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Anexos

ANEXO 1: Secuencia de primers para el genotipado de los Idds que determinan el

grado de fondo genético NOD.
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Secuencia de primers para su genotipado

TGT TGG AGC TGA ATA CACGC

GGT CCT TGT TTA TTC CCA GTA CC
AAA CCC AGT CTT AAA AAC AAA ACA
TTC ATT TTA TTT TCT TTG GAA AGG
AAG TAT GGG TCA GAT TGT GTG GG
GTG GGA GTG TGT GCA AAA GAC

GAT TIT AAT TCA TTA AAT AAG GGT TAG
GAA CAT ATGTGT AAGTAA AATGTAC
GAA TCT CAT CTC TCA AAT GTC TCC
AAGTGT TTC TTA TTT TGG AAA GTT CA
CCC ATA TAG TGA AGC AAG AAA CG
TTA TAG TGT ATG CAT CCA GGT GTG
CCA ATC CAT CTIT GGG CAG

ATT GGT TTT GCT GAA CCA GG

GAG GAA TCT TGA ATG GGC AA

CTG ACA ACACCCTCTGGCTT
CACTGA CCCTAG CACAGC AG
TCCTGG CTT CCA CAG GTA CT

TAA GTC AGC CCA AGG AAGTCA

AAG GCA CCT ATATITGTG CACA
CACTGA CCCTAG CAC AGC AG
TCCTGG CTT CCA CAG GTA CT
ATATCG ATT GGC TTC TAA ATG TCA
GCA GGT TGT CCT CTC ACCTC

AAT ATT TTC ATG TTT GGA GTC GTG
CACTGC AGT GTC AATTTCTACTIT
AGA GTT TGG TCT CTT CCC CTG

TAT CCA ACA CAT TTA TGT CTG CG
TCT GAA GAG TIT GTC CTC ATC

TGA ATA AAG GACTCC TGA GCT

CCA GGG GTGGTIGGTCTTAC

TGT CAG GTG CCC AGG TCT

GTCTTT TCC CIT GGG GAT TC

AAG GGA ATA ATA CCA GAG GGT ACC
ACT ATC ATATTG AGT GCATTA TAG G
AAT GTT ATA TTA GAG ACCTTIT AGA AG
TCA AGG CAT TTC TTG GTA TGG

TCT GTT TCT ACT TAA AAATGG TGG C
AGG TCA GCC TGG ACT ATA TGG

AGC ATC CAT GGG ATA ATG GT
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AGG CAATTA CAAGGCCIGG
CACCCATCT CCCTCAGTICAT
TGCTCC AAT ACA ACA AGG TCC
CCA GCCAAGGTGTGTTGA C
GACTAT CAT CCA AGCCAAGACC
AAA AGA CACTIT CCCTGA CAT AGC
CCA GCCTTT CTG GAG TGA AG

ACC ATG GCA GAA AGCAGTTT

Idd13 D2Mitl7

Idd14 D13Mit61

Idd15 D5Mit48

Idd15 D5Mit69

http:/ /www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/mouse/sts_info?database=mouserelease
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ANEXO 2: Calculos para la cuantificacién de la oxidacién y utilizacién de glucosa por los
islotes pancreaticos
Para la realizacion de los calculos se prepararon y se procesaron del mismo modo que las

muestras problema unos viales control que fueron los siguientes:

Control 5,5: solucién de incubacion sin islotes

Control 16,7: solucién de incubacion sin islotes

Maxox 5,5: 10 ul sol. 5,5 + 250 ul hidréxido de hiamina + 12 ml de liquido de centelleo
Maxox 16,7: 10 ul sol 16,7 + 250 pul hidréxido de hiamina + 12 ml de liquido de centelleo
Backgroundox (bg ox): 250 ul hidréxido de hiamina + 5 ml de liquido de centelleo
Sol.X: 25 pl UC glucosa + 1 ml CM

Sol.Y: 200 pl 3H>O (1pCi) + 810 ul CM

Maxut 5,5: 10 pl sol. 5,5 + 0,5 ml HCI + 5 ml liquido de centelleo

Maxut 16,7: 10 pl sol. 16,7 + 0,5 ml HCl + 5 ml liquido de centelleo

bgut: 0,5 ml HCl + 5 ml de liquido de centelleo

To: 40 pl sol. Y + 0,5 ml HCI + 5 ml liquido de centelleo

Tr: 40 pl sol. Y + 0,5 ml HCl + 20 ul venenos metabdlicos + 5 ml liquido de centelleo
Crossover: 10 pl sol. X + 250 pl hidréxido de hiamina + 5 ml liquido de centelleo
Canal 1 (cnl): SH

Canal 2 (cn2): 14C

ox.= oxidacion

ut.= utilizacién

OXIDACION 14C

MAX 5,50« (cnl) - bgu= MAX 5,5 (cnl)*
MAX 5,50« (cn2) - bgox= MAX 5,5 (cn2)*
MAX 16,7« (cn1) - bgu= MAX 16,7 (cn1)*
MAX 16,70« (cn2) = bgox= MAX 16,7 (cn2)*

Crossover

14C en el canal del 3H (#C en cnl):

14C en cnl = crossover (cnl)- bgu: / crossover(cn2)- bg ox
3H en el canal del #C (3H en cn2):
3H en cn2 = (To(cn2) - bgey) / (To(cnl) - bg ur)
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Max 5,5 realox (cn2)= [MAX 5,5 (cn2)* - (1#C en cnl) x MAX 5,5 (cn1)*] / [1 - (*C en cnl) x
(*H en cn2)]

F 5,50« (pmol/(cpms x islote)) = [(5,5 x 1000 pmol/ pl) / (Max 5,5 real (cn2)/pl sol. 5,5)]x
[1/n° islotes]

cpms reales muestraox = cpms muestraox - cpms control cn2 sin islotes

Oxidacién muestra (pmoles/(islote x 120 min)) = cpms reales muestra x F5,5

Se repiti6 el mismo proceso para la concentracion 16,7 mM de glucosa.

UTILIZACION 3H
MAX 5,54 (cnl) - bgu= MAX 5,5, (cn1)**
MAX 16,7, (cn1) - bgu= MAX 16,7, (cn1)**

El crossover es el mismo que el calculado en el apartado de la oxidacion.
Recovery (R)= (Tr - Bg)/ (To - Bg) x 100

F 5,5.¢ (pmol/ (cpms x islote)) = [(5,5 x 1000 pmol/ pl) / (MAX 5,54 (cn1)**
/pl sol. 5,5)] x [1/n° islotes] x (100/R)

cpms reales muestrau: = cpms muestray: - cpms control cnl sin islotes

Utilizacion muestra (pmoles/(islote x 120 min)) = cpms reales muestra x F 5,5

Se repiti6 el mismo proceso para la concentraciéon 16,7 mM de glucosa.

152



Anexos

ANEXO 3: Relacién de marcadores de superficie analizados durante la caracterizacién

fenotipica de los linfocitos de los ratones Cdk4R24C NOD.

CD3/CD4
CD3,/CD8
CD4,/CD8
CD3/CD4 /CD8
CD3 /CD25
CD4/CD25
CD3,/CD4,/ CD25
CD19/CD25
CD19/CD69
CD69/CD25
CD19/CD69/CD25
CD3/FAS
CD8/FAS

CD3/CD8/FAS
CD4/FAS
CD4/CD8/FAS
CD19/FAS
CD4/CD69
CD8/CD69
CD4/CD8/CD69
Iad/CDlIlc
CD4/CD62L
CD8/CD62L
CD4/CD8/CD62L
CD4/CTLA4
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