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ABREVIATURAS

AAT: Déficit de antitripsina alfa 1

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ATP: Adenosin trifosfato

Ca?*: Calcio, elemento quimico

cAMP: Adenosin 3,5- monofosfato ciclico

cGMP: Guanosin 3,5-monofosfato ciclico

CNBD: (cyclic nucleotide binding domain) Sitio de unién a nucleétidos ciclicos
CNG: (Cyclic nucleotide—gated) canales i6nicos dependientes de nucleétidos ciclicos
DIN: Diabetes insipida nefrégena

DH5a: Cepa de E.coli

DMEM: Medio completo suplementado con suero fetal bovino

ERG: Electrorretinograma

FQ: Fibrosis quistica

GDP: Guanosin difosfato

GFP: (Green fluorescent protein) Proteina verde fluorescente

GPCR: Receptor acoplado a proteinas G

GTP: Guanosin trifosfato

HEK-293: Siglas en inglés para células embrionarias de rifibn humano 293
hERG: (Human Ether-a-go-go-related Gene) canal de potasio humano

HF: Hipercolesterolemia familiar

K*: Potasio, elemento quimico

Kan: Kanamicina

LB: Luria-Bertani medio para crecimiento de bacterias

MCV: Cuerpo multivesicular



Na*: Sodio, elemento quimico

NaCl: Cloruro de Sodio

Nm: Nanometros

OCA: Albinismo oculocutéaneo

pAcGFP1-N2: Vector de expresion para células de mamifero fusionado a GFP

PFU: Polimerasa de ADN encontrada en la bacteria Pyrococcus furiosus

RE: Reticulo endoplasmico

RP: Retinitis pigmentosa

SFB: Suero fetal bovino

SNARE: (Soluble NSF Attachment Receptor) receptores de proteinas de fijacién soluble de NSF
S.0.C: Caldo superéptimo con represion por catabolito

TRP: Receptores de potencial transitorio

UPR: (Unfolded protein response) Respuesta a proteinas desplegadas

V: Voltaje
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RESUMEN

Los canales i6nicos son proteinas de membrana que permiten un flujo bidireccional
regulado de iones dentro y fuera de la célula. Ademas, estas proteinas permiten activar
cascadas de sefializacion en respuesta a diferentes estimulos. En cuanto a los canales
ionicos dependientes de nucledtidos ciclicos (CNG), juegan un papel clave en la
cascada de fototransduccion de la vision en vertebrados, mutaciones en estos canales
han sido asociadas a trastornos de deterioro visual como la retinitis pigmentosa y la
acromatopsia. Ademas, estas mutaciones pueden inducir un trafico defectuoso de
proteinas, un plegamiento inadecuado y la retencién de estas en el reticulo
endoplasmatico. En el presente trabajo, estudiamos la localizacion del canal CNG
mutado como una primera aproximacion para entender los mecanismos subyacentes
a los defectos en el trafico intracelular de los canales de CNG. Para caracterizar aun
mas la localizacion celular de estas proteinas, en un vector de expresion para células
de mamifero se fusiond la secuencia del canal silvestre CNG a la proteina verde
fluorescente (GFP) y mediante mutagénesis sitio dirigida utilizando el kit Quikchange®
se permiti6 generar el canal mutante E228K-CNG para luego ser expresado en un
sistema heterdlogo consistente en células HEK-293. El andlisis de la localizacion
intracelular de las proteinas mutantes WT-CNG y E228K-CNG se realiz6 mediante
microscopia de fluorescencia y posteriormete, se realizé una comparacion entre ellas,
la cual permiti6 determinar que el canal mutado E228K-CNG se retiene
intracelularmente, mientras que el canal de tipo silvestre se expresa en la membrana
plasmatica. Indicando que los cambios sutiles en la secuencia de aminoacidos de

estas proteinas tienen un impacto sustancial en su localizacion celular.

Palabras clave: Canales ionicos, tréfico intracelular, mutagénesis
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ABSTRACT

lon channels are membrane proteins that allow a bidirectional regulated flow of ions
inside and outside the cell. Moreover, these proteins allow to activate signaling
cascades in response to different stimuli. With regard to cyclic nucleotide dependent
ion channels (CNG), they play a key role in the phototransduction cascade of vision in
vertebrates, and mutations in these channels have been associated to visual
impairment disorders such as retinitis pigmentosa and achromatopsia. Furthermore,
these mutations can induce defective protein trafficking, inadequate protein folding and
protein retention in the endoplasmic reticulum. In the present work, we studied the
localization of a mutated CNG ion channel as a first approach to understand the
mechanisms underlying defects in intracellular trafficking of the CNG channels. To
further characterize the cellular localization of these proteins, an expression vector for
mammalian cells containing the CNG wild type channel sequence was fused to the
green fluorescent protein (GFP) and by site-directed mutagenesis using the
Quikchange® kit, allowed to generate an E228K-CNG ion channel mutant to
subsequently expressed in a heterologous system consisting on HEK-293 cells.
Analysis of the intracellular localization of the WT-CNG and E228K-CNG mutant
proteins by fluorescence microscopy and further comparison between them, allowed to
determine that the E228K-CNG mutated channel is retained intracellularly, whereas the
wild type channel is expressed in the plasma membrane. Indicating that subtle changes
in the amino acid sequence of these proteins have a substancial impact in their cellular

localization.

Key words: lon channels, intracellular trafficking, mutagenesis



.  INTRODUCCION

Los canales idnicos son proteinas que se encuentran en la membrana de las células y
son el medio de comunicacion con su entorno. Estructuralmente tienen un poro que de
manera regulada se abre o se cierra simulando una compuerta que permite el paso de
iones. Los iones son particulas con cargas positivas 0 negativas, que inducen el
potencial eléctrico responsable de la comunicacion intercelular. Siendo fundamentales
en procesos como la contraccion muscular, la transmision del estimulo nervioso y otros
procesos fisiolégicos. Para el correcto funcionamiento de los cinco sentidos, es
necesario el flujo de iones. Por lo tanto, cuando los canales ionicos fallan se producen
alteraciones leves o graves del funcionamiento normal de un organismo, conocidas

como canalopatias.

La acromatopsia puede ser clasificada como una canalopatia, dado que a fecha se
han evidenciado diversas mutaciones en los genes que codifican a canales i6nicos
dependientes de nucledtidos ciclicos (canales CNG), en pacientes con deficiencias en
la apreciacion de colores. Los canales CNG son activados directamente por la union
de nucledtidos ciclicos como guanosin monofosfato ciclico (GMPc) o adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) y poseen un papel fundamental en la vision, ya que son
responsables de mediar la respuesta de las células fotorreceptoras que se encuentran
en la retina, al permitir el paso de iones con carga positiva como el calcio y el sodio,
iones capaces de interactuar con diversas proteinas importantes para la propagacion
del impulso nervioso.

Frecuentemente, las proteinas mutantes del canal CNG presentan defectos en el
plegamiento de la proteina, que afectan su estructura, induciendo retencion
intracelular. En algunas ocasiones las proteinas mutantes, no pueden llegar a la
membrana plasmatica donde regularmente cumplirian su funcién o llegan muy pocas
proteinas desfavoreciendo su funcién. Se ha demostrado que algunas de las proteinas
mutantes retenidas intracelularmente, pueden ser funcionales al recuperar su
localizacion; es por esto que diversos grupos de investigacion alrededor del mundo se
enfocan en la constante busqueda de moléculas o farmacos que favorezcan el

plegamiento correcto de las proteinas.



Actualmente, no existe farmaco para tratar la Acromatopsia. Por ser una enfermedad
hereditaria, lamentablemente tampoco se puede hacer mucho para evitarla. Sin
embargo, al haber evidenciado a las proteinas implicadas en este padecimiento, se

puede analizar su implicacion fisiolégica en el desarrollo de las anomalias visuales.

En este trabajo se evidencio mediante microscopia de fluorescencia el defecto de

trafico del canal CNG mutante E228K expresado en cultivos de células HEK-293.



.  ANTECEDENTES

La membrana plasmética constituye la estructura limitrofe de los componentes
integrales de la célula, ademas de ser la Unica estructura que relaciona a la célula con
su entorno. Las proteinas que residen y funcionan en la membrana plasmatica regulan
la entrada extracelular y la salida de moléculas bioactivas activando cascadas de
sefializacion en respuesta a diferentes estimulos, potenciando a la vez la interaccion

entre células.

La presencia y abundancia de proteinas en la célula esta regulada por el trafico
vesicular incluyendo los procesos de exocitosis y endocitosis. El citoesqueleto es
esencial para los mecanismos de tréfico intracelular porque las vesiculas y los
endosomas se mueven a través de los filamentos de actina y los microtabulos. Los
mecanismos para la seleccion y ubicacion de proteinas en membrana plasmatica son
muy estrictos (Sabatini y cols., 1982; Blobel, 2000) por ejemplo, las moléculas que
seran transportadas a la membrana plasmatica son etiquetadas por otras proteinas o
tienen un determinado patrén de aminoacidos que sirve de sefalizacion (péptido sefal
~5-30 aa). La cantidad de proteinas de superficie celular es menor comparada a la
poblacion de proteinas totales, reflejando el constante recambio de las proteinas de
membrana plasmatica regulado por los mecanismos de endocitosis esenciales para el

reciclaje de proteinas (Peer, 2011).

2.1 Biosintesis de proteinas

Cuando el acido ribonucleico mensajero (ARNm) llega al citosol, éste se asocia con
los ribosomas para iniciar la traduccién. Una vez que la sefial para ser proteina
transmembranal es detectada, por el complejo ARN/ribosoma/complejo-peptidico, el
producto es reconocido por la maquinaria de translocacion localizada en el lumen del
reticulo endoplasmico (RE) (Deutsh, 2002). Tan pronto como las proteinas de
membrana son traslocadas fuera del RE, estas son embebidas en vesiculas lipidicas

donde el plegamiento de la proteina naciente es asistido por proteinas chaperonas.



Algunas proteinas chaperonas permanecen unidas a la proteina hasta que ésta
alcanza el plegamiento correcto, otras se van perdiendo o asociando durante el

proceso de maduracion (Curran y cols., 2015).

En general, el trafico a través de RE esté altamente regulado, las proteinas contienen
motivos que promueven la exportacion y motivos que indican el mal plegamiento
(Tzivoni y cols., 1988). Se ha propuesto que, las proteinas plegadas incorrectamente,
podrian formar interacciones con otras proteinas en el RE y quedarse retenidas o la
exposicion de ciertos motivos podria favorecer su ubiquitinacion y posterior

degradacion en el proteosoma (Vembar y cols., 2008).

Una vez que las proteinas nacientes son plegadas correctamente en las vesiculas de
transporte, las chaperonas se disocian y el canal puede continuar su camino hacia el
aparato de Golgi donde pasan por diferentes procesamientos postraduccionales como
la glicosilacion.

Las proteinas correctamente plegadas y procesadas en el aparato de Golgi podran
continuar hacia su destino final en membrana plasmética. La vida media en membrana
plasmatica de algunos canales i6nicos (como por ejemplo el canal hERG) es de ~10
hr cuando se expresa en sistemas heterdlogos (Ficker y cols., 2003; Kagan y cols.,
2000; Li y cols., 1992). La degradacién de esta proteina es ubiquitina-dependiente
(Chapman y cols., 2005), pero la exposicion de células a concentraciones bajas de
potasio promueve la degradacién por endocitosis mediada por la unién a calveolina,
una proteina que induce invaginaciones en la membrana plasmatica (Guo y cols.,
2009).

Estudios de tréafico de proteinas, llevados a cabo en levaduras y células de mamifero,
revelaron el mecanismo subyacente mediante el cual las proteinas de membrana
correctamente plegadas se ensamblan en vesiculas para favorecer la incorporacion
proteica a la superficie celular mediante la exocitosis regulada o la exocitosis
constitutiva (Curran y Mohler, 2015). La ruta de exocitosis constitutiva es utilizada
principalmente por las células para la incorporacién de proteinas y lipidos en la
membrana, garantizando la eliminacion de componentes que no sean utiles o que

estén dafiados. En contraste, la ruta secretora regulada se utiliza como mecanismo de

4



comunicacion por células especializadas como: células endocrinas, sensibles a
insulina, neuronas, células arcinares del pancreas, mastocitos y otros tipos celulares
(Curran y Mohler, 2015). La exocitosis regulada es producida en respuesta a estimulos
que provocan la movilizacion, el acoplamiento y la fusion de vesiculas que permanecen
cerca de la region de la membrana donde se fusionan y comparten sus componentes.
Ambos tipos de exocitosis usan una cascada de interacciones proteina-proteina para
asegurar la entrega eficiente de las vesiculas que viajan hacia la membrana (Figura
1).
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Figura 1. Tréfico de canales CNG a la membrana plasmatica. El transcrito primario atraviesa el
lumen de RE, la proteina es embebida en vesiculas de transporte con ayuda de proteinas chaperonas. Si
la proteina no esta correctamente plegada, podria ser degradada en el proteosoma. Las proteinas
correctamente plegadas continGan su transporte hacia el aparato de Golgi; donde ocurren modificaciones
postraduccionales, posteriormente, las vesiculas reguladoras (vesiculas sinapticas o secretoras) podrian
almacenar canales iénicos y/o favorecer su transporte hacia la membrana. Este trafico es mediado por el
complejo SNARE + Calcio. En la via constitutiva los canales alcanzan la membrana plasmatica por una
exocitosis constante directamente desde Trans-Golgi 0 a través de endosomas tempranos. Los niveles de
canales i6nicos en membrana pueden ser también regulados a través de la via clasica de endocitocis
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dependiente de clatrina. Las proteinas endocitadas pueden ser fusionadas a endosomas tardios y
lisosomas o ser recicladas a la superficie celular. Los canales idnicos destinados a la degradacién podrian
ser retenidos en el cuerpo multivesicular (MCV) para ser enviados al lisosoma o bien ser ubiquitinados
y degradados en el proteosoma. (Figura modificada de Curran y cols., 2015).

El reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi han desarrollado fuertes mecanismos
para regular la calidad de las proteinas. Multiples procesos aseguran que los
polipéptidos correctamente plegados sean entregados a la membrana plasmatica,
mientras que las proteinas plegadas de manera incorrecta se degradan. En general,
los mecanismos de control de calidad evitan que las proteinas disfuncionales lleguen
a su destino final, sin embargo, bajo condiciones extraordinarias estas proteinas

pueden acumularse en RE.

La acumulacion de proteinas incorrectamente plegadas en RE genera dos diferentes
fenotipos:

a) Pérdida de la funcién por deficiencia en la cantidad de proteina que alcanza la
membrana plasmatica.

b) Estrés en RE debido a la acumulacion de la proteina retenida.

2.2 Los defectos de trafico proteico estan asociados a patologias

Diversas patologias como fibrosis quistica (FQ), diabetes insipida nefrogena (DIN),
albinismo oculocutaneo (OCA), obesidad grave de inicio temprano, retinitis pigmentosa
(RP), hipoplasia de células de Leydig, hipercolesterolemia familiar (HF) y déficit de
antitripsina alfa 1 (AAT) entre otras enfermedades (Botelho y cols., 2015) estan
asociadas a un incorrecto plegamiento de proteinas que, en consecuencia, provoca
defectos en el trafico celular. En algunas de estas enfermedades la proteina
incorrectamente plegada es potencialmente funcional pero su funcion se ve impedida
ya que no puede alcanzar su destino en membrana plasmatica y es denominada

proteina mutante.

De manera particular, los canales ionicos dependientes de nucleotidos ciclicos o

canales CNG (Cyclic Nucleotide Gated channel) estan relacionados a retinopatias y



ademas representan un buen ejemplo de proteinas de membrana que inducen

retencién intracelular cuando la proteina estd mutada (Kaupp y Seifert, 2002).

2.3 Los canales CNG

Inicialmente los canales CNG fueron descubiertos en las células fotorreceptoras
llamadas conos y bastones en retina del ojo (Figura 2); estas células transmiten
sefales visuales desde el ojo hasta el cerebro a través de un proceso llamado
fototransduccion. Los bastones favorecen la vision en condiciones de poca luz,
mientras los conos proporcionan la visiébn en condiciones de luz brillante (Haynes y
Yau, 1985). Los bastones representan el 95% del total de las células fotorreceptoras y
son los responsables de detectar la intensidad de la luz mientras que los conos
representan el 5% restante y son los responsables de la definicion del color (Haynes y
Yau, 1985).

cé Retina
ornea o

Iris—{ Pupila

G Bastones
Cristalino

Figura 2. Anatomia del 0jo. La cornea y el cristalino son los dos elementos transparentes del ojo, se
encargan de dejar pasar la luz hacia la capa interna: La retina, que se encuentra en la parte posterior del
ojo. La retina es una estructura compleja formada por diversos tipos de células interconectadas, donde
las Unicas células que procesan la luz son las células fotorreceptoras, llamadas bastones y conos.

El papel funcional de los canales CNG en las cascadas de transduccion sensorial ha
sido descrito como un reflejo del efecto inducido por diversas mutaciones relacionadas
a numerosas patologias. Los canales CNG se abren en presencia de nucledétidos
ciclicos: cGMP (guanosin 3,5-monofosfato ciclico) o cAMP (adenosin 3,5-monofosfato

ciclico). La concentracion intracelular de nucleétidos ciclicos cambia en funcién de los
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estimulos visuales u olfativos. En la cascada de transmision de sefiales para la vision,
la absorcion de la luz por los fotorreceptores disminuye la concentracion de cGMP
conduciendo al cerrado del canal, debido a una hiperpolarizacion celular; sin embargo,
en la obscuridad los niveles de cGMP aumentan. La union de cGMP a los canales
CNG favorece su activacion o apertura, permitiendo el flujo de cationes (Na* y Ca?*)
hacia el interior de la célula induciendo la despolarizacién de la misma (Figura 3). En
el caso de la cascada de transmision de sefiales olfativas, las moléculas odorantes
producen un incremento de cAMP, permitiendo la apertura de los canales CNG,
conduciendo a la despolarizacion de las neuronas olfativas y generando

eventualmente un potencial de accion (Craven y Zagotta; 2006).

A. . Oscuridad

CNG

Otro segmento

Segmento Interno

Terminal
sinaptica

e—_—
o GMP  CGMP CNG

Figura 3. Via de fototransduccién en los bastones. A. Imagen representativa de un baston mostrando
sus partes y la localizacion de los canales CNG. B. En condiciones de oscuridad, la unién a cGMP induce
la apertura de los canales CNG permitiendo el paso de cationes hacia el interior de la célula. El
movimiento de iones esta también regulado por la actividad del intercambiador Na*/K*, Ca%". C. En
condiciones de luz, la disminucion de la concentracion citoplasmatica de cGMP libre inhibe la apertura
de los canales CNG disminuyendo la afluencia de cationes en el segmento exterior.

Los canales CNG pertenecen a la superfamilia de canales iénicos dependientes de
voltaje, donde se incluyen los canales de potasio (Kv), sodio (Nav), calcio (Cav) y los
canales receptores de potencial transitorio (TRP). Aunque la dependencia de voltaje

de los canales CNG no esta claramente definida (Paoletti, y cols., 1999).



Topolégicamente son tetrameros, cada subunidad esta formada por seis segmentos
transmembranales (S1- S6), S1-S4 integran la region del sensor de voltaje, siendo el
segmento S4 positivamente cargado. Los segmentos S5 y S6 forman un poro para la
entrada de iones. Las regiones amino (N) y Carboxilo (C) terminal son citosdlicas. El
sitio de unidn al ligando (CNBD) se localiza en el carboxilo terminal. En los mamiferos
la familia de canales CNG se compone de 6 miembros homologos que se clasifican
como subunidades alfa (CNGA1l, CNGA2, CNGA3, CNGA4) y subunidades beta
(CNGB1 y CNGB3; CNGB2 no existe). Las subunidades alfa y beta comparten la
misma topologia, aunque la subunidad beta es mas grande, cada subunidad
representa un sitio de union para los nucleétidos ciclicos (Figura 4). El sitio de unién a
nucleétidos ciclicos esta compuesto por cerca de 120 aminoacidos conservados en los
canales de retina y olfatorios.

A. B. ”
Ca ,Na
CNGA1 T ¥
4E cNGA3  |alolalF| s 2
CNGA2 +
L CNGA4 - +
—— CNGB1ahb M.
L—— CNGB3 N Q
CNBD=

Figura 4. Estructura del canal CNG. A. Arbol filogenético de la familia de canales i6nicos CNG
humanos, B. Topologia del canal CNG, mostrando en rojo la region del sensor de voltaje (S1-S4), en
gris los segmentos transmembranales formando el poro (S5-S6) y en verde el sitio de unién a nucle6tidos.

Los canales CNG fisiolégicamente son heterémeros integrados por subunidades alfa
y beta (Zheng y cols., 2002). Los canales CNG no son selectivos, permean Na*y una
variedad de cationes monovalentes, sin embargo, la permeabilidad a Ca?* es mayor.
La presencia de las subunidades beta favorece la permeacion de los iones Ca?*. La
composicion precisa de las subunidades formando un canal es lo que determina su
papel fisiolégico, la afinidad nucleotidica, la selectividad i6nica y su modulacion por
Ca?* (Noha y cols., 2011).



Diversos estudios han demostrado que la expresion homomeérica de canales CNG
integrados por la subunidad alfa (CNGAL), mantiene las propiedades biofisicas
funcionales nativas cuando se expresa en sistemas heter6logos como células HEK-
293 y ovocitos de la rana Xenopus laevis (Holmgren, 2003; Contreras y cols., 2006,
2008 y 2010; Lopez-Rodriguez y Holmgren, 2012).

Mas de 100 mutaciones relacionadas a los genes que codifican a la subunidad CNGA3
y 50 mutaciones para la subunidad CNGB3 han sido reportadas en personas con
acromatopsia; un raro trastorno autosémico recesivo caracterizado por la ausencia de
funcién coénica que causa una mala agudeza visual, fotofobia severa y perdida o
alteraciéon en la visibn del color, presenta una incidencia de 1 en 30,000
manifestandose poco después del nacimiento o a temprana edad (Zobor, 2017).

Los resultados fisiopatolégicos indican que existen dos tipos de acromatopsia,
completa e incompleta. Los pacientes que presentan acromatopsia completa tienen
una pérdida total de la funcion de los conos y su agudeza visual es menor a 0.1. En el
caso de los pacientes que presentan acromatopsia incompleta, hay una pérdida parcial
de la funcién de uno o varios conos lo que les proporciona un poco de agudeza visual

y aungue baja, poseen la capacidad de visualizar algunos colores (Ueno, 2017).

La acromatopsia pertenece a un conjunto de desérdenes de la retina de origen
hereditario denominados “distrofias de retina”. El 75% de las mutaciones que se
encuentran causando acromatopsia han sido atribuidas a los canales CNG (Zobor,
2017). La forma mas frecuente de distrofias de retina representando de 85 al 90% de
los casos es la retinitis pigmentosa afectando a 1 en 4,000 individuos, resultando mas
de 1 millén de personas afectadas mundialmente. Mas de 100 mutaciones del gen que
codifica la subunidad CNGA3 han sido asociadas a retinitis pigmentosa (RP)
constituyendo cerca del 1% de las mutaciones asociadas a esta enfermedad (Arno,
2017). RP causa una pérdida lenta de la vision, comenzando por una disminucion de
la vision nocturna aunada a la pérdida de la vision periférica (lateral). La enfermedad
puede degenerar en ceguera cuando el paciente alcanza una edad mediana (Schony
cols., 2013).
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Aln no se ha esclarecido por completo el mecanismo de disfuncion y muerte de las
células fotorreceptoras, como respuesta a mutaciones en los canales CNG. La mayoria
de las mutaciones reportadas en estos canales i6nicos provoca deleciones o
importantes cambios estructurales que en su mayoria inducen defectos en el trafico de

proteinas (Schon y cols., 2013).

Defectos en el plegamiento y ensamble de las proteinas representan la mayoria de los
defectos asociados al trafico intracelular. La retencion de proteinas en el RE
representa un factor importante en la patogénesis de mudltiples enfermedades
humanas (Duricka, 2012). Ademas, la acumulacion de proteinas en RE puede llegar a
causar estrés reticular y desencadenar la respuesta a proteinas no plegadas (UPR),
un mecanismo celular conservado evolutivamente que resulta ya sea en una mayor
capacidad del procesamiento de proteinas, o bien, en muerte celular. Mutaciones que
inducen un trafico defectuoso conducen a una pérdida de la funcion de los canales

CNG, favoreciendo la retencion intracelular (Schroder, 2004).

En el afio 2008 pacientes diagnosticados con acromatopsia, fueron colectados por el
laboratorio de genética molecular del instituto de investigacion oftalmica en Tuebingen,
evidenciando un grupo de mutaciones del canal CNG cuyos defectos fisioldgicos son
atribuidos a la retencién intracelular de las proteinas mutantes (Reuter y cols., 2008).
Para diagnosticar a los pacientes se hizo examinacion oftalmolégica incluyendo
Electrorretinograma (ERG), examen de fondo, agudeza visual, pruebas de campo
visual y andlisis de color estandar. Se incluyeron 100 controles y 21 pacientes con
diagnéstico de acromatopsia completa e incompleta y distrofia de conos. Se
encontraron 5 pacientes homocigotos y 16 heterocigotos para mutaciones en CNGA3.
En 18 de los pacientes se encontraron 3 variantes conocidas y en 3 pacientes, 3
variantes nuevas, una de las variantes encontradas es la sustiucién del glutamato por
lisina en el aminoacido 228 (E228K) (Reuter y cols., 2008).

La mutaciéon E228K induce el cambio de un aminoacido negativo (glutamato) por un
aminodcido positivo (lisina). Los pacientes portadores de esta variante presentan baja

agudeza visual y una funcion reducida de los conos es decir (acromatopsia
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incompleta). Topolégicamente E228K se sitla en el asa intracelular que conecta el S2
y S3 de la region del sensor de voltaje, afectando una posicidon evolutivamente

conservada en humanos, bovinos, pollos y murinos (Figura 5).
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Figura 5. Ubicacion topdlogica de E228K en el canal CNG. La mutacion E228K
correspondiente a la sustitucion de un &cido glutamico por una lisina se ubica en el asa
intracelular que une al S2 con S3 en la region del sensor de voltaje.

2.4 Estrategias terapéuticas para el rescate de proteinas con
defectos de trafico.

Diversos estudios coinciden en que las mutaciones en los genes que codifican para
canales i6nicos e inducen defectos en el trafico de proteinas hacia la membrana
plasmatica son la causa mas comun de las canalopatias (Patologias relacionadas a
desérdenes que alteran las propiedades biofisicas, tales como: gating o apertura y

cierre de los canales idnicos etc).

Es por esto que se han implementado posibles estrategias terapéuticas que tienen
como objetivo rescatar la conformacion de la proteina nativa o inducir la estabilizacion
del mal plegamiento de las proteinas. Para ello, se han empleado pequefias moléculas
denominadas chaperonas (Leandro, 2008). Algunas de las proteinas mutantes del
canal CNG han sido rescatadas utilizando métodos térmicos (Reuter y cols., 2008) o
quimicos (L6pez-Rodriguez y Holmgren, 2012; Duricka y cols., 2012) y su funcion ha

sido analizada mediante métodos electrofisiolégicos; sugiriendo que algunas de las
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proteinas mutantes retenidas intracelularmente son funcionales, aunque la sefal de
localizacion en membrana plasmatica podria estar afectada debido a un plegamiento

inadecuado o a alteraciones en el ensamble del canal.

Ademas, el reciente establecimiento de varios modelos animales para el estudio de
retinopatias, aunado al uso de vectores virus adeno-asociados para administracion de
genes en los fotorreceptores de la retina representa una esperanza para el desarrollo
de una terapia génica (Michalakis, 2017). Sin embargo, aln no existe una estrategia
que facilite el re-establecimento de la localizacién y funcién de las proteinas mutantes

del canal CNG asociadas a canalopatias.
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l1l. JUSTIFICACION

El trafico defectuoso de proteinas ha surgido como consecuencia de las mutaciones
genéticas, cambios sutiles en la secuencia de aminoacidos de estas proteinas genera
un impacto en su localizacion celular, como resultado de un incorrecto plegamiento o

deterioro molecular.

Determinar la localizacion intracelular de proteinas mutantes, como E228K del canal
CNG, favorece el entendimiento sobre el impacto estructural y funcional que inducen
las mutaciones sobre la fisiologia celular, facilitando a la vez el desarrollo de farmacos

gue modulen localizacion y la funcién de la proteina afectada.

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la localizacion intracelular de la mutante E228K del canal CNG, usando

como modelo de expresion las células HEK-293.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar la mutacion E228K en un vector de expresion para células de
mamifero que permite la expresién del canal CNG fusionado a la proteina verde
fluorescente (CNG-GFP).

2. Expresar el canal mutante CNG-GFP en células HEK-293 para determinar su

localizacion celular mediante microscopia de fluorescencia.

14



VI. METODOLOGIA

6.1 Estrategia general

Tipo: Estudio descriptivo

Lugar: Este trabajo se desarroll6 en la Facultad de Ciencias Quimicas de la UJED,

en colaboracion con el Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN), asi

como en el Instituto de Neurobiologia de la UNAM campus Juriquilla.

Periodo: agosto 2015 a junio 2017.

Metodologia
CNG | GFP
PACGFP1-N2
e
CNG | GFP p..,me CP”"""“""’"““
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Mutaciones Puntuales
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Figura 6. Estrategia para evaluar la localizacion de la mutante puntual E228K del canal CNG expresada en
un sistema heterdlogo. Inducir la mutante E228K en el vector pAcGFP1-N2 expresando la fusion CNG-
GFP mediante el estuche QuikChange. Posteriormente, transfectar la mutante generada en células HEK-
293. Analizar la localizacién de la proteina mediante microscopia de fluorescencia 24 a 48 h después de
la transfeccion y comparar la localizacion de la proteina mutante contra la localizacion de la proteina

silvestre.
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6.2 Obtencion de Mutante E228K

Usando como modelo de estudio el homélogo bovino CNGAL1 (bCNGA1, GeneBank
accession number NM_174278) por ser esta proteina ampliamente estudiada en
nuestro laboratorio. Se comenzé por disefiar los primers utilizando The QuickChange®
primer design tomando en cuenta los siguientes parametros: fuerza de apareamiento

(AG), temperatura media de fusion y formacion de estructuras secundarias (Tabla 1).

Tabla 1. Relacion de primers disefiados para realizar la mutagénesis sitio dirigida

ID Secuencia Tm | GC% Descripcion
CNGO03 | CTATGAGTTTACGCTTTTCCTTCACCAG | 74.0 | 42.1 | Antisentido E228K, equivalente a
TAGTCCTTGT E231K en hCNGA1 (NM_174278)
CNGO04 | ACAAGGACTACTGGTGAAGGAAAAGCG | 74.0 | 42.1 | Sentido E228K_ equivalente a
TAAACTCATAG E231K en hCNGAL (NM_174278)

- Estos primers fueron disefiados sobre la secuencia codificante para el canal CNG. Los primers son
complementarios entre si y contienen en el medio de su secuencia (azul) el cambio de codén inducido. -

Posteriormente, se disefio la mutante puntual: E228K siguiendo las instrucciones del
estuche QuickChange® Lightning Site-Directed Mutagenesis (Agilent technologies).
Utilizando como ADN blanco el vector para expresiéon en células de mamiferos:
PAcGFP1-N2, al cual previamente se le ha insertado la secuencia de bCNGAL en los
sitios Hind Il y Eco RI permitiendo la expresion de la fusion CNG-GFP (Figura 7).
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Figura 7. Caracteristicas del vector pAcGFP1-N2 con el canal CNG fusionado. EI marco abierto de lectura
del canal CNG fue clonado usando un primer 3’ en el cual el codén de paro fue removido permitiendo
gue la secuencia codificante del canal se mantenga favoreciendo la fusion con el marco abierto de lectura
de la proteina verde fluorescente. La linea so6lida color vino representa los aminoacidos codificados por
la fusion CNG-GFP mientras la linea verde sefiala la secuencia codificante de la proteina verde
fluorescente.

Se realizé una PCR utilizando el par de primers correspondiente a la mutante y se
amplificé el vector completo utilizando una enzima de alta fidelidad (PFU polimerasa)
incluida en el estuche Quickchange® (Anexo 1). Posteriormente, se realizé una
digestidon del producto de PCR con la enzima Dpn | metilasa durante 1h a 37°C. La
metilasa corta los sitios metilados provenientes del ADN blanco y deja Unicamente las
copias mutagénicas del producto de PCR. Se corrié un gel de agarosa 0.8% tefiido
con el marcador comercial SYBR® Safe DNA Gel Stain 30 min a 80v para corroborar

la presencia de la mutacion dentro de la secuencia original.
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6.2.1 Transformacién de producto de PCR en bacterias

Se transformé el producto de PCR digerido en bacterias, para ello se utilizaron DH5a
supercompetentes debido a que se observo que las bacterias provistas por el estuche
Quickchange® no mostraron los resultados esperados (lento o nulo crecimiento) y se

sigui6 el protocolo de choque térmico (Anexo 2).

6.2.2 Extraccion de ADNp QIAGEN® Plasmid mini

Partiendo de un cultivo de bacterias DH5a supercompetentes expresando el
plasmido pACGFP1-N2-CNG, se levant6 una colonia aislada y se inoculé en un tubo
con 3 mL de medio LB, se incubd durante 16-18h en agitacién 200 rpm a 37°C y se
siguio el protocolo proporcionado por la casa comercial (Anexo 3).

6.2.3 Evaluacion cuantitativa y cualitativa de ADNp

La evaluacién cuantitativa del ADN plasmidico se realiz6 por espectrofotometria a una
longitud de onda de 260/280 nm para ello se utilizdO un espectrofotdmetro
Nanodrop2000 de la marca Thermo-Scientific® utilizando 1 pyL de la muestra. La
evaluacion cualitativa se realizo por electroforesis, para lo cual se preparé un gel de
agarosa 0.8% teiido con el marcador comercial SYBR® Safe DNA Gel Stain, a 80v
durante 35 min. Finalmente se observé utilizando un fotodocumentador ChemiDoc™

MP de la marca Biorad®.

6.2.4 Secuenciacioén

La mutacion inducida fue corroborada por secuenciacion de sanger, la muestra fue
enviada a la unidad de secuenciacion del Instituto Nacional de Medicina Gendmica, el
resultado fue visualizado utilizando el software Snapgene de Biotech®.

18



6.3 Cultivo Celular y Transfeccion

Las células HEK-293 fueron mantenidas en DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium; Gibco) suplementado con 10% FBS (fetal bovine suerum; Gemini
Bioproducts), penicilina (100 unidades/mL) y estreptomicina (100 mg/mL, Gibco)
incubando 37°C con atmosfera de CO2al 5%. La transfeccion se realizé en placas P35
preparadas agregando previamente 1 mL de Poly-L lisina. Posteriormente se cultivaron
aprox 150,000 ceélulas durante 16-18h, incubando en las condiciones de
mantenimiento, hasta obtener una confluencia de ~50%. Después se realizaron las
transfecciones utilizando una mezcla de lipofectamine™ 2000, medio OptiMEM
(Reduced Serum Medium, Invitrogen®) y ADN a distintas concentraciones (Anexo 4).
Finalmente se evaludé la eficiencia de transfeccion utilizando microscopia de

fluorescencia.

6.4 Microscopia de Fluorescencia

La eficiencia de las transfecciones fue analizada utilizando el microscopio de
fluorescencia Olympus BX61 analizando la expresiéon de la fusibn CNG-GFP al
exponer los cultivos celulares con un haz de luz a 475 nm emision 505 nm de exitacion,
utilizando el objetivo de 40x. Realizando un analisis preliminar de la estabilidad del
cultivo celular y de la expresion de la proteina CNG-GFP 24h después de la
transfeccion. Particularmente la expresion de la proteina mutante requirié 48-72h de
incubacion después de la transfeccion Posteriormente, se comenzd con los ensayos
de co-localizacién. Para ello se utilizaron compuestos fluorescentes marcadores de
organelos especificos siguiendo el protocolo indicado por la casa comercial (Anexo 5),
los compuestos utilizados fueron: FM 464 para membrana plasmatica y ER-tracker
para reticulo endoplasmico. Posteriormente, las células fueron lavadas y observadas
directamente al microscopio de fluorescencia a longitudes de onda 475/505 nm y
515/640 nm para verde y rojo respectivamente comparandose la localizacion de la

mutante con respecto a la proteina silvestre CNG-GFP.
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VIl. RESULTADOS

La nula o reducida localizacién de canales CNG ubicados en la membrana plasmatica
debido a defectos en el tréfico intracelular, contribuyen al déficit funcional de proteinas

con mutaciones, tal es el caso de la mutante E228K.

Utilizando el vector de expresion para células de mamiferos pAcGFP1-N2 que contiene
en su secuencia el marco abierto de lectura del homologo bovino CNGA1 (bCNGAL,
GeneBank accession number NM_174278) y de la proteina verde fluorescente, se
indujo la mutacion E228K utilizando las instrucciones del estuche QuickChange®
Lightning Site-Directed Mutagenesis (Agilent technologies). Se comprob6 la presencia
de esta mutacion mediante secuenciacion de Sanger. La Figura 8 muestra el
electroferograma correspondiente al cambio nucleotidico G>A en la posicién 231 del
marco abierto de lectura del canal bCNGAL1 correspondiente a la posicion 228 del

hCNGAL, que induce el cambio aminoacidico de un &cido glutamico por una lisina.

A. acaggttacctagaacaaggactactggtgaaggaagagcgtaaactcatagacaagtataaatca
1 soa.a

P e | PR [N [P [ | P TP | PP I S

PITTT B - PR P o
| 220 1 L 1 | 225 | 1 1 1 230 1 1 1 1 235 L || 1 1 240
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Q 6 L L v k EJfJRrR K L 1

750 760 770 780 790 8

B.

Figura 8. Resultados de secuenciacion de Sanger para E228K. A. La imagen superior, nos permite observar
la secuencia nucleotidica y aminoacidica del canal CNG-GFP, el cuadro azul sobre la secuencia
nucleotidica resalta el codén gag en la posicion 231 que codifica para Acido glutdmico y el cuadro rojo
en la parte inferior nos indica el cambio inducido para la mutacién a Lisina. B. La imagen inferior,
muestra el electroferograma donde se comprueba la presencia de la mutacion a lisina (cuadro morado).
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7.1 Evaluacion de la eficiencia de transfeccion

Una vez inducida la mutacién se procedio a realizar los ensayos de la expresion de las
proteinas silvestre (CNG-GFP) y mutante (CNG_E228K-GFP) en celulas HEK-293.

Para determinar la expresion proteica, 24 h posteriores a la transfeccion se procedio a
observar las células en campo claro, luego se incidié un haz de luz de 475/505 nm.
Como control positivo se utilizaron células transfectadas con 1 ug del vector pAcGFP1-
N2. La figura 9 muestra los resultados de la evaluacion de la transfeccion. Se puede
observar fluorescencia a lo largo de todo el citoplasma de la célula y una eficiencia de

transfeccion de aproximadamente 80%. (Figura 9).

475-505nm

A B

Figura 9. Eficiencia de transfeccion de pAcGFP1-N2. A. Células HEK-293 transfectadas con 1 pg de
pAcGFP1-N2, observadas en campo claro. B. Células transfectadas expresando la proteina verde
fluorescente.

Posteriormente, se realizé la transfeccion del canal CNG-GFP silvestre usando 1 ug
de ADNp, EI cultivo celular transfectado fue analizado a las 24 h. En la figura 10 se
aprecia la integridad celular y la expresion de canal CNG en la membrana plasmaética,
ademas se observan algunos cumulos en el citoplasma, que podrian corresponder a
los canales que aun se encuentran en su trafico hacia la membrana plasmatica. Se

puede observar una eficiencia de transfeccion mayor al 80%.
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475-505nm

A B
Figura 10. Integridad celular y expresion del canal CNG-GFP. A. Células HEK-293 transfectadas con 1 pg

de CNG-GFP, observadas en campo claro. B. Células transfectadas expresando el canal silvestre CNG-
GFP en la membrana plasmatica.

La eficiencia de transfeccion de la proteina mutante E228K al utilizar 1 ug de ADN no
fue exitosa, por lo que se utilizaron 1.5 uyg de ADNp. Al evaluar la expresion de la
proteina a las 24 h no se observo sefial de la proteina CNG-GFP, por lo que se decidi6
esperar hasta las 48 h posteriores a la transfeccion. En la figura 11 se observa la
expresion de puntos localizados indicando la expresion proteica en una regién que
segun la imagen de campo claro podria corresponder al citoplasma de la célula, no a
la membrana plasmatica. Se puede observar una minima eficiencia de transfeccion,

comparado a la mostrada por el canal silvestre y al control positivo.
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Figura 11. Eficiencia de transfeccion de la proteina mutante E228K. A. Células HEK-293 transfectadas con
1.5 png de la mutante E228K, observadas en campo claro B. Células transfectadas expresando la mutante
E228K en el interior de la célula.

Una vez que se verifico la eficiencia de la transfeccion, se procedio a realizar los
ensayos de co-localizacion, utilizando un compuesto fluorescente que se expresa en
reticulo endoplasmico (ER-tracker), se anadi6 a las células 100 uL [1 mM] previamente
temperado y se llevaron a incubar durante 30 min a 37°C 5% CO2. Se observaron al

microscopio a una longitud de onda de 515/640 nm.

Posteriormente, se realiz6 el ensayo con el compuesto marcador de membrana
plasmatica, para ello se colocaron las células al microscopio, se eligié cuidadosamente
el campo de interés y se agregaron 60 uL [5 pg/mL] del compuesto, manteniendo la
placa en la platina del microscopio, se dejé actuar durante 1 minuto y se tomé
inmediatamente la foto, debido a que se observé que transcurridos 3 minutos el

compuesto se encontraba difundido completamente a través de la célula.

La Figura 12 muestra los resultados de los ensayos de co-localizacion. En el caso del
Control positivo, se observan las células transfectadas con GFP disperso a lo largo del
citoplasma de la célula, el marcador de membrana se visualiza claramente en la
marcando la periferia de la célula y en el caso de reticulo endoplasmico, se visualiza

marcado con cumulos de puntos.
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El canal silvestre CNG-GFP se detectd de manera clara en la membrana plasmatica,
con una eficiencia de transfeccion >80%, de manera similar a la imagen donde se

detect6 la membrana plasmatica usando el fluoroéforo FM 646 (Figura 12).

En el caso de la mutante E228K se detectd una baja expresion proteica después de la
transfeccion, aunque se examiné la expresion durante mas de 48 horas. Al analizar la
localizacion celular de la proteina mutante, su retencion intracelular se hizo evidente
al comparar su localizacion con la proteina silvestre y con el fluoroforo de reticulo
endoplasmico. Aunque la imagen no resulta del todo clara se puede presumir que la

mutante efectivamente se queda retenida en reticulo endoplasmico.

24



475-505nm 515-640nm

a3

pAcGFP1-N2

b3

CNG-GFP

E228K R SNTET

Membrana plasmatica Reticulo endopldsmico
FM-464 ER-tracker

Figura 12. Ensayos de Co-localizacién de Control positivo pACGFP1-N2, canal silvestre CNG-GFP y mutante E228K. A. Células HEK-293 transfectadas con pAcGFP1-N2,
observadas en campo claro al- Células transfectadas expresando la proteina verde fluorescente a2- células transfectadas, marcadas con FM-464 en la membrana
plasmética a3- células transfectadas, marcadas con ER-tracker en reticulo endoplasmico. B. Células HEK-293 transfectadas con el canal silvestre CNG-GFP, observadas
en campo claro b1- Células transfectadas expresando la proteina verde fluorescente en la membrana plasmatica de la célula b2- células transfectadas, marcadas
con FM-464 en la membrana plasmatica a3- células transfectadas, marcadas con ER-tracker en reticulo endoplasmico. C. Células HEK-293 transfectadas con la mutante
E228K, observadas en campo claro c1- Células transfectadas expresando la proteina verde fluorescente en el interior de la célula b2- células transfectadas, marcadas
con FM-464 en la membrana plasmética a3- células transfectadas , marcadas con ER-tracker en reticulo endopléasmico.
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VIII. DISCUSION

Los canales CNG fueron descubiertos en 1985 por Fresenko y colaboradores en la
membrana plasmatica del otro segmento de las células fotorreceptoras presentes en

la retina del ojo (Fresenko y cols., 1985).

En el presente trabajo se estudid la localizacion intracelular de la mutante E228K
evidenciada en el afio 2008 por Reuter y cols. nuestros resultados sustentan la
hipétesis que ellos plantearon pues en los ensayos de co-localizacion realizados,
encontramos ausente la proteina en membrana plasmatica (Reuter y cols., 2008). Se
observa un cambio en la morfologia de la célula al realizar la transfeccion de la mutante
E228K, con respecto al canal silvestre, lo que podria ser un indicativo de estrés en
reticulo endoplasmico debido a la perturbacion generada en él por la acumulacién de

proteinas mal plegadas como consecuencia de la mutacién E228K.

La estructura cristalizada de un canal CNG de Caenorhabditis elegans en estado
abierto proporcion6 un nuevo marco para comprender los mecanismos de permeacion
de iones, apertura y cierre de canales (Li y cols. 2017): de manera que se utilizé esta
estructura para ubicar topolégicamente la mutante E228K mediante el software UCSF
Chimera 1.11.2 disponible de manera gratuita en

https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html. La mutaciéon estudiada se localiza en

el segmento intracelular que conecta el S2 con el S3, en la region correspondiente al
sensor de voltaje del canal CNG, el cambio del &cido glutamico, un aminoacido con
carga negativa por la lisina, un aminoacido con carga positiva. La lisina posee una
cadena lateral protonable que favorece la formacion de puentes de hidrégeno, debido
a esto podria formar interacciones con otras proteinas dentro de los distintos
compartimientos celulares, explicando asi la retencién intracelular de la proteina, la
probable interaccion de la mutante E228K con otras proteinas se analiz6 mediante la
formacion de puentes de Hidrogeno mediante la herramienta FindHbonds de Chimera
1.11.2 (Anexo 6) sin embargo, no se aprecia la formacion de puentes de hidrégeno, ni
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en la forma de canal silvestre con acido glutamico en la posicion 228 ni con la mutacion

a lisina en la misma posicion.

Los compuestos fluorescentes que penetran en la célula y son altamente selectivos
para organelos, son una estrategia ampliamente utilizada para ensayos de trafico
intracelular y co-localizacion, la principal ventaja de utilizar esta técnica es que las
células permanecen intactas. FM-464 ha sido utilizado ampliamente para estudiar el
trafico vesicular (Vida y Emr, 1995; Hoffmann y Mendgen, 1998; Fischer-Parton y cols.,
2000; Read y Hickey, 2001; Atkinson y cols., 2002; Hickey y cols., 2002), en el caso

de ER-tracker ha sido utilizado principalmente en el estudio de canales de Potasio

sensibles a ATP (Hambrock Ay cols., 2002). En el afio 2007 Tamkun y cols. sugirieron
que la localizacién de canales i6nicos puede ser dependiente del citoesqueleto, debido
a que se encuentra involucrado en procesos como la endocitosis y exocitosis, en el
futuro evaluar la estabilidad del citoesqueleto mediante marcadores fluorescentes
permitiria observar las interacciones de las proteinas mutantes con esta estructura
entramada y definir cdmo el proceso de migracién se ve afectado (Tamkun y cols.,
2007).

Los resultados en el presente trabajo permiten afirmar que E228K atribuye su efecto
patogénico a su incorrecta localizacién, quedando retenida en intracelularmente,
pudiendo disminuir la densidad de canales que se encuentran expresandose en la
membrana plasmatica perjudicando asi su funcion, pero no suprimiéndola por
completo, esto a su vez explicaria porque los portadores de esta mutante presentan

cuadros de acromatopsia incompleta.

27


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.0022-2720.2004.01348.x/full#b5
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.0022-2720.2004.01348.x/full#b6
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.0022-2720.2004.01348.x/full#b7
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.0022-2720.2004.01348.x/full#b7
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.0022-2720.2004.01348.x/full#b8
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.0022-2720.2004.01348.x/full#b9
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.0022-2720.2004.01348.x/full#b10

IX. CONCLUSION

Los ensayos de localizacion realizados para la mutante E228K permiten confirmar que
un cambio en la secuencia nucleotidica de estos canales, afecta a su localizacion y en
consecuencia a su funcién. Los resultados de este proyecto sientan las bases para el
estudio futuro de diversas mutantes de estos canales que, por su incorrecta
localizacion, afectan su funcion, favoreciendo el desarrollo de patologias de la vision

como la acromatopsia.
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XI.  ANEXOS

ANEXO 1. Mutagénesis de E228K (Quikchange mutagénesis site-
directed)

MEZCLA PARA PCR

2.5ul buffer de reaccién

1.5ul ADN (CNG-GFP [80ng/ul])
1.25ul primer 5’ (cng03)

1.25ul primer 3’ (cng04)

0.5ul PFU polimerasa

0.5ul ANTP’s
1.5ul Quiksolution
16ul H20 miliQ
CONDICIONES DE PCR
1 ciclo 94°C 2min
1 ciclo 94°C 30seg
1 ciclo 72°C 45seg 18 ciclos
1 ciclo 72°C 15min
1 ciclo 72°C 15min

4°C (00)
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ANEXO 2. Protocolo de transformacién de bacterias por choque
térmico

1.- Colocar 10 uL [~300 ng] del producto de PCR en 50 uL de células, mezclar
suavemente por inversion (NO pipetear).

2.- Incubar en hielo por 20 min.
3.- Dar un choque térmico a 42°C por 35 seg.
4.- Dejar recuperar en hielo por 3 min.

5.- Afiadir 700 pL de S.O.C. medium invitrogen® e incubar en agitacion a 37°C 250
rom 2h

6.-Plaquear 350 pL en cajas petri de LB + Kan e incubar a 37°C toda la noche.

ANEXO 3. Extraccion de ADN plasmidico E228K QIAGEN PLASMID
MINI

1.- Centrifugar por 15 minutos a 4,000 rpm el preindculo de células DH5a expresando
el plasmido pACGFP1-N2-CNG y desechar el sobrenadante.

2.- Resuspender el precipitado con 300 pL de buffer P1 (Tris-CI50 mM, pH 8.0, EDTA
10 mM, RNase A 100 mg/mL)

3.- Agregar 300 pL del buffer P2 (10 mM NaOH, 200 mM, SDS1%)y mezclar
gentilmente por inversion, incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.

4.- Afadir 300 uL de buffer P3 (3.0 M acetato de potasio, pH 5.5) y mezclar por
inversion. Incubar 5 minutos en hielo y centrifugar por 30 minutos a 14,000 rpm a 4°C.

5.- Equilibrar las columnas utilizando 1 mL de buffer QBT y dejar filtrar por gravedad.

6.- Afadir el sobrenadante de la centrifugacion y permitir que fluya a través de la
columna por gravedad.

7.- Lavar dos veces con 1 mL de buffer QC (NaCl1.0 M; MOPS 5 0 mM, pH 7.0;
isopropanol 15%).

8.- Desechar tubo colector y colocar la columna en un tubo nuevo.
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9.- Diluir el ADN con 800 pL de buffer QF (833 ml de NaCl 3M. 100 ml Tris 1M, pH 8.5;
300 ml de etanol. Agua miliQ hasta 2 litros).

10.- Afadir 0.7 volumenes de isopropanol al ADN recuperado y centrifugar por 30
minutos a 13,000 rpm, decantar el sobrenadante y agregar 1 mL de etanol al 70%

11.- Centrifugar a 13,000 rpm por 10 minutos.

12.-Desechar el sobrenadante y secar la pastilla de ADN, para enseguida re-
suspender el ADN en 50 pL de agua miliQ.
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ANEXO 4. Transfeccion a células HEK-293

Para el control negativo se utilizaron células sin transfectar, para el control positivo el
vector sin el inserto [1 ug], el canal silvestre [1 ug] de DNA y para la mutante E228K
[1.5 ug] de DNA.

1- Retirar medio y afiadir ImL de PBS 1x, evitando que las células se
despeguen, retirar PBS.

2- Afadir ImL de Tripsina e incubar a 37°C 5% COz2 * 5min

3- Tomar las células tripsinizadas y colocarlas en eppendorf 1.5 mL
homogeneizar y colocar 30uL aprox. En camara Neubauer y contar.

4- Centrifugar a 1,300 rpm * 5 min, eliminar sobrenadante y agregar 1 mL de
medio suplementado con SFB 10% y estreptomicina/penicilina 5%.

5- Homogeneizar y de acuerdo al conteo en la camara colocar 4-5X10° células
aprox. En placas de 35mm. Incubar 16-18h a 37°C 5% CO2

Mezclar:

-200 pL de Optimem

-1 ug de DNA

-12.5 L de Lipofectamine 2000
Dejar incubar 5-10min

1- Colocar la mezcla del lipofectante/DNA plasmidico, en la Placa Petri de35 mm,
que contiene las células adheridas e incubar a 37°C 5% CO:
2- Incubar 24-48 h

*Observar en el microscopio de fluorescencia transcurridas 24-48h.
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ANEXO 5. Co-localizacion con FM-464 y ER-tracker

FM-464

EX/Em
515/640nm

1.- Preparar solucion de trabajo 5 pg/mL en PBS 1x frio.

2.- Retirar medio de cultivo, colocar la solucién de trabajo y dejar actuar durante 1min
(de preferencia incubar en frio)

3.- Retirar la solucién y se reemplazar por PBS 1x a temperatura ambiente

4.- Visualizar en el microscopio de fluorescencia.

ER-Tracker

Ex/Em
587/615nm

1.- Remover el medio y lavar cuidadosamente con PBS 1x

2.- Agregar la solucién previamente atemperada (100 pL), se lleva a 500 pl utilizando
PBS 1x

3.- Incubar aproximadamente 15-30min a 37°C en condiciones de oscuridad.

4.- Reemplazar la solucion de tinciébn con medio completo fresco y visualizar las células
usando un microscopio de fluorescencia.
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ANEXO 6. Localizaciéon y formacién de puentes de Hidrogeno de
E228 en la estructura del Canal CNG

Vista axial interna del canal CNG. Se observa la estructura tetramérica del canal y a la
izquierda se muestra la localizacién del residuo E228 y a la derecha en la subunidad el cambio
al residuo K228.
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extracelular_ _

intracelular

Formacion de puentes de Hidrdgeno de E228K en el canal CNG. la mutacion E228K no
afecta la formacion de puentes de hidrégeno (representados con lineas azules conectando los
atomos en la estructura del canal). Sin embargo, esta mutacién localizada en la region
intracelular justo al limite interior de la membrana plasmatica podria ser importante para
establecer las interacciones con proteinas intracelulares o de citoesqueleto que definan su
migracion y localizacion celular.
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