisiolégicos, observamos que la cinética
de activacién parece ser mas lenta a pH 6.4 (Figura 19B). Sin embargo, la dependencia al
voltaje de la corriente no se vio afectada (Figura 19D), lo que sugiere que los protones no
son el ion que permea a través del VSD. El siguiente paso fue registrar la corriente idnica
después de modificar el gradiente de CI". Para esto, disminuimos la concentracién de Cl- en
la solucién externa mediante la sustitucién del NaCl por metanosulfonato de Na*
(cambiando la concentracién de Cl" externo de 148 a 13 mM). En este medio con baja
concentracion de CI,, no registramos alguna corriente saliente dependiente de voltaje en
las células transfectadas con pCS2+ VSDinwsn-pHluorina (Figura 19C). Hasta ese momento,
dicho resultado sugeria que el CI era el ion permeante a través del msNHEvysp y/o que la
presencia de Cl" externo (en un rango indeterminado de concentraciones arriba de 13 mM)

es indispensable para poder adquirir la corriente a través del msNHEysp.
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Figura 19. Registro de la corriente i6nica de pCS2+ VSDintrsn-pHluorina en diferentes gradientes de
H*y CI. Registros representativos de la corriente idnica de células HEK293 transfectadas con pCS2+
VSDintrsn-pHluorina en diferentes condiciones: pHi = 7.4 (A), 6.4 (B) y pHi 7.4 con 13 mM de CI
externo (C). En todos los casos se us6 un protocolo de pulsos cuadrados de -80 a 80 mV a partir de
un potencial de mantenimiento de -80 mV. D) Curvas IV de varios registros como los que se

muestran en A, By C. Se grafica el promedio + SD (n=5).

Determinacion del potencial de inversion de la corriente ionica a través del msNHEysp.

Previamente registramos una corriente idnica a potenciales depolarizantes, la cual
desaparecio cuando disminuimos la concentracidn de Cl” en la solucién externa de 148 a 13
mM. Con base en esto, decidimos medir el potencial de inversion de la corriente idnica. Esto
nos permitiria saber si el Cl" era efectivamente el ion que permea a través del VSD o si la
apertura del poro es dependiente de la alta concentracion de este ion. Estos experimentos
se realizaron con la proteina quimérica NtVSP-VSDintsnpHluorina (ExpSeq). Los detalles de

su preparacion se encuentran en la siguiente seccidon. Para medir el potencial de inversion,
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usamos un protocolo para el registro de las corrientes de cola (con pulsos de -110 a 10 mV
durante 50 ms) que van después del pulso de prueba (a 50 mV durante 300 ms) a partir de
un potencial de mantenimiento de -80 mV (Figura 20A). El potencial de inversién obtenido
mediante dichos registros fue de -30 + 0.8 mV (Figura 20C), el cual es un valor
considerablemente alejado del potencial de equilibrio calculado para el CI" en las
condiciones iénicas usadas. Este resultado sugiere que el poro del VSD probablemente no
es selectivo a algun ion en particular y que su apertura depende de la presencia de una alta

concentracion de Cl” en la solucion externa.
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NtVSP-VSD,.sn-pHIuorina 64

A10
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Densidad de corriente (pA/pF)

B -110 4
Bajo CI” externo (13 mM) =
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Figura 20. Obtencion del potencial de inversion de la corriente idnica de la proteina quimérica
NtVSP-VSDinrsnpHluorina (ExpSeq). A) Registro representativo de la corriente idnica de células
HEK293 transfectadas con NtVSP-VSDiwwsnpHluorina (ExpSeq). El trazo rojo corresponde a la
corriente a -30 mV y la linea punteada roja indica el punto donde la corriente es cero. El protocolo
de pulsos cuadrados se encuentra debajo del registro. B) Registro representativo de la corriente
idnica de células HEK293 transfectadas con NtVSP-VSDnwsnpHluorina (ExpSeq) en una solucion
externa con baja concentracién de CI" (13 mM). C) Curva de densidad de corriente — voltaje de varios
registros como en A. Se graficé la corriente a los diferentes potenciales de membrana (-110 a 10
mV) que se probaron después del pulso de prueba de 50 mV. El potencial de inversidn calculado fue

de -30 £ 0.8 mV (n=5). Se grafica el promedio + SD (n=5).
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Corriente de compuerta del msNHEysp

En los experimentos anteriores observamos corrientes idnicas salientes dependientes de
voltaje en células transfectadas con las proteinas quiméricas del msNHEysp, lo que apoya la
idea de que el dominio es funcional. Sin embargo, la corriente i6nica se observa
principalmente a potenciales de membrana positivos. Esto podria sugerir que la corriente
de compuerta del VSD sucederia en dicho rango de voltaje, lo que iria en contra de lo
esperado debido a que el espermatozoide de ratdn se hiperpolariza durante la capacitacién.
Sin embargo, diversas corrientes de tipo omega pueden activarse en un rango de voltaje
diferente al de la corriente de compuerta del sensor de voltaje (Moreau et al., 2014b).
Debido a esto, decidimos registrar la corriente de compuerta del msNHEysp y comparar su
dependencia al voltaje con la del VSD de la proteina de erizo de mar, debido a que es la
Unica reportada hasta el momento y a que también se activa por hiperpolarizacion. Para
poder medir la corriente de compuerta del msNHEysp, se requiere que haya una alta
expresion del dominio en la membrana plasmdtica. Por lo tanto, decidimos hacer
modificaciones a la proteina quimérica pCS2+ VSDintrsn-pHluorina con la intencién de
mejorar su expresion y ubicacién en la membrana plasmatica. Para ello modificamos los
extremos amino y carboxilo de la construccién pCS2+ VSDintron-pHIuorina. Agregamos el
extremo amino de la fosfatasa dependiente de voltaje de Ciona intestinalis (NtVSP) (Arima
etal., 2018) y las secuencias de exportacion del canal Kir2.1 (Hofherr et al., 2005). Mediante
distintas reacciones de PCR, amplificamos las tres regiones de la nueva proteina quimérica
(NtVSP, VSDintren Y pHIuorina) para afiadir las secuencias de exportacién del Kir2.1 (Figura
21Ay B). Al final se obtuvo la construccion NtVSP-VSDintsnpHluorina (ExpSeq) (Figura 21Cy
23A). Después de obtener el plasmido codificante, la expresamos en células HEK293, donde
nuevamente registramos corrientes idnicas a potenciales de membrana depolarizantes
(Figura 22). Ademas, el uso de una solucién con baja concentracién de Cl- externo (13 mM),
nos permitié registrar corrientes transitorias a potenciales hiperpolarizantes (Figura 23).
Dichas corrientes son presumiblemente de compuerta, debido a que tuvieron una

dependencia al voltaje similar a la reportada para la proteina ortéloga de erizo de mar
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(Windler et al. 2018) (Figura 23D). Este resultado sugiere fuertemente que el segmento S4
del msNHEysp se mueve en direccién al interior de la célula a lo ancho de la membrana
plasmdtica a potenciales de membrana hiperpolarizantes. Asi mismo, muestra que la
corriente iénica dependiente de Cl" externo no se activa como la mayoria de los canales
idnicos, cuyo poro se abre de acuerdo con el movimiento del VSD. En este caso, la corriente
idnica registrada probablemente se activa igual que las corrientes omegas de diversos VSDs,

en las que el poro estara abierto solo en determinada posicién del dominio (Moreau et al.,

2014a).
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Figura 21. Obtencidn y expresion en un sistema heterélogo de NtVSP-VSDinwsnpHluorina (ExpSeq).
A) Amplificacidn del fragmento N-terminal de CiVSP (junto con la primera parte de la secuencia de
exporte del Golgi; carriles 1y 2, banda esperada: 459 pb) y de VSDintrsn (junto con la segunda parte
de la secuencia de exporte del Golgi; carriles 5 y 6, banda esperada: 516 pb). B) Amplificacién de
fragmentos codificantes para la parte final de la proteina fluorescente y una regién 3’ del plasmido
pCS2+ y para otra regiéon correspondiente a la mayor parte de la pHluorina (carriles 2 y 5
respectivamente, bandas esperadas: 642 y 1691 pb respectivamente). Con estas amplificaciones se
insertd la secuencia de exporte del reticulo endoplasmico. C) Confirmacién de la obtencion de la
proteina quimérica NtVSP-VSDintwsnpHIuorina (ExpSeq) mediante la digestion (con las enzimas BamHI
y Hindlll) de varios ADNs plasmidicos de diferentes colonias de bacterias (los carriles 2-4 contienen

ADNs positivos para NtVSP-VSDinwsnpHluorina (ExpSeq), banda esperada: 796 pb).
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Figura 22. Registro de la corriente idnica de la proteina quimérica pCS2+ NtVSP-VSDinrsnpHluorina
(ExpSeq). Registros representativos de la corriente idnica de células HEK293 transfectadas con
pCS2+ NtVSP-VSDintrsnpHluorina (ExpSeq) en presencia de 148 (A) o 13 mM (B) de CI" en la solucidn
externa. En todos los casos se usé un protocolo de pulsos cuadrados de -80 a 80 mV a partir de un
potencial de mantenimiento de -80 mV. C) Curva IV para varios registros como los que se muestran

en Ay B. Se grafica el promedio + SD (n=5).
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Figura 23. Registro de corrientes de compuerta de NtVSP-VSDi.rsn-pHIluorina (ExpSeq). A) Esquema
de la proteina quimérica utilizada para el registro de corrientes de compuerta. La linea azul
corresponde a la regién amino terminal de CiVSP mientras que la flecha roja sefiala la posicién en Ia
gue se insertd el intron quimérico. Las cajas roja y morada corresponden a las regiones donde se
insertaron las secuencias de exporte del Golgi y del reticulo endoplasmico, respectivamente. B)
Registro representativo de la corriente de compuerta de las células HEK293 transfectadas con pCS2+
NtVSP-VSDinrsn-pHIuorina. Debajo del registro esta el protocolo de pulsos cuadrados con el cual se
obtuvieron las corrientes. C) Registro representativo de la corriente registrada en células HEK293
sin transfectar. Se usé el mismo protocolo que en B. D) Curva de movimiento de carga (Q) sobre la
carga maxima (Qmax) en relacién con el voltaje para varios registros como el que se muestra en B.

Se grafica el promedio + SD (n=4).

Comparacion de la densidad de corriente de las proteinas quiméricas del msNHEysp

Una vez que registramos la corriente de compuerta del msNHEysp con la proteina quimérica
pCS2+ NtVSP-VSDintrsn-pHIluorina (ExpSeq), decidimos comparar la densidad de la corriente
idnica entre todas las proteinas quiméricas usadas (Figura 24). De acuerdo con lo esperado,
la corriente idnica fue mayor en la proteina quimérica con el intrén que en la que tiene la

mutacion Y665Ambar. Sin embargo, la corriente idnica de la proteina pCS2+ NtVSP-
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VSDintrén-pHIluorina (ExpSeq) no fue significativamente diferente de la que solo tiene el
intrén. Por lo tanto, es posible que el éxito en el registro de la corriente de compuerta no
se deba a una mayor expresion de la proteina, sino a una modificacién estructural en el VSD
que facilita su deteccién. Es posible que, en la proteina quimérica mas compleja, se
mantenga la conformacion adecuada para el movimiento del sensor de voltaje, mientras

que, con la proteina quimérica simple, esta funcién podria estarse viendo afectada.
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Figura 24. Densidad de corriente de las proteinas quiméricas con el msNHEysp. Comparacion de la
densidad de corriente de las tres proteinas quiméricas que se expresaron en células HEK293. La
densidad de corriente de la proteina quimérica con la mutaciéon del codén de paro ambar es
significativamente menor que la de las demas proteinas quiméricas. Las barras representan los

promedios * SD de las mediciones. *P < 0.001 t-test. n=5.
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Discusion

La existencia del intercambiador Na*/H* especifico de espermatozoide (sNHE) se reporté en
2003, en un trabajo en el que ademds se comprobd que es una proteina esencial para la
fertilidad de los ratones (Wang et al., 2003). Recientemente se reporté que el sNHE
codificado por el gen ortélogo de humano también juega un rol esencial en la fertilidad
masculina (Cavarocchi et al., 2021). Una caracteristica importante del sNHE (codificado por
el gen SLCIC) en comparacién con otros NHEs (genes SLC9A y SLC9B) es la conservacién de
dos dominios regulatorios: 1) sensor de voltaje (VSD) y 2) de unidn a nucledtidos ciclicos
(CNBD). Aunque algunas plantas poseen NHEs con un posible dominio de CNBD, los NHEs
con VSD (sNHEs) estan presentes solo en metazoarios (con algunas excepciones
particulares; Romero & Nishigaki, 2019). Por lo anterior, se considera que el VSD es un
dominio regulatorio particular del sNHE. A pesar de la importancia del sNHE para los
espermatozoides de mamifero, el estudio de sus propiedades biofisicas no ha avanzado
debido a que no se ha podido lograr la expresion correcta de la proteina en un sistema
heterdlogo (Wang et al.,, 2007). Para superar esta limitacion y poder estudiar las
propiedades del dominio sensor de voltaje del sNHE, decidimos aislarlo y estudiarlo
determinando la actividad de otros dominios que reportaran su actividad (Kcv vy
posteriormente pHluorina). La hipdtesis fue que su estudio mediante este tipo de
estrategias nos permitiria determinar si el SNHE es sensible a los cambios del potencial de
membrana (Em) a diferencia de los demas NHEs (Romero & Nishigaki, 2019). Sin embargo,
nos encontramos con diversos problemas al tratar de expresar en bacterias los vectores
codificantes para el msNHEysp. Los problemas que enfrentamos se deben probablemente a
un efecto toxico del msNHEysp. Afortunadamente, el uso de dos estrategias distintas para
prevenir la sintesis de la proteina completa en E. coli, permitieron la obtencién correcta de
las construcciones quiméricas. Con este avance en la clonacién del dominio, pudimos
registrar la corriente de compuerta del msNHEysp, lo que nos permite sugerir que participa

como sensor de voltaje en la proteina completa.
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Causas probables de la aparicion de deleciones en el VSD

La primera construccion del msNHEysp que preparamos contenia el canal viral Kcv, por lo
que fue légico pensar que el paso desregulado de K* por este canal fue la causa de la
toxicidad en bacterias. Sin embargo, este efecto se mantuvo cuando se sustituyd Kcv por la
proteina fluorescente pHluorina, confirmando que la fuente de toxicidad era el msNHEysp.
Por otro lado, este efecto del VSD no es extraio, debido a que, en varios casos, este dominio
puede ser capaz de transportar iones (detallado mas adelante), hecho que pudiera alterar
la homeostasis idnica de las células. Ademas de este dominio, existen multiples casos de
proteinas transmembranales que causan toxicidad en bacterias o en otros sistemas
heterdlogos debido a la alteracién de la permeabilidad de la membrana plasmadtica. Un
ejemplo es la proteina M2 del virus de influenza que al expresarse en ovocitos de Xenopus,
se comporta como un canal iénico selectivo a cationes (Pinto et al., 1992). Ademas, hay
trabajos que demuestran que la proteina 6K del virus Sindis y la proteina E del coronavirus
SARS son toxicas para E. coli. En los dos casos, la expresién de las dos proteinas en su
respectivo sistema heterélogo afectd la permeabilidad de la membrana. Aunque la tasa de
mutacién en E. coli es muy baja (~107 mutacidén/gen/generacion) (Drake et al., 1998), es
posible que la muerte de las bacterias con la proteina completa permita que las células con
alguna alteracién se conviertan en la principal poblacidon en nuestros cultivos. Por esta razén
por la cual solo se obtienen plasmidos con mutaciones y principalmente deleciones en
msNHEvsp. Estas alteraciones permiten el paso de iones y otras moléculas al citoplasma, lo
gue resulta en dafio y muerte celular (Sanz, Pérez, and Carrasco 1994; Liao et al. 2004). Sin
embargo, la toxicidad de estas proteinas no fue tan alta como la del msNHEvysp, por lo que
los genes se pudieron clonar en sus respectivos plasmidos sin la necesidad de usar métodos
sofisticados o elaborados. Hasta la fecha, la razén del drastico efecto observado en E. coli
en comparacién con el efecto menor de las proteinas virales sigue siendo una interrogante.
Una de las razones puede ser la diferencia en el nimero de copias de los vectores que se
utilizaron en esos trabajos en comparacion con los que nosotros usamos. Las proteinas
virales se clonaron en plasmidos basados en el vector pET, el cual genera un bajo niumero

de copias (15-20 copias/célula) (Rosenberg et al., 1987). Por otro lado, nosotros usamos

54



pldsmidos (pCS2+ y pCAGEN) que producen un alto nimero de copias (300-500
copias/célula) y tienen el origen de replicacion pUC (Vieira & Messing, 1982). Esto lo hicimos
con la intencién de preparar soluciones con una alta concentracion de ADN que fuera
suficiente para las transfecciones en las células HEK293. De manera interesante, obtuvimos
el pldsmido con la secuencia correcta la primera vez que preparamos pCS2+ msNHEysp-
pHluorina. Dicha construccién se prepard en la cepa E. coli IM109 (DE3) y se expreso
correctamente en células HEK293. Aunque no sabemos la razén concreta de ese resultado
positivo, es posible que aquella poblacion de E. coli haya sido inusualmente resistente a la

toxicidad generada por el VSD.

Estrategias usadas para prevenir la toxicidad de un gen

Existen distintas estrategias para evitar la toxicidad de un gen cuando se expresa en E. coli
(Saida et al.,, 2006): cambiar la temperatura durante el crecimiento de las bacterias,
seleccionar promotores genéticos con diferentes caracteristicas, etc. Un ejemplo de este
tipo de proteinas toxicas es CCH1, un canal de calcio que inicialmente fue imposible clonar
en E. coli, debido a su alta toxicidad. En 2009, un grupo desarrollé una herramienta que
permitio la clonacién del gen de CCH1 en levaduras mediante el uso de una estrategia
basada en recombinacion homologa (Vu et al., 2009). A pesar de que el sistema permitio la
obtencién correcta del pldsmido deseado, se requiere del uso de levaduras (cuyo uso es
menos comun que el de E. coli) y la necesidad de preparaciones mds complejas para la
fusion in vivo de inserto y vector. Tomando esto en cuenta, consideramos que es importante
establecer un método mas rapido y eficiente que nos permita la expresion y caracterizacion
de nuestra proteina toxica. En ese sentido, las dos estrategias que usamos en el presente
trabajo (la insercion de un coddn de paro ambar y la de un intron quimérico) son adecuadas

para este objetivo en nuestro modelo experimental.

55



Uso de la supresion del codon de paro ambar e insercion de un intron para la preparacion
de plasmidos que codifiquen proteinas toxicas para bacterias

En los ultimos afios se han hecho considerables aportes tecnoldgicos para expandir el
codigo genético con la intencidén de poder incorporar aminoacidos no naturales (UAAs) en
proteinas de interés. La insercion de UAAs con distintas propiedades presenta la
oportunidad de estudiar a las proteinas mediante varias aproximaciones experimentales
(Liu & Schultz, 2010). Hasta ahora se ha usado principalmente para el estudio de la
localizacion intracelular y funcion de varias proteinas (Hyun et al. 2009; Kato 2019). La forma
de incorporar UAAs en una posicion especifica es mediante la supresion de codones de paro
ambar (Noren et al., 1989). Previamente se requeria de la aminoacilaciéon quimica de los
ARNts (Roesser et al., 1986). Sin embargo, el uso de pares ortogonales de ARNts y ARNt
sintetasas que insertan UAAs especificos, permitié simplificar el método (Young & Schultz,
2018). El hecho de que la insercion de los UAAs se realice en posiciones ocupadas por
codones de paro permite que la proteina codificada se exprese incompleta en ausencia del
sistema de supresion. Entonces, la sustitucion del codén TAC que codifica tirosina por TAG
(coddn de paro ambar) permite evitar la expresién del msNHEysp completo en las cepas de
bacterias que carezcan de tal sistema. Este punto es relevante para el proyecto porque es
en E. coli donde el msNHEysp demostré ser altamente toxico. De acuerdo con lo expuesto
anteriormente, la insercion del codén de paro ambar permitié la preparacién correcta del
plasmido pCS2+ VSDysssamb-pHluorina sin mayores inconvenientes (Fig. 15). La supresion del
coddn de paro ambar en células HEK293 se logré mediante la co-transfeccion de pCS2+
VSDyessamb-pHIuorina y pMAH-MYRS (plasmido que codifica para un par ortogonal de
aminoacil ARNt sintetasa/ARNt (Fig. 14)). pMAH-MYRS se obtuvo durante el desarrollo de
un sistema para la incorporaciéon del UAA 3-nitro-L-tyrosine (3-NY) en células de mamifero
(trabajo del grupo del Dr. Huiwang Ai; datos no publicados). Para la caracterizacion de este
plasmido se usé una proteina GFP con la insercidn de un coddn de paro ambar que producia
una proteina truncada. Se observo que la concentracion de tirosina en el medio (rango mM)
regula directamente el grado de expresion de la proteina completa en relacién con la

version truncada (datos no publicados). En este proyecto fuimos capaces de reproducir lo
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observado en células HEK293 con la proteina mutante de GFP, usando VSDyeesamb-
pHluorina. Sin embargo, fue dificil la formacién de sellos de alta resistencia en los
experimentos de “patch clamp” en la configuracion de célula completa. Esto sugiere que el
sistema de supresion de codones de paro ambar genera afectaciones a las células. Lo
anterior se debe probablemente a la supresion de codones de paro de proteinas endégenas,
lo que resulta en la produccidn de proteinas con una secuencia distinta a la fisioldgica. Aun
asi, la preparacion de un plasmido con una mutacién para producir un codén de paro es
simple y no requiere de mucho tiempo. Con esta informacién, concluimos que la supresién
de un coddn de paro ambar, representa una opcidon novedosa y sencilla para superar la
problematica de preparar un plasmido codificante para una proteina toxica en bacterias.
Antes de nosotros, la supresiéon de codones de paro ambar se uso para la preparacion de
plasmidos codificantes para las proteinas toxicas Ndd (bacteriéfago T4) y barnasa (ARNasa
de bacterias) (Bouet et al. 1996; Betzner, Oakes, and Huttner 1997). Esos reportes buscaron
controlar la expresidon de una proteina ya conocida, por lo que nuestro trabajo pretende

promover una alternativa para el estudio de las propiedades de proteinas no caracterizadas.

Subsiguiente a la insercién del coddn de paro y su supresion, probamos la insercidon de un
intron en el msNHEysp. Varias proteinas virales son toxicas en bacteria, por lo que existen
varios trabajos en los que hubo muchos problemas en la preparacién de vectores de
expresiéon que las codificaran. En 1996 se uso por primera vez la insercion de un intrén para
la preparacién de un pldsmido codificante para Potyvirus (Johansen, 1996). Posteriormente,
esa misma estrategia se uso para la clonacion de proteinas de distintos virus, entre ellos el
coronavirus TGEV (Gonzélez et al., 2002; Guo et al., 2020; Lépez-Moya & Garcia, 2000). En
nuestro trabajo, proponemos la insercion de un intrén como un método para el estudio de
otros tipos de proteinas toxicas que no sean virales. Tomando en cuenta estos antecedentes
preparamos pCS2+ VSDintrsn-pHluorina e hicimos registros de “patch-clamp” en células
HEK293. En este caso, la preparacion del plasmido es un poco mas laboriosa que la necesaria
para la mutacién a un codén de paro ambar. Sin embargo, las células transfectadas con este
plasmido resultaron estar en un mejor estado general, lo que propicio una mayor eficiencia

en la realizacidn de sellos para los registros de “patch-clamp”. Esto se debe probablemente

57



a que con este método no se requiere de una alta concentracion de tirosina en el medio ni
del uso del par ARNt/ARNt sintetasa, que podria estar suprimiendo codones de paro de
proteinas enddgenas. Ademas, la estrategia de insercion del intrén presenta una ventaja
adicional, ya que el proceso de “splicing” de proteinas recombinantes mejora sus niveles de
expresion. Esto sucede probablemente por la acumulacién de ARN mensajero (ARNm)
(Nott, Meislin, and Moore 2003; Gallegos and Rose 2015), aunque en general no es un
proceso completamente entendido. El aumento de la expresidon de la proteina quimérica se
reflejé en corrientes idnicas de una densidad mas alta que la de las corrientes obtenidas
con la mutante del codon ambar (P < 0.001 t-test). A pesar de las ventajas en relacién con
la supresion del codén ambar, los registros electrofisioldgicos fueron también mas dificiles
de realizar en comparacion con Arclight Q239 (pCS2+ VSDcivse-pHluorina). Esto sugiere que
el dominio es toxico también en células eucariotas, sin embargo, otros factores también
podrian estar influyendo en la falta de éxito de los experimentos. Entre estos factores
podria estar la cantidad de agente transfectante (jetPEl) y el alto nivel de sobre expresiéon
necesario para poder registrar la actividad del msNHEvsp. Aun asi, la toxicidad aparente en
las células HEK293 no se ve reflejada en una menor viabilidad celular (resultados
preliminares), por lo que la afectacion a las células podria no estar teniendo un efecto tan
dréstico. En los casos en los que se utilicen proteinas cuya toxicidad sea solo en bacterias,
las dos estrategias de clonacion deberian de funcionar con menores diferencias entre ellas.
En el futuro, se requiere de una acumulacion de datos para realizar una evaluacién

adecuada de los métodos que proponemos.

Corriente idnica a través del msNHEysp y otras proteinas

Desde los afios 90 se ha estado acumulando evidencia de que diversos VSDs son capaces de
acarrear corrientes idnicas de manera natural o en casos donde se hagan mutaciones o
modificaciones a la estructura general de la proteina. En un reporte reciente, se demostré
que el VSD del canal HCN-like (HCNL) de pez cebra funciona como un canal idnico selectivo
a protones que es activado por hiperpolarizacién (Wobig et al., 2020). De hecho, la mayoria

de las corrientes idnicas reportadas a través del VSD son catidnicas: 1) Hv1 (selectiva a H*;
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(Sasaki, Takagi, and Okamura 2006; Ramsey et al. 2006)), 2) en varios canales con
mutaciones de S4 en el VSD (Starace and Bezanilla 2004; Tombola, Pathak, and Isacoff
2005), 3) en el VSD aislado del canal de K* Shaker (Zhao & Blunck, 2016), 4) en la subunidad
Catsper3 de C. intestinalis y de ratdn (selectiva a Ca?*; Arima et al. 2018). En este contexto,
el msNHEysp tendria una funcién novedosa; podria funcionar como un canal idnico no
selectivo con cierta permeabilidad a CI" (por lo que seria el primer reporte de un VSD con
una corriente anioénica) o como un canal no selectivo dependiente de Cl" extracelular para
la apertura del poro. Sin embargo, el potencial de inversiéon de la corriente iénica del
msNHEvsp (- 30 mV) estd muy alejado del potencial de equilibrio del CI- en nuestras
condiciones (-90.4 mV). Esto sugiere que la corriente es dependiente de una alta
concentracion de Cl- externo. Aun asi, el potencial de inversidn que observamos es negativo
(-30 mV). Este resultado apunta a que el poro de msNHEysp podria ser mas selectivo a ClI
que a NMDG (el catidn principal de la solucién externa e interna, cuyo potencial de inversiéon
seria cercano a 0 mV). Hasta donde pudimos investigar durante la escritura de este trabajo,
solo existe un reporte en el que se observé que un VSD puede transportar aniones de
manera selectiva. Esto sucede para el canal Hvl de humano, en el que la mutacién de
Aspl112 por otro aminoacido resultd en el cambio de selectividad de protones a aniones
(especificamente OH y CI)) (Musset et al., 2011). En experimentos futuros se determinard
de forma detallada la selectividad del msNHEysp mediante la sustitucion de los iones
utilizados en las soluciones de registro. Otro aspecto que exploramos fue si el dominio
sNHEvsp de otras especies era toxico en bacterias debido a algun efecto similar al del sensor
de voltaje de ratén. Por lo tanto, preparamos construcciones quiméricas de los dominios
sNHEvsp de humano (NM_183061.3) y erizo de mar (S. purpuratus; NM_001098457.1), los
cuales unimos a pHluorina. A diferencia de lo que observamos con el VSD de ratén, no
tuvimos ningun problema para obtener los plasmidos codificantes para las proteinas
guiméricas. En ninguno de los dos casos observamos alguna delecidn o mutacién a la
secuencia de los VSDs (Figura suplementaria 1). Ademas, cuando transfectamos el plasmido
codificante para la proteina quimérica de humano (pCS2+ NtVSP-hsNHEysp-pHIuorina), no

registramos ninguna corriente idénica a diferencia de las células transfectadas con una
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proteina quimérica con el msNHEysp (Figura suplementaria 2). Este resultado concuerda con
la falta de toxicidad observada en bacterias e indica que los dominios de estas especies no
tienen actividad de canal idnico. En conclusion, el msNHEysp es altamente toxico en células
procariotas (E. coli) y posiblemente en eucariotas (a falta de experimentos que lo confirmen
en las células HEK293), posiblemente por su propiedad de conducir iones de manera no

selectiva.

A pesar de que el msNHEysp expresado en células HEK293 muestra actividad similar
a la de un canal iénico dependiente de voltaje, en espermatozoides de ratdn no se han
realizado experimentos que evidencien este tipo de corriente. Lo mas probable es que la
corriente idnica registrada sea un artefacto del aislamiento del VSD como se observa en
algunos canales idnicos (Zhao & Blunck, 2016). Por ejemplo, el VSD aislado del canal de K*
Shaker produce una corriente catidnica no selectiva, que se activa a potenciales

hiperpolarizantes (Zhao & Blunck, 2016), la cual no se observa en el canal completo.

Corriente de compuerta del msNHEysp y su dependencia al voltaje

Como se menciond previamente, la corriente idnica registrada a través del msNHEysp se
activa a potenciales depolarizantes a diferencia de la corriente de compuerta del sNHEysp
de erizo de mar (Windler et al., 2018). Diversos reportes demuestran que es posible que la
corriente de compuerta de un canal idnico tenga una dependencia al voltaje diferente al de
la corriente idnica (Moreau et al.,, 2014a). Esto sucede normalmente cuando hay
mutaciones en el S4 o al aislar el VSD del resto de la proteina, como en el caso del msNHEysp.
Por lo tanto, decidimos obtener la corriente de compuerta del msNHEysp para poder
compararla. Para lograrlo, modificamos sustancialmente tanto el extremo amino como el
carboxilo del msNHEysp (Figura 23A). En teoria, estas modificaciones al msNHEysp permiten
gue tenga un mayor nivel de expresién en la membrana plasmatica (Arima et al., 2018;
Hofherr et al.,, 2005; Kwon et al.,, 2017). Con esta construccién hicimos registros
electrofisiolégicos para obtener las corrientes de compuerta. Las corrientes se activaron a

potenciales de membrana hiperpolarizantes, con un potencial medio de activacion (V12) de
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-101 + 10 mV. El rango de voltaje en el que se activan es muy diferente al observado con las
corrientes macroscdpicas salientes, que se registraron a potenciales de membrana arriba
de los 0 mV. Sin embargo, la dependencia al voltaje de las corrientes de compuerta del
msNHEvsp es similar a la del VSD del sNHE de erizo de mar (Vi/2: -95 + 3 mV) (Windler et al.,
2018). Esto sugiere que el mecanismo de regulacion del sNHE por potencial de membrana
estd conservado en distintos grupos de organismos. Resultados de nuestro laboratorio
respaldan lo observado con los registros de compuerta. En espermatozoides de ratén, la
induccion (usando el ionéforo de K* valinomicina) de la hiperpolarizacién del potencial de
membrana provoca una alcalinizacidon citosolica dependiente del sNHE (Hernandez-
Garduio, Chavez, et al., 2022). Estos resultados sugieren claramente que el VSD se acopla
al dominio de intercambio idnico de una manera similar a lo que sucede con el canal HCN,
otro canal activado por hiperpolarizaciéon (Mannikké et al.,, 2002). La observacién de
corrientes de compuerta sugiere que la proteina quimérica pCS2+ NtVSP-VSDintrén-
pHluorina (ExpSeq) mejora su expresién en la membrana plasmadtica. Sin embargo, de
manera no esperada, la densidad de corriente idnica es similar a la de la quimera que solo
tiene el intrén (Figura 24). Es posible que los fragmentos insertados (extremo amino de
CiVSP y secuencias de exporte de Kv2.1) tengan un efecto en la cinética de activacion de la
corriente de compuerta, haciéndola mas facil de registrar. Con nuevas modificaciones al

VSD podriamos confirmar tal hipétesis.

Lo obtenido en nuestros experimentos contrasta con la dificultad que se tuvo en
investigaciones pasadas para estudiar al msNHE. Hasta ahora solo se habia reportado la
obtencidén de una proteina quimérica compuesta por los segmentos transmembranales 1 a
10 y 1 a 3 del msNHE y el NHE1 respectivamente (Wang et al., 2007). Sin embargo, dicha
quimera no fue lo suficientemente activa como para ser estudiada. Ademds, mediante una
comunicacidn personal con otro grupo de investigacidn, pudimos saber que la preparacién
de otro plasmido codificante para el msNHE no fue exitosa. Actualmente nuestro grupo de
investigacidn ya cuenta con un plasmido codificante para el msNHE completo, sin embargo,

esta construccion solo pudo obtenerse mediante la insercién de dos intrones en regiones
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diferentes del marco de lectura. Esto es evidencia mas clara de la toxicidad de la proteinay

del porque no habia sido estudiada con mds detalle hasta ahora.

Posible relacion funcional entre el sSNHE y otras proteinas especificas del espermatozoide
Al entrar al tracto genital femenino, el espermatozoide se expone a una mucho mayor
concentracion de HCOs™ (la cual pasa a estar de <5 mM a una concentracién mayor de 25
mM) (Levine & Marsh, 1971). Este aumento en la concentracion de HCOs™ provoca un
incremento intracelular de este ion debido a su entrada a través de un cotransportador
Na*/HCOs (NBC) (Demarco et al., 2003). Este hecho permite la activacion de la sAC y marca
el inicio del proceso de capacitacidn. Los ratones nulos para la sAC son infértiles y tanto su
movilidad como otros parametros asociados a la capacitacidn se ven afectados (Esposito et
al., 2004; Xie et al.,, 2006). La importancia de esta enzima para la fisiologia del
espermatozoide estd directamente relacionada con la actividad del sNHE. Desde el 2007 se
observé que hay una codependencia en la expresion de la sACy el SNHE para las proteinas
de ratén (Wang et al., 2007). Ademas, en los metazoarios existe una relacién evolutiva muy
estrecha entre la sAC, el SNHE y el canal de Ca?* Catsper, por lo que se propone que en este
grupo formarian una maquinaria que regula el batido flagelar del espermatozoide (Romero
& Nishigaki, 2019). Catsper es un canal especifico del espermatozoide compuesto por diez
subunidades conocidas, las cuales se ubican en cuatro columnas a lo largo de la pieza
principal del flagelo (Chung et al., 2014). La ausencia de varias de sus subunidades en ratén
resulta en espermatozoides con severos problemas de movilidad y por lo tanto en

infertilidad (Qi et al., 2007).

Otra proteina importante para el espermatozoide es el canal selectivo a K*, Slo3*. La
actividad de Slo3 provoca una hiperpolarizacién fisiolégica de los espermatozoides de ratén
durante la capacitacion (Santi et al., 2010). Existe evidencia que relaciona directamente la
actividad del sNHE y la de Catsper con la de Slo3. En 2014 se observd que la actividad de
Catsper depende de la presencia en el espermatozoide de Slo3 (Chavez et al., 2014). En ese

mismo reporte se propuso que Slo3 pudiera estar regulando indirectamente a Catsper
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mediante la actividad del sSNHE. Toda esta evidencia nos permite proponer una posible via
de sefializacion en la que el sNHE pudiera estar respondiendo a la hiperpolarizacion
fisiolégica causada por Slo3, causando un aumento del pH; que activaria a Catsper (Figura
25). Esto resultaria en cambios fisioldgicos importantes como la hiperactivacién de la
movilidad. En nuestro grupo de investigacion también se observé el cambio del pHi en
respuesta a una hiperpolarizacién artificial. Este resultado junto con lo registrado en
nuestro trabajo sobre la activacién del msNHEvsp a potenciales de membrana
hiperpolarizantes, nos permite reforzar la evidencia que apoya la existencia de la via de

sefalizacion descrita previamente.

Espacio
extracelular

Citoplasma

NBC S103 SNHE Catsper
pHiT

Figura 25. Modelo de la relacién funcional entre algunas proteinas especificas del
espermatozoide. Esquema de la relacién funcional propuesta entre algunas proteinas especificas
del espermatozoide. La sAC aumenta los niveles de AMPc y es activada por un aumento en la
concentracidon de HCO5 generada por la actividad de transportadores como el NBC (cotransportador
de Na* y HCOs3). El SNHE y la sAC se expresan de forma codependiente, ademas de que también
podrian interaccionar fisicamente. La sensibilidad al voltaje del sNHE podria ser regulada por los
niveles del AMPc como se vio en espermatozoides de erizo de mar. Ademas, el canal selectivo a K*,
Slo3, produce una hiperpolarizacidon durante la capacitacion, lo cual podria activar al SNHE a través
del VSD. Finalmente, la actividad del SNHE generaria una alcalinizacidn intracelular que activaria al

canal de Ca* dependiente de pH, Catsper. Aunque es necesario describir con mayor detalle la
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funcién de estas proteinas y la relacidn entre ellas, los resultados de nuestro trabajo apoyan la

participacién del sNHE en la via de sefializacién descrita.
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Conclusion

En este estudio, decidimos caracterizar el VSD del sNHE de raton (msNHEysp) expresandolo
en células HEK293. Sin embargo, la forma convencional de preparar el vector de expresiéon
no fue exitosa por la alta toxicidad del msNHEvysp en bacterias. Para superar el problema,
utilizamos dos métodos particulares para preparar nuestros pldsmidos: 1) insercidon de un
coddn de paro ambar y 2) insercidn de un intrén. Ambas estrategias nos permitieron
obtener los plasmidos deseados evitando la producciéon de la proteina completa en
bacterias. Para expresar la proteina completa en células HEK293, co-transfectamos dos
pldsmidos: el que contiene la mutante Y665Ambar y pMAH-MYRS, que codifica los ARNts y
la aminoacil-ARNt sintetasa para laincorporacién de una tirosina en lugar del coddn de paro
ambar. Este método no habia sido utilizado previamente para una proteina no caracterizada
gue ademas es toxica en bacterias. En cuanto a la segunda estrategia, la insercién del intrén
es relativamente mas laboriosa que la mutacion por un codén de paro ambar. Sin embargo,
tiene las ventajas de expresar la proteina mas eficientemente y de no provocar un estrés
extra a las células transfectadas. Hasta el momento, este método se habia utilizado

solamente para el estudio de proteinas virales.

Como se menciond previamente, hasta la fecha no se han establecido métodos exitosos
para expresar el SNHE de ratén, lo que ha impedido el avance de su estudio. Nuestro trabajo
nos permite especular que esto estd relacionado a la toxicidad producida por el VSD en
bacterias. Ademas, resultados preliminares con un plasmido codificante para el sNHE
completo (sintetizado por la compafiia GenScript), sugieren que podria haber otras regiones
toxicas en la proteina. Por lo tanto, los métodos presentados en este trabajo seran
importantes para futuros estudios que intenten ahondar mas en las propiedades biofisicas
del msNHE. Asi mismo, podran ser de utilidad para el estudio de muchas otras proteinas

toxicas para bacterias.
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Apéndice. Secuencias de ADN y aminoacidos de las proteinas

guimeéricas

pPCAGEN msNHEysp-Kcv-GFP

ATGGTCTTCACAAATGAATTTGAATATACTGGATACCTTGTGGTATTAATGAGCACATATCCTATGATAATCTGTTGGATTTCCCGACTAAA
AGACATCTATGACAACGAGATAAAATGTGCTAACTACTATTTTCTTGCCTTCTATATTCTAGAGGCTCTACTTAAGGTGGCAGCAATGAGGA
AGGAATTTTTTTCACACACCTGGCTCCTGTTTGAGCTGGGGATTACCTTAGTCGGCATCCTAGATATAATACTTATCGAAACAGACTCCATT
AGTTACAATTTTGACTTAACTGAGACTGTGGTCTTCATGAACGTGATTCGACTCCTTCGTATACTGCGCATCTTGAAGCTTGTAACACCAAA
ATTATTG

GGGGCGCGCCGACAAATCGATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGG
ACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACC
ACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCA
GCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCG
AGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTG
GAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGA
GGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCA
CCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATG
GATGAACTGTATAAATAA

MVFTNEFEYTGYLVVLMSTYPMIICWISRLKDIYDNEIKCANYYFLAFYILEALLKVAAMRKEFFSHTWLLFELGITLVGILDIILIETDSI
SYNFDLTETVVFMNVIRLLRILRILKLVTPKLL

GARRQIDMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICT
TGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKL
EYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGM
DELYK*

Colores: VSD. GFP.

pCS2+ msNHEvsp-pHuorina

ATGGTCTTCACAAATGAATTTGAATATACTGGATACCTTGTGGTATTAATGAGCACATATCCTATGATAATCTGTTGGATTTCCCGACTAAA
AGACATCTATGACAACGAGATAAAATGTGCTAACTACTATTTTCTTGCCTTCTATATTCTAGAGGCTCTACTTAAGGTGGCAGCAATGAGGA
AGGAATTTTTTTCACACACCTGGCTCCTGTTTGAGCTGGGGATTACCTTAGTCGGCATCCTAGATATAATACTTATCGAAACAGACTCCATT
AGTTACAATTTTGACTTAACTGAGACTGTGGTCTTCATGAACGTGATTCGACTCCTTCGTATACTGCGCATCTTGAAGCTAGTAACACCAAA
ACTACTGGGGGATCCCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACA
AATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCA
TGGCCAACACTTGTCACTACTTTAACTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGC
CATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATA
CCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACGATCAC
CAGGTGTACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAGGCGTTCAACTAGC
AGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGGCCCGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTTTACAACTTCTACTCTTTCGAAAG
ATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGATGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAATGA
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MVFTNEFEYTGYLVVLMSTYPMIICWISRLKDIYDNEIKCANYYFLAFYILEALLKVAAMRKEFFSHTWLLFELGITLVGILDIILIETDSI
SYNFDLTETVVFMNVIRLLRILRILKLVTPKLLGDPMSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVP
WPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNDH
QVYIMADKQKNGIKANFKIRHNIEDGGVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLFTTSTLSKDPNEKRDHMVLLEFVTADGITHGMDELYK*

Colores: VSD. pHluorina.

pCS2+ VSDintrén-pHIuorina

ATGGTCTTCACAAATGAATTTGAATATACTGGATACCTTGTGGTATTAATGAGCACATATCCTATGATAATCTGTTGGATTTCCCGACTAAA
AGACATCTATGACAACGAGATAAAATGTGCTAACTACTATTTTCTTGCCTTCTATATTCTAGAGGCTCTACTTAAGGTGGCAGCAATGAGGA
AGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCA
CCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGAATTTTTTTCACACACCTGGCTCCTGTTTGAGCTGGGGATTACCTTAG
TCGGCATCCTAGATATAATACTTATCGAAACAGACTCCATTAGTTACAATTTTGACTTAACTGAGACTGTGGTCTTCATGAACGTGATTCGA
CTCCTTCGTATACTGCGCATCTTGAAGCTAGTAACACCAAAACTACTGGGGGATCCCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGT
CCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTA
CCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTAACTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGA
TACCCAGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGG
GAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAA
ACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACGATCACCAGGTGTACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTC
AAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAGGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGGCCCGTCCTTTTACC
AGACAACCATTACCTGTTTACAACTTCTACTCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTG
ATGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAATGA

Proteina truncada en bacterias:
MVETNEFEYTGYLVVLMSTYPMIICWISRLKDIYDNEIKCANYYFLAFYILEALLKVAAMRKVSIKVTRQV*
Proteina completa en células HEK293:

MVFTNEFEYTGYLVVLMSTYPMIICWISRLKDIYDNEIKCANYYFLAFYILEALLKVAAMRKEFFSHTWLLFELGITLVGILDIILIETDSI
SYNFDLTETVVFMNVIRLLRILRILKLVTPKLLGDPMSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVP
WPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNDH
QVYIMADKQKNGIKANFKIRHNIEDGGVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLFTTSTLSKDPNEKRDHMVLLEFVTADGITHGMDELYK*

Colores: VSD. Intréon. pHluorina.

pCS2+ VSDyeesamb-pHluorina

ATGGTCTTCACAAATGAATTTGAATATACTGGATACCTTGTGGTATTAATGAGCACATATCCTATGATAATCTGTTGGATTTCCCGACTAAA
AGACATCTATGACAACGAGATAAAATGTGCTAACTACTATTTTCTTGCCTTCTATATTCTAGAGGCTCTACTTAAGGTGGCAGCAATGAGGA
AGGAATTTTTTTCACACACCTGGCTCCTGTTTGAGCTGGGGATTACCTTAGTCGGCATCCTAGATATAATACTTATCGAAACAGACTCCATT
AGTTAGAATTTTGACTTAACTGAGACTGTGGTCTTCATGAACGTGATTCGACTCCTTCGTATACTGCGCATCTTGAAGCTAGTAACACCAAA
ACTACTGGGGGATCCCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACA
AATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCA
TGGCCAACACTTGTCACTACTTTAACTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGC
CATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATA
CCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACGATCAC
CAGGTGTACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAGGCGTTCAACTAGC
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AGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGGCCCGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTTTACAACTTCTACTCTTTCGAAAG
ATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGATGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAATGA

Proteina truncada en bacterias:

MVFTNEFEYTGYLVVLMSTYPMIICWISRLKDIYDNEIKCANYYFLAFYILEALLKVAAMRKEFFSHTWLLFELGITLVGILDIILIETDSI
S*

Proteina completa en células HEK293:

MVFTNEFEYTGYLVVLMSTYPMIICWISRLKDIYDNEIKCANYYFLAFYILEALLKVAAMRKEFFSHTWLLFELGITLVGILDIILIETDSI
SYNFDLTETVVFMNVIRLLRILRILKLVTPKLLGDPMSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVP
WPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNDH
QVYIMADKQKNGIKANFKIRHNIEDGGVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLFTTSTLSKDPNEKRDHMVLLEFVTADGITHGMDELYK*

Colores: VSD. Insercion de coddn de paro ambar. pHluorina.

pCS2+ NtVSP-VSDintsnpHluorina (ExpSeq)

ATGGAGGGATTCGACGGTTCAGATTTTAGTCCTCCAGCTGATTTAGTTGGCGTTGACGGTGCAGTCATGCGGAACGTCGTTGACGTCACGAT
AAATGGTGACGTCACTGCTCCGCCGAAAGCTGCGCCAAGAAAAAGTGAATCGGTAAAGAAAGTTCATTGGAATGATGTAGACCAAGGACCGA
GTGAAAAACCAGAGACAAGACAGGAGAAATCTAGGATCACTTCAGAAGGGGAGTATATCCCTTTGGACCAGATAGACATCAATGTTGACGGG
AGAATGGAGATACCTACTACTGGTGTAGGTCGCGTCCAGTTTCGTGTTTTTGAATATACTGGATACCTTGTGGTATTAATGAGCACATATCC
TATGATAATCTGTTGGATTTCCCGACTAAAAGACATCTATGACAACGAGATAAAATGTGCTAACTACTATTTTCTTGCCTTCTATATTCTAG
AGGCTCTACTTAAGGTGGCAGCAATGAGGAAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGA
CAGAGAAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGAATTTTTTTCACACACCT
GGCTCCTGTTTGAGCTGGGGATTACCTTAGTCGGCATCCTAGATATAATACTTATCGAAACAGACTCCATTAGTTACAATTTTGACTTAACT
GAGACTGTGGTCTTCATGAACGTGATTCGACTCCTTCGTATACTGCGCATCTTGAAGCTTGTAACACCAAAACTACTGGGGGATCCCATGAG
TAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGG
GTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACT
TTAACTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACA
GGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGT
TAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACGATCACCAGGTGTACATCATGGCAGAC
AAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAGGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATAC
TCCAATTGGCGATGGGCCCGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTTTACAACTTCTACTCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACC
ACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGATGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAATTTTGCTATGAAAATGAAGTTTGA

MEGFDGSDFSPPADLVGVDGAVMRNVVDVTINGDVTAPPKAAPRKSESVKKVHWNDVDQGPSEKPETRQEKSRITSEGEYIPLDQIDINVDG
RMEIPTTGVGRVQFRVFEYTGYLVVLMSTYPMIICWISRLKDIYDNEIKCANYYFLAFYILEALLKVAAMRKEFFSHTWLLFELGITLVGIL
DIILIETDSISYNFDLTETVVFMNVIRLLRILRILKLVTPKLLGDPMSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKF
ICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILG
HKLEYNYNDHQVYIMADKQKNGIKANFKIRHNIEDGGVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLFTTSTLSKDPNEKRDHMVLLEFVTADGIT
HGMDELYKFCYENEV*

Colores: N-terminal de Ci-VSP. Secuencia de exporte del Golgi. VSD. Intrén. pHluorina. Secuencia de exporte

de Reticulo endopldsmico.
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Figura suplementaria 1. Preparacion de pCS2+ SpsNHEysp-pHluorina y pCS2+ NtVSP-hsNHEysp-
pHIuorina. Confirmacion de la obtencién correcta de las construcciones pCS2+ SpsNHEysp-pHluorina
(A) y pCS2+ NtVSP-hsNHEysp-pHluorina (B) mediante PCR y patron de digestion respectivamente.
Los carriles A1-2 y A4-5 contienen los productos de PCR amplificados de plasmidos obtenidos de
diferentes colonias de E. coli. Se usaron los oligonucleétidos 13F y 22R. El tamafio esperado fue de
1512 pb. Los carriles B3-4 contienen el patron de digestién con las enzimas BamHI y Hindlll de
plasmidos obtenidos de diferentes colonias de E. coli. El tamafio esperado fue de 686 pb. El segundo
pldsmido se mandd a secuenciar y se usd en los experimentos posteriores. Los carriles A3 y Bl

contienen el marcador de peso molecular.
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Figura suplementaria 2. La proteina quimérica con el VSD del sNHE de humano, pCS2+ NtVSP-
hsNHEysp-pHluorina, no genera corrientes idnicas a diferencia del VSD de ratén. Registros
representativos de la corriente idnica de células HEK293 transfectadas con pCS2+ NtVSP-
VSDintrsnpHIluorina (ExpSeq) (A) o con pCS2+ NtVSP-hsNHEysp-pHluorina (B). En los dos casos se usé

un protocolo de pulsos cuadrados de -80 a 80 mV a partir de un potencial de mantenimiento de -80

mV. N=5 en los dos casos.

Tabla de informacion de los oligonucleétidos usados en la preparacién de la proteina

quimérica pCS2+ NtVSP-hsNHEvsp-pHluorina

No. de Objetivo Oligonucleétido sentido Oligonucledtido antisentido
PCR
19 Para la clonacién 18F: 18R: CTTCGGTCTTCTTAACAGTCTTAC

del VSD del sNHE ATGGCTGGAATATTTAAGGAGTTTTTTTTC
de humano en

pJET1.2

20 Parala 20F: 20R:

amplificacion del CCCAAGCTTACCATGGTGTTTACTGAGGAA | CACGGATCCCCCAGTAACTTTGGTGC
VSD del sNHE de
humano que
sustituyo el VSD
de Arclight-Q239
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21 Parala 13F (Ver materiales y métodos) 21R:
amplificacion del CCGCTCTTCACACGAAACTGGACGCGA
N-terminal de Ci-

VSP

22 Parala 13F 22R: TTAAAAAACCTCCCACACCTC
confirmacidn por
PCR de la
construccion

pCS2+ SpsNHEysp-

pHluorina

Preparacion de la proteina quimérica pCS2+ NtVSP-hsNHEvsp-pHIuorina

A partir de ADNc de humano (Human Testis QUICK-Clone cDNA Cat: 637209 de Clontech)
se amplificé por el PCR19 el VSD del sNHE con los oligonucledtidos 18F y 18R. El fragmento
amplificado se ligdé al vector pJET1.2 para obtener pJET1.2 hsNHEysp. El VSD se volvié a
amplificar por el PCR20 con los oligonucleétidos 20F y 20R para insertar los sitios de
restriccion Lgul y BamHI. Simultdneamente se amplificé por el PCR21 el N-terminal de Ci-
VSP con los oligonucleétidos 13F y 21R, con este Ultimo se insertod el sitio de restriccion para
Lgul. Los dos productos de PCR se purificaron y ligaron. El fragmento final se purificd y ligd

al vector pCS2+ para unirlo a pHluorina y asi obtener pCS2+ NtVSP-hsNHEvysp-pHluorina.

Secuencia de nucleétidos y de aminoacidos de pCS2+ NtVSP-hsNHE-pHluorina

ATGGAGGGATTCGACGGTTCAGATTTTAGTCCTCCAGCTGATTTAGTTGGCGTTGACGGTGCAGTCATGCGGAACGTCGTTGACGTCACGAT
AAATGGTGACGTCACTGCTCCGCCGAAAGCTGCGCCAAGAAAAAGTGAATCGGTAAAGAAAGTTCATTGGAATGATGTAGACCAAGGACCGA
GTGAAAAACCAGAGACAAGACAGGAGGAACGAATAGATATACCCGAGATTTCAGGTCTATGGTGGGGCGAGAATGAACATGGAGTGGACGAT
GGGAGAATGGAGATACCTACTACTGGTGTAGGTCGCGTCCAGTTTCGTGTTCATGTTGGATACCTTGTGATATTAATGAATATATTTCCCTT
TATAATCTCTTGGATATCCCAGTTAAATGTAATCTACCACAGCGAATTAAAACACACTAACTACTGTTTTCTTACACTTTATATTCTAGAGG
CACTACTTAAGATAGCAGCAATGAGGAAGGACTTTTTTTCACATGCCTGGAACATATTCGAGTTAGCAATTACATTAATTGGCATCTTACAT
GTAATACTTATTGAAATAGACACCATTAAGTATATTTTTAATGAGACTGAAGTAATAGTCTTTATAAAAGTTGTTCAATTTTTTCGTATACT
ACGCATTTTCAAGCTCATAGCACCAAAGTTACTGGGGGATCCCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTG
AATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATT
TGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTAACTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATAT
GAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACAC
GTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACAC
AAATTGGAATACAACTATAACGATCACCAGGTGTACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTAGACACAA
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CATTGAAGATGGAGGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGGCCCGTCCTTTTACCAGACAACCATTACC
TGTTTACAACTTCTACTCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGATGGGATTACACAT
GGCATGGATGAACTATACAAATGA

MEGFDGSDFSPPADLVGVDGAVMRNVVDVTINGDVTAPPKAAPRKSESVKKVHWNDVDQGPSEKPETRQEERIDIPEISGLWWGENEHGVDD
GRMEIPTTGVGRVQFRVHVGYLVILMNIFPFIISWISQLNVIYHSELKHTNYCFLTLYILEALLKIAAMRKDFFSHAWNIFELAITLIGILH
VILIEIDTIKYIFNETEVIVFIKVVQFFRILRIFKLIAPKLLGDPMSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFI
CTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGH
KLEYNYNDHQVYIMADKQKNGIKANFKIRHNIEDGGVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLFTTSTLSKDPNEKRDHMVLLEFVTADGITH
GMDELYK*

Colores: N-terminal de Ci-VSP. VSD. pHluorina.
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