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Resumen

El gen Catsperl codifica para una de las proteinas del canal CATSPER, el cual
permea de forma selectiva iones Ca?* y su expresion en espermatozoides, es
esencial para la hiperactivacion del flagelo y por lo tanto, para la fertilidad masculina.
Poco se sabe acerca de la regulacion transcripcional del gen Catsperl y de su
recientemente descubierto RNA largo no codificante Catsperlau. El analisis in silico
indica la presencia de varios sitios de unién a factores Sox tanto en direccion al gen
Catsperl como al nuevo gen Catsperlau, de los cuales se han reportado
previamente tres sitios que regulan la actividad de Catsperl. Silos genes Catsperl
y Catsperlau se expresan durante la espermatogénesis, posiblemente los factores
transcripcionales como S-sox5, Sox9 y Sox17, expresados diferencialmente durante

este proceso, regulen su expresion.

En este trabajo mediante ensayos de luciferasa dual, se determind la regulacién
transcripcional de los genes Catsperl y Catsperlau por los factores de transcripcion
S-sox5, Sox9 y Sox17 en las lineas celulares MSC1 y GC1-spg mediante ensayos
de luciferasa dual. Los resultados indicaron que el factor S-sox5 regula de forma
negativa la actividad transcripcional, disminuyéndola tanto para Catsperl como para
Catsperlau en células MSC1 y GC1-spg. También se encontrd que el factor Sox9
incrementa la actividad transcripcional tanto de Catsperl como de Catsperlau en
células MSC1. Sorprendentemente se encontr6 que en células GC1l-spg Sox9
aumentaba la actividad transcripcional unicamente de Catsperl. Por otro lado se
encontré que el factor Sox17 regula de forma selectiva e incrementa la actividad
transcripcional de Catsperl mientras que disminuye la actividad transcripcional de
Catsperlau, tanto en células MSC1 como en GC1-spg. Sin embargo, se desconoce
la ubicacion precisa de los sitios de cada factor y si actian sinérgicamente con otros

factores de transcripcion.
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ABSTRACT

The Catsperl gene codes for one of the CATSPER channel proteins, which
selectively permeates Ca?* ions and its expression in spermatozoa and is essential
for the hyperactivation of the flagellum and therefore, for male fertility. Little is known
about the transcriptional regulation of the Catsperl gene and its recently discovered
long non-coding RNA Catsperlau. In silico analysis suggests the presence of
several Sox binding sites both towards the Catsperl gene and the new Catsperlau
gene, which have previously been reported three sites that regulate the activity of
Catsperl. Therefore, if Catsperl and Catsperlau genes are expressed during
spermatogenesis, transcriptional factors such as S-sox5, Sox9 and Sox17, which

are differentially expressed during this process, may regulate their expression.

In this work, the transcriptional regulation of the Catsperl and Catsperlau genes
under the transcription factors S-sox5, Sox9 and Sox17 was determined in cell lines
MSC1 and GC1-spg by dual luciferase assays. Our results showed that the S-sox5
factor negatively regulates transcriptional activity, decreasing both Catsperl and
Catsperlau expression in MSC1 and GC1-spg cells. On the other hand, Sox9 factor
was found to increase transcriptional activity of both Catsperl and Catsperlau in
MSC1 cells. Transcriptional activity of Catsperl in GC1-spg cells was increased by
Sox9. On the other hand Sox17 selectively regulates and increases the
transcriptional activity of Catsperl while decreasing the transcriptional activity of
Catsperlau in both MSC1 and GC1-spg cells. Further research will be required to
locate the specific binding sites for each factor within the promoter/enhancer regions
of Catsperl and Catsperlau and establish their functional relationship with other

transcriptional factors.
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1. INTRODUCCION

La espermatogénesis es el proceso mediante el cual ocurre la formacion de
espermatozoides en mamiferos. Consta de tres etapas principales: proliferacién de
espermatogonias mediante divisiones mitéticas, meiosis y espermiogénesis en la

cual ocurre el proceso de diferenciacion a espermatidas (Kimmins, 2004) (Figural).

Cambios hormonales inducen la expresion de ciertos genes que dirigen el proceso
de diferenciacién celular en el testiculo para la produccion de los espermatozoides
maduros (Eddy, 2002).

Los espermatozoides maduros se dividen en dos regiones: la cabeza, conformada
por un ndcleo haploide compactado y un acrosoma, y el flagelo, constituido por una
pieza media, una principal y una final (Jiménez Génzalez et al., 2006).

(*) b
~ Fase mitética
Espermatogonia
[y
‘Ft'c'f s
- Fase meidtica
Transcripcion Espermatocito
-
Espermatida
redonda Espermiogénesis

[
—

Espermatida
elongada Espermatozoide

-

Figura 1. Etapas de la espermatogénesis. Durante el proceso de la

espermatogénesis las células madre dan lugar a la espermatogonia la cual pasa por

~3~
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varias divisiones mitoticas. Posteriormente las espermatogonias se diferencian a
espermatocitos que por divisiones meiodticas que dan lugar a cuatro células
haploides llamadas espermatidas, las cuales se convierten finalmente en

espermatozoides (Modificado de: Kimmins, 2004).

En 2001 se describi6é por primera vez el canal Catsper, un canal catidnico, que se
expresa de forma exclusiva en células germinales masculinas (espermatidas y
espermatozoides). Se localiza en la pieza principal del flagelo del espermatozoide y

es el principal regulador de la motilidad (Jiménez-Gbénzalez, 2006).

Existen 4 proteinas que forman el canal de Catsper, las cuales se han denominado
Catsperl, 2, 3 y 4 ademas de proteinas accesorias llamadas Catsper alfa, beta y
gamma. Los miembros de esta familia contienen seis segmentos transmembranales
y un dominio sensor de voltaje S4. En el caso especifico de Catsperl, presenta un
dominio rico en histidinas el cual le permite sensar el pH durante la capacitacién
para incrementar la actividad del canal, la entrada de calcio y la motilidad

espermatica (Lobley et al., 2003).

El gen Catsperl se localiza en el cromosoma 19 de ratdn, y es compartido por otras
especies. Por ejemplo, en rata se encuentra en el cromosoma 1921 y en humano
se localiza en el cromosoma 11g12.1. CATSPERL1 consta de 12 exones y tiene una
longitud de 8,413 kb tanto en humano como en ratén. El transcrito consta de 2.6 kb
y la proteina correspondiente de 686 a.a. El gen Catsperl murino tiene adyacentes

el pseudogen Gm7074 y el gen de Cst6 en la estructura cromosomal (Figura 2).

~4~
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A Pieza
intermedia

. . Pieza
Pieza final principal Ndcleo Acrosoma
l_l/
Cola . —— Cabeza
Catsperl
. Poro
Extracelular l
' h £a
»
Membrana 51 4185
Intracelular
Dominio COOH
NHz  rico en
Histidinas
Chromosome 19 - NC_000085.6
[ 5235331 o [ 5371511 p
Gal S t3 G774 Catsperd _p Bandl

Gend 206G Coti E1flad

Figura 2. Localizacion de Catsperl y organizacion gendémica. A) Catsperl se
ubica en la pieza principal del flagelo del espermatozoide. B) Dentro del cromosoma
19 del rat6n se ubica entre los genes Cst6 y el pseudogen Gm7074 (Modificado de
Jiménez-Gonzélez, 2006).

El canal catiénico Catsper es esencial para incrementar la concentracion de Ca?*
intracelular, lo cual conduce al proceso de hiperactivacion del espermatozoide
regulando el movimiento del axonema, el cual constituye la estructura interna radial
del flagelo de los espermatozoides y constituyen el elemento esencial para la
motilidad. (Zhang & Gopalakrishnan, 2005).

En términos moleculares, el canal Catsper es activado cuando los iones HCO?3

entran en el flagelo y activan la adenilato ciclasa, la cual incrementa la sintesis de

AMPc. El AMPc a su vez activa el intercambiador Na*/H* especifico de testiculo e
~G o~
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incrementa el pH intracelular. Este cambio de pH es sensado por el dominio de
histidinas de Catsperl lo cual hace que el canal Catsper permita la entrada de Ca?*.
El calcio entrante activa la Calmodulina (CaM) y la cinasa calmodulina (CaMK) lo
cual incrementa la glicélisis y la produccién de ATP induciendo la hiperactivaciéon
del flagelo (Navarro et al., 2008) (Figura 3).

H CatSper 1-4

Sperm Na heterotetramer channel

Membrane

Figura 3. Activacion y modulaciéon del canal Catsper. La motilidad del
espermatozoide asi como la hiperactivacion depende de diversos mecanismos

moleculares entre los cuales el canal de Catsper es el principal.

La hiperactivacion del espermatozoide ocurre durante el proceso denominado
capacitaciéon dentro del tracto reproductor femenino. En la hiperactivacion el
espermatozoide cambia su movimiento simétrico, rapido y de baja amplitud a un
movimiento asimétrico, lento y de larga amplitud. Este cambio es necesario para el
proceso de fertilizacion, ya que proporciona al espermatozoide la fuerza necesaria

para penetrar en la zona pelucida del ovocito (Zhang & Gopalakrishnan, 2005).

Con el fin de evaluar la participacion del gen Catsperl en la fertilidad de los

espermatozoides, se realizaron ensayos de fertilizacién in vitro. Para esto se

~6~
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incubaron ovocitos silvestres maduros con espermatozoides capacitados silvestres
(Catsperl**) o nulos (Catsperl”) durante 24 horas. Posteriormente, se observé que
los ovocitos fertilizados por los espermatozoides silvestres desarrollaron
blastomeros individuales. Sin embargo, los ovocitos incubados con
espermatozoides mutantes permanecieron sin fecundar. Para evaluar si los
espermatozoides nulos en Catsperl mantenian su capacidad de fusionarse con el
ovocito y activar la fertilizacién, se incubaron espermatozoides capacitados
(Catsperl**) o nulos (Catsperl”) con ovocitos cuya zona pellcida fue removida
enzimaticamente. Bajo estas condiciones, los espermatozoides de ambos ratones
fueron capaces de fertilizar los ovocitos, concluyendo que el gen Catsperl es
necesario para que los espermatozoides puedan atravesar la zona pellcida de los

ovocitos (Ren et al, 2001) (Figura 4).

Ovocito con
ZP intacta Ovocito sin ZP

Espermatozoide
Silvestre

+/+

Espermatozoide
mutante

Figura 4. Efecto de Catsperl en la fertilizacion in vitro. Se incubaron ovocitos
con y sin la zona pelicida (ZP) con espermatozoides que son Catsperl** o

Catsperl”’- (Modificado de: Ren et al., 2001).

~7~



“Regulacion de la actividad transcripcional del promotor bidireccional de Catsperl murino
por los factores de transcripcién Sox.”

Debido a la importancia que tiene Catsperl en la fertilidad masculina, se ha
estudiado la regulacion de la expresion génica del mismo. Se ha determinado que
los individuos que tienen una baja expresion de CATSPERL tienen un conteo bajo
de espermatozoides, ademas de una baja fertilidad (Avenarius et al., 2009). Sin
embargo, los mecanismos de regulacion de la expresion de este gen hasta hace

poco eran totalmente desconocidos.

2. ANTECEDENTES

Con la finalidad de analizar la actividad transcripcional de la region promotora de
Catsperl se realiz6 un analisis bioinforméatico de la regién promotora de Catsperl
se delimitaron dos regiones: una regién de 800 pb y otra regién de 1200 pb rio arriba
del sitio de inicio de la traduccion. Ambas regiones fueron analizadas por los
programas Mat-inspector y Mapper (Mata-Rocha et al., 2013) para la prediccion de
regiones promotoras y sitios de union a factores de transcripcion y se encontraron
sitios de union a factores Sox (5,9 y 17) y SRY, los cuales se tomaron para su

posterior analisis (Mata-Rocha et al., 2013).

Se realiz6 una amplificacion por PCR de la region promotora de 800 y 1200 pb a
partir de DNA de rifion murino. La region de 800 pb se clon6 en el vector de
transicion pCR-Il TOPO para su posterior subclonacion en el vector pGL3-Basic el
cual carece de promotor y contiene un gen reportero de luciferasa (Photinus pyralis)
para cuantificar la actividad transcripcional de la regién promotora. La region de 800
pb se cloné tanto en sentido como en antisentido, mediante el uso de enzimas de
restriccion especificas, (Kpnl-Xhol y Hindlll-Xhol respectivamente) para darle
direccionalidad. El producto de 1200 pb a su vez fue clonado en el vector pGEM-T
Easy el cual le proporcion6 dos sitios EcoRI y posteriormente se subcloné en el
vector pGL3-Basic que contenia la secuencia promotora de 800 pb flanqueada por

dos sitios EcoRl, la cual se elimind para poder subclonar en su lugar la secuencia

~8~



“Regulacion de la actividad transcripcional del promotor bidireccional de Catsperl murino
por los factores de transcripcién Sox.”

de 1200 pb tanto en sentido como en antisentido. La direccionalidad del promotor

de 1200 pb fue verificada mediante secuenciacion (Mata-Rocha et al, 2013).

2.1 Actividad transcripcional de la region promotora de

Catsperl

Las construcciones de 800 y 1200 pb con el gen de luciferasa fueron transfectadas
en las lineas celulares HEK-293 de células embrionarias de rifion humano y MSC1
de células de Sertoli de ratdn. En ambas lineas celulares se observé que cuando el
promotor se encontraba en sentido con respecto a Catsperl habia una actividad
transcripcional baja en comparacién con el vector pGL3-Basic sin promotor. Se
esperaba que cuando las regiones promotoras de 800 y 1200 pb se clonaran en
antisentido no hubiese actividad transcripcional; sin embargo, tuvieron una actividad
transcripcional 5 y 17 veces mayor respectivamente, que la secuencia en sentido.

(Jiménez-Badillo. Tesis de maestria 2012) (Figura 5).

~9~
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Figura 5. Actividad transcripcional del promotor de Catsperl murino. Células
HEK-293 (superior) o MSCL1 (inferior) se transfectaron con las construcciones que
contienen las regiones de 800 y 1200 pb del promotor de Catsperl rio arriba del gen
de luciferasa de Photinus. La actividad transcripcional del promotor se expresa en
namero de veces de la actividad de luciferasa. (Jiménez-Badillo. Tesis de maestria
2012).

Estos resultados demuestran que la regién promotora del gen Catsperl murino tiene
actividad transcripcional tanto en sentido como en antisentido. Al momento de
realizar una “primer extension” para determinar al sitio de inicio de la transcripcién

del gen Catsperl se encontré un sitio de inicio transcripcional y un transcrito no
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identificado en el RNA de testiculo de ratdn. Los experimentos anteriores sugieren

gue la region promotora del gen Catsperl es un promotor bidireccional.

2.2 Promotores bidireccionales

Los promotores son segmentos de DNA localizados normalmente rio arriba del sitio
de inicio de la transcripcion que regulan la transcripcion de genes. Existe un tipo
especial de promotores denominados promotores bidireccionales, los cuales
regulan la expresién de dos genes, tanto en sentido como en antisentido. Los
promotores bidireccionales se definen como una regidon reguladora que es
compartida por dos genes, los cuales se transcriben en sentidos opuestos. De
acuerdo a la definicion de un promotor bidireccional, la distancia intergénica de los
genes que regula la expresion en general no es mayor a 1000 pb. La distancia es
considerada a partir del sitio de inicio de la transcripcion (TSS) de un gen al TSS del
otro gen. Otra caracteristica de los promotores bidireccionales es que cuentan con
un contenido de GC del 66%, en cambio los promotores no bidireccionales tienen
un contenido de GC del 53% (Trinklein et al., 2004).

Algunos ejemplos de genes que tienen un promotor bidireccional son los genes
homologos de colageno humano COLa1 (1V)/ COLaZ2 (1V) (Burbelo, 1988), los genes
de pollo GPAT/AIRC, los cuales se encuentran involucrados en la sintesis de novo
de nucledtidos de purina (Zalkin and Gavalas, 1995) (Figura 6), y los genes de
casete de unién al ATP ABCG5 y ABCGS8. Estos son ejemplos de genes que se
encuentran correlacionados positivamente y funcionan en la misma ruta; sin
embargo, también existen algunos ejemplos donde hay una correlacion negativa
entre los genes bidireccionales, como por ejemplo, los genes TK/KF los cuales
codifican para una cinasa de timidina (TK) y una formamidasa de kinurenina (KF)
relacionadas con el metabolismo de &cidos nucleicos y aminoacidos

respectivamente (Schuettengruber, 2003).
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Figura 6. Promotor bidireccional de los genes GPAT/AIRC. Los genes
GPAT/AIRC de pollo codifican dos enzimas que participan en la via de sintesis de
novo de purinas. La distancia intergénica entre estos dos genes es de 230 pb y la
expresion de ambos es regulada de forma positiva por varios sitios de unién a
factores Spl (Zalkin and Gavalas, 1995).

Dado el antecedente de que el promotor del gen Catsperl murino pudiera ser
bidireccional, se comenzo a buscar un posible nuevo gen divergente a Catsperl ya
que no existe ninguno reportado en la base de datos del NCBI. Se encontré que el
nuevo gen denominado Catsper antisense upstream (Catsperlau) al igual que
Catsperl se expresa en testiculo, y el analisis por RACES’ determiné que este
nuevo gen contiene dos TSSs, uno a 244 y otro a 291 pb rio arriba del sitio de inicio
transcripcional del gen Catsperl, lo cual es congruente con los promotores

bidireccionales (Jiménez-Badillo, datos no publicados) (Figura 7).
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Figura 7. Promotor bidireccional de Catsperl. La region intergénica entre el TSS
de Catsperl murino y el TTS1 y TSS2 del nuevo gen es de 224 y 291 pb

respectivamente. (Jiménez-Badillo, datos no publicados).

Para estudiar la naturaleza del nuevo gen se utilizo la técnica de RT-PCR para
observar el perfil de expresion del nuevo gen utilizando cDNA de diferentes tejidos
(cerebro, corazon, pulmoén, higado, testiculo, timo, bazo, intestino delgado y

musculo esquelético) en ratones adultos.

Los resultados mostraron que se obtenia un amplificado de 496 pb Unicamente en
testiculo e higado de raton macho ya que sélo un “primer extension" de RNA de los

organos definiria si se expresan los dos transcritos (Figura 8).
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Figura 8. Expresion de Catsperlau en diversos tejidos. Se realizé un panel de
expresion con diferentes tejidos obtenidos de raton para amplificar por PCR un
producto de 496 pb correspondiente al transcrito del nuevo gen. La beta-actina se

muestra como un control de normalizacion (Jiménez-Badillo. Tesis de maestria

2012).

Se analizo si el transcrito codificaba para alguna proteina mediante un andlisis
bioinforméatico para ver si traduce para una proteina y se encontré que no contiene
un marco abierto de lectura extenso, solo pequefios. Se utilizO un sistema de
transcripcion-traduccion acoplado a partir de cDNA obtenido de Catsperlau y se
encontré que no traduce ninguna proteina. Por lo cual se analiz6 la estructura del
transcrito y se encontré que es un RNA altamente estructurado que no permite el

acceso a los ribosomas.

Los resultados anteriores demuestran que Catsperlau posiblemente sea un RNA

largo no codificante.
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2.3 RNA largos no codificantes (IncRNAS)

Los RNAs largos no codificantes (INcCRNAS) son un tipo especial de transcritos de
RNA mayores a 200 pb que no codifican para ninguna proteina debido a que no
tienen un marco abierto de lectura (ORF). La cantidad de IncRNAs que se han
identificado ha ido incrementado en los ultimos afios, y la diversidad de los mismos

es muy grande ya que se han identificado en muchos organismos complejos.

Los IncRNAs se encuentran involucrados en muchos procesos biolégicos
importantes como lo son la impronta gendémica, cambiar la forma del cromosoma,
como en el caso del RNA Xist, y regulacion alostérica de la actividad enziméatica
(Rinn et al., 2012; Ponting et al., 2009).

La sobrexpresion, deficiencia y mutaciones en la expresion de los IncRNAs se ha
asociado con numerosas enfermedades humanas como Alzheimer, Parkinson,
Huntigton y esclerosis lateral amiotrofica (Wu et al., 2013). Sin embargo, la funcién
de la mayoria de los IncRNAs es desconocidas y otros no tienen una funcién
aparente. Otro de los factores que no ha permitido conocer la funcién de los
INcRNAs es que no se pueden agrupar en familias ya que no existen secuencias
compartidas entre ellos, sin embargo se han podido agrupar con base en la regiéon
a partir de la cual se crea el IncRNA (Figura 9).
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Figura 9. Diagrama del origen de los IncCRNAs. Los IncRNAs se dividen en tres
grandes grupos: 1) los que se transcriben a partir del gen que codifica para una
proteina dentro de los cuales se encuentran los RNAs sentido o antisentido (1), los
RNAs bidireccionales (2), los RNAs intronicos (3) y los RNAs intergénicos (4) Il) los
que se transcriben a partir de regiones regulatorias de genes, en los cuales se
encuentran los RNAs asociados al extremo 3-UTR (5), los RNAs asociados a
promotores (6) y los RNAs tipo activadores (7) Ill) los IncRNAs transcritos de
regiones cromosomales especificas, en el que se encuentra los RNAs con repetidos
teloméricos (8) (Wu et al., 2013).

Dentro de esta gama de posibilidades existen promotores bidireccionales que
regulan la expresion de un gen que codifica para proteinas y al mismo tiempo la
expresion de RNAs no codificantes Illamados promotores bidireccionales
INcCRNA/mMRNA.

2.4 Promotores bidireccionales IncRNA/mMRNA

Especificamente aquellos promotores bidireccionales que contienen codifican un
INncRNA y un mRNA se han asociado a genes que regulan la transcripcion y el

desarrollo (Lepoivre et al., 2013). Estos IncRNAs pueden tener actividad en cis, con
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la cual regulan genes que se encuentran cercanos o adyacentes, como actividad en
trans, regulando otros cromosomas diferentes de donde se transcriben, como es el
caso del RNA Xist el cual es esencial para la inactivacion de uno de los cromosomas

X en las mujeres.

Se ha observado que la expresion tejido especifico de ciertos genes se encuentra
estrechamente relacionada con promotores, activadores y INcCRNAs. La existencia
de promotores bidireccionales INcRNA/mRNA es muy importante para la expresion
de este tipo de genes, como es el caso de una region denominada CNS1 la cual
funciona como un activador para iniciar la transcripcion del gen Tcaml, el cual es
una proteina de adhesion celular especifica de testiculo que se encuentra a 3.4 kb
de distancia de CNS1. Sin embargo, se ha observado que la region CNS1 también
funciona como un promotor bidireccional para el gen Smarcd2 el cual es un
regulador de la cromatina, y el IncRNA-Tcaml1 denominado asi porque se encuentra
en el mismo sentido que el gen Tcaml. El IncRNA-Tcaml solo se expresa en
testiculo y el gen Smarcd2 se expresa de forma ubicua (Kurihara et al., 2014) (Figura
10).
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Figura 10. Promotor bidireccional Smarcd2/IncRNA-Tcaml1. (a) La region

promotora CNS1 regula la expresion del gen Tcaml el cual se encuentra a 3.4 kb
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de distancia; también actia como promotor bidireccional y regula la expresion del
gen Smarcd2 y del IncRNA-Tcaml. (b) Perfil de expresion en diversos tejidos del
INncRNA-Tcaml y el gen Smarcd2 (Kurihara et al., 2014).

A pesar de que el IncRNA-Tcam1 se expresa Unicamente en testiculo, alin no existe
una funcion reportada. Se realizaron experimentos donde se sobreexpresd dicho
transcrito para ver si aumentaba la cantidad de mRNA para el gen Tcaml o el gen
Smarcd2 mediante una RT-PCR y se encontré que ninguno de los dos genes se
sobreexpresaba, por lo que se piensa que dicho IncRNA actua en trans regulando

la expresion de genes ubicados en otros loci.

La regulacién transcripcional del promotor bidireccional Smarcd2/IncRNA-Tcaml es
regulada por los factores de transcripcion Spl, y se ha observado que la expresion
de estos genes tiene una participacion muy importante durante la espermatogénesis
ya que regulan el acomodamiento de la cromatina durante este proceso (Kurihara
et al., 2014).

Por lo anterior seria interesante estudiar cual es el mecanismo de regulacién génica
a nivel transcripcional asi como los factores transcripcionales que regulan la

expresion del gen Catsperl y el IncRNA Catsperlau en testiculo de ratén.

2.4.1 La expresion de Catsperl murino es regulada

por factores de transcripcidn Sox

Nuestro grupo de trabajo encontrd que el promotor en sentido para Catsperl carece
de una caja TATAy contiene sitios de unién a factores transcripcionales Sox5, Sox9,
Sry y CREB. Se ha encontrado que su sitio de inicio de la transcripcion (TSS) se
encuentra 84 pb rio arriba con respecto al codon de inicio traduccional. A pesar de
que se han identificado tres sitios de unién a factores de transcripcién Sox en el
promotor de Catsperl, el gen Catsperl es transactivado y controlado principalmente
por un sitio de unién similar a Sox5 y Sox9 145 pb rio arriba del TSS, ya que se ha

observado que mutaciones puntuales en este sitio de unidon disminuyen fuertemente
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la expresion de Catsperl (Mata-Rocha, 2012) (Figura 11). Lo anterior indica los
factores de transcripcion Sox tienen un papel muy importante en la expresion del

gen Catsperl.
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Figura 11. Identificacion de los sitios de inicio de transcripciéon y sitios de
union a factores Sox. Se analizo la region promotora del gen Catsperl murino y
se observo que contenia un TSS rio arriba y tres TSSs rio abajo del sitio de inicio
de la traduccion, por lo cual el TSS1 fue el considerado para la expresion del gen
Catsperl. También se encontraron tres sitios de union a factores Sox (A, B, C)
siendo el sitio SoxA el que regulaba principalmente la expresion de Catsperl (Mata-
Rocha, 2012).

AlUn no se conoce la regulacion a nivel molecular de Catsperlau por lo que se
espera que esta misma familia de factores de transcripcidbn Sox participen en la

regulacion de la actividad transcripcional tanto de Catsperl como del IncCRNA



“Regulacion de la actividad transcripcional del promotor bidireccional de Catsperl murino
por los factores de transcripcién Sox.”

2.5 Familia de factores de transcripcion Sox (Sry-related

high-mobility-group box).

La familia Sox se encuentra conformada por proteinas que pertenecen a la categoria
de factores transcripcionales y son muy importantes durante el desarrollo
embrionario. Esta familia posee un dominio HMG (High Mobility Group box) el cual
les permite unirse al DNA en el surco menor. Actualmente existen 20 genes tanto
en humano como en raton con base en su secuencia proteica, y se agrupan en 8
grupos (A-H) (Tablal). Las proteinas que conforman esta familia comparten
homologia a lo largo de diferentes especies y se han conservado evolutivamente,
por lo que se sugiere que las funciones pueden ser similares en los individuos de

diferentes especies (Coriat et al., 1993).

Los factores de transcripcion Sox son considerados proteinas arquitectonicas ya
que interactian con otros cofactores para formar complejos nucleoproteicos para
regular de forma positiva o negativa la transcripcion de un gen. Los grupos A, B1,
C, E, F y H participan en la transactivacion, ya que poseen un dominio de
transactivacion (TA) que recluta proteinas coactivadoras para posteriormente
interactuar con proteinas TBP (proteinas de unién a caja TATA) y TAFs (factores
asociados a TBP). Los grupos B2, G y D poseen un dominio de transrepresion (TR)

el cual recluta proteinas co-represoras e inhiben la transcripcion (Figura 12).
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Figura 12. Funciones de las proteinas Sox. Los miembros de la familia de
proteinas Sox tienen forma de L en su estructura terciaria y pueden contener
dominios de transactivacién (TA), represion (TR) y de dimerizacion (D) en los
extremos amino y carboxilo terminal, los cuales permiten que interactden con otros
factores regulando la actividad transcripcional de los genes. Las proteinas Sox
pueden unirse a coactivadores y activar la transcripcion (A), unirse a corepresores
y reprimir la transcripcion (B) o formar dimero y de esta forma unirse a factores de

transactivacion para iniciar la actividad transcripcional (Lefebvre,2007).

Tabla 1. Clasificacion, localizacion cromosémica y dominios de la familia de
proteinas Sox. Los dominios de las proteinas Sox se encuentran representados en
la siguiente forma: HMG: High Mobility Group Box; TA: dominio de transactivacion;
TR: dominio de represion; D: dominio de dimerizacion (Modificado de: Lefebvre et
al., 2007).
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Grupo Gen Locus Dominios
A Sry YC3 HMG, TA
Bl Sox1 B A1-A2 HMG, TA

Sox2 3 A2-B HMG, TA
Sox3 X A7.3-B HMG, TA
B2 Sox14 9E3.3 HMG, TR
Sox21 13 E4 HMG, TR
C Sox4 13 A3-A5 HMG, TA
Sox11 12 A3 HMG, TA
Sox12 2G3 HMG
D Sox5 B G3 HMG, D
L-Sox5 6 G3 HMG, 2 D
Sox6 7F1 HMG, 2D
Sox13 1E4 HMG, D
E Sox8 17 A3 HMG, TA, D
Sox9 11 E2 HMG, TA, D
Sox10 15E1 HMG, TA, D
F Sox7 14 C3 HMG, TA
Sox17 1A1 HMG, TA
Sox18 2H4 HMG, TA
G Sox15 11 B3 HMG, TR
H Sox30 11B1.1 HMG, TA

2.5.1Factor de transcripciéon Sox5

La proteina Sox5 se encuentra en el cromosoma 6 del ratén, consta de 7079 pb y
tiene 2 isoformas importantes, la isoforma larga L-Sox5 esta compuesta por 18
exones y se expresa en multiples 6rganos con una fuerte expresién en condrocitos

y musculo estriado, lo cual indica un papel importante en el desarrollo de musculo y
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cartilago (Ikeda et al., 2002). Por otra parte, la isoforma corta S-Sox5 se expresa
especificamente en testiculo y regula genes como el gen de antigeno 6 asociado a
espermatozoide (SPAGH6), el cual es esencial para la motilidad del flagelo (Kiselak
et al., 2010).

Sox5 y Sox6 pertenecen al grupo D de la familia de los factores Sox, y se distinguen
porque ambos tienen un dominio de cremallera de leucina, un dominio super-
enrrollado y una caja Q. Los dominios super-enrrollados son los que permiten la
homodimerizacion en ausencia o presencia de DNA, por lo cual se pueden unir a
proteinas adyacentes. Otro proceso en el que participa Sox5 es en la neurogénesis,
donde controla la via de sefalizacion proliferativa Wnt, regulando la salida
prematura del ciclo celular de los precursores neurales de la médula espinal en

desarrollo (Martinez-Morales, 2010).

2.5.2 Factor de transcripcion Sox9

Sox9 se encuentra en el cromosoma 11 del raton, consta de 4135 pb y tiene un
importante papel en la diferenciacion de la génada masculina, en el desarrollo de
varios organos del sistema genito-urinario, el desarrollo de la prostata, los testiculos

(Wertz et al., 2000) y en el mantenimiento de la fertilidad masculina.

Sox9 tiene dominios de dimerizacion, por lo que se piensa que puede formar
homodimeros e incluso heterodimeros con otras proteinas de la familia Sox para la
activacion de genes. La interaccion de Sox9 con el DNA se lleva a cabo a través del
dominio HMG, ademas tiene un dominio de transactivacion en el extremo C-
terminal, el cual permite la uniébn con proteinas activadoras para iniciar la
transcripcion. Este dominio es altamente conservado en prolina, glutamina y serina,
gue son necesarios para la transactivacion de genes blanco de Sox9 durante el

desarrollo de la gonada y el esqueleto (Sudbeck et al., 1996).
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2.5.3 Factor de transcripcién Sox17

La proteina Sox17 consta de 3288 pb y codifica para una proteina de 419
aminoacidos. Existen dos isoformas de Sox17 en testiculo adulto de raton, de las
cuales la isoforma A es especifica de testiculo. Esta isoforma contiene un dominio
SOX-TCF_HMG box en el extremo N-terminal, el cual es especifico de proteinas
SRY y homdlogas, a través de la cual se une de forma especifica al DNA en el surco
menor. Posee un dominio de transactivacion el cual le permite unirse a otras

proteinas para activar la transcripcion de ciertos genes (Figura 13).

La segunda isoforma t-Sox17 tiene una delecion parcial en la caja HMG, lo cual lleva
a la pérdida de su funcibn como activador transcripcional de genes y en células
germinales premeibticas, se expresa en el espermatocito y se acumula en la

espermatida redonda (Kanai et al., 1996).

B s

YRPRRRKQVKRMEKR

HMG
69-136

Sox17M18mid| | TA| GP | TA
203-253 278 | 312-346 | -419

NES

Figura 13. Estructura de la proteina Sox17. A) Estructura terciaria de la proteina
Sox17 interactuando con el surco menor del DNA. El dominio HMG consta de tres
alfa-hélices arregladas en una estructura L y que generan un centro hidrofébico el
cual es capaz de unirse al DNA. B) Los dominios que conforman la proteina son
HMG: caja de alta movilidad; Sox17/18 mid: dominio central de Sox17 y Sox18; TA:
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de transactivacion; GP: dominio rico en glicina y prolinas. También contiene una
secuencia de localizacion nuclear (NLS) y de exportacion nuclear (NES) en el
dominio HMG.

Hasta el momento solo se conoce la regulacion a nivel molecular del gen Catsperl,
pero debido a su importancia en la fertilidad masculina y la importante participacion
de los INcCRNA en el desarrollo y control de genes tejido especifico, se espera que
esta misma familia de factores de transcripcidon Sox participen en la regulacion de

la actividad transcripcional tanto de Catsperl como del IncRNA.

3. JUSTIFICACION

El gen Catsperl murino es muy importante durante el proceso de la
espermatogénesis para la formacion del canal de Catsper. El gen Catsperl es
regulado transcripcionalmente por un promotor bidireccional que también promueve
la transcripcién de un gen divergente a Catsperl (Catsperlau). Se ha demostrado
gue existe una regulacién del gen Catsperl murino por los factores de transcripciéon
Sox, por lo que se espera que esa misma familia de factores regule la expresion del
gen divergente a Catsperl. Al mismo tiempo se desconoce si la expresion del nuevo
gen se encuentra relacionada directamente con la expresion de Catsperl. Por lo
anterior, es necesario determinar el papel de los factores Sox5, Sox9 y Sox17 en la

actividad transcripcional del promotor bidireccional.
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4. HIPOTESIS

La familia de factores de transcripcion Sox regula la expresion de Catsperl y de su

gen divergente (Catsperlau).

5.0OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la funcion de los sitios Sox del promotor bidireccional de Castperl

murino sobre la actividad transcripcional en antisentido.

5.2 Objetivos especificos

% Analizar in silico el promotor bidireccional de Catsperl murino.

% Clonar los genes Sox5 y Sox17 murino.

% Analizar la actividad transcripcional en ambos sentidos del promotor
bidireccional de Catsperl murino.

+ Determinar el efecto de los factores de transcripcién Sox en la regulacion del

promotor de Catsperl.



“Regulacion de la actividad transcripcional del promotor bidireccional de Catsperl murino por los factores de transcripcién Sox.”

6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Analisis in silico del promotor
bidireccional de Catsperl murino

Clonacion de los genes S-sox5 y
Sox17 en pcDNA3

Transfeccion Cotransfeccion

Construccion con promotor del
gen Catsperl murino

Medicion actividad
transcripcional por ensayos
de luciferasa

Lineas celulares MSC1 y
GC-SPG1
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7. METODOLOGIA

7.1 CONSTRUCCIONES DEL PROMOTOR DE CATSPER1
MURINO

En estudios anteriores se clond el promotor del gen Catsperl murino a partir de
DNA de rifibn murino, y de esta construccion se realizé amplificacion por PCR de la
region promotora de 800 pb y 1200 pb. El producto de PCR se cloné en el vector
pPCR-Il TOPO para su posterior subclonacién tanto en sentido como en antisentido
en el vector pGL3-Basic mediante una estrategia de restriccion con endonucleasas
especificas (Kpnl-Xhol) y (HindllI-Xhol) respectivamente. Este vector carece de
promotor y contiene al gen reportero de luciferasa (Photinus pyralis) para medir la

actividad transcripcional de la region promotora.

El producto de PCR de 1200 pb se clond en el vector pGEM-T Easy el cual le
proporciona 2 sitios EcoRI y posteriormente se subclon6 en el vector pGL3-Basic.
Se utilizo el vector pGL3-Basic, en el cual se encontraba la secuencia promotora de
800 pb flanqueada por dos sitios EcoRI, y se elimind el promotor de 800 pb para
poder subclonar en su lugar la secuencia de 1200 pb tanto en sentido como en

antisentido.

La secuencia de estos plasmidos fue verificada y las construcciones se muestran

en la parte de anexos (Anexo 1).

7.2 ANALISIS BIOIFORMATICO

Se realiz6 el andlisis bioinformatico de la secuencia nucleotidica de
aproximadamente 1200 pb rio arriba del promotor del gen de Catsperl murino,

empleando los programas:
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Matinspector (https://www.genomatix.de/matinspector.html)
TRANSFAC (http://genexplain.com/transfac/)

TFBIND (http://tfbind.hgc.jp/)

7.3 CLONACION DE LOS FACTORES DE
TRANSCRIPCION S-SOX5 Y SOX17 MURINOS

7.3.1 Extraccion de RNA a partir de testiculos de raton

Se utilizaron ratones de la cepa CD1 de 6 a 8 semanas de nacimiento (adultos), los
cuales se sacrificaron y se obtuvieron los testiculos. Posteriormente, el RNA total
fue aislado mediante la técnica del TRIZOL (Invitrogen Life Technologies) y se
precipitdé con el método de isopropanol-cloroformo-alcohol isoamilico como se
describe a continuacion: Se pulverizaron los testiculos en un mortero agregando
nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino y se adicioné 1 ml de TRIZOL. El tejido
se transfiri6 a un microtubo de 1.5 ml, se incub6 5 min. a temperatura ambiente y
se adicionaron 200 pl de cloroformo frio, se agité vigorosamente hasta obtener un
color rosa uniforme. Se centrifugdé a 13,500 rpm 5 min. a 4°C. Se separ¢ la fase
acuosa, la cual contiene el RNA y se le afiadio 1 ml de isopropanol frio para
precipitar el RNA. Se centrifugd la muestra a 13,500 rpm 30 min a 4°C. Una vez
obtenido el pellet de RNA se lavo con 200 ul de etanol al 70% y se centrifugd a
13,500 rpm 10 min a 4°C. Se decanto el sobrenadante y se dejé secar la pastilla de
RNA durante 15 minutos aproximadamente. Se resuspendio la pastilla en 89 pl de
agua MiliQ libre de RNasas. Se agregaron 10 ul de Buffer de DNasa 10X y 1 pl de
enzima DNasa (PROMEGA) y se incub6 a 37°C durante 1 hora.

Se agregaron 100 ul de agua libre de RNasa y se purificé agregando 200 pl de fenol
acido pH 4.5 y se centrifug6 a 13,500 rpm durante 5 min a 4°C. Se transfiri la fase
acuosa a otro tubo y se agregaron 200 pl de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1. Se
centrifugd a 13,500 rpm 5 min a 4°C. Se transfirio la fase acuosa a otro tubo y se

agrego 1/10 del volumen total de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 2 volimenes de
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etanol absoluto. Se centrifugo a 13,500 rpm 45 min a 4°C. En seguida se lavo la
pastilla de RNA con 200 pl de etanol al 70%. Luego se centrifugd a 13,500 rpm 10
min a 4°C. Se decant6 el sobrenadante y se dejo secar la pastilla a temperatura
ambiente por 30 minutos. Finalmente se resuspendié la pastilla en 50 pl de agua

libre de RNasas y se almaceno a -70°C para posteriores ensayos.

Se cuantificd su concentracion mediante el Nanodrop 2000 (Thermo Fischer) y se
observo su pureza mediante el analisis de la relacion 260/280 la cual erade 1.8y la
relacion 230/280 de 2. Se verificé su integridad en un gel de agarosa al 1.2%. La
muestra se prepar6 con 3 pg de RNA, 1 pl de buffer de carga (50% glicerol, 1mM
EDTA, 0.25% azul de bromofenol, 0.25% Xileno-cianol) y 1 ul de bromuro de etidio.
Finalmente se incub6 a 85°C por 1 min y se puso en hielo 5 min. La integridad del
RNA se verifico al observar las bandas de RNA ribosomal 28S, 18S y 5S.

7.3.2 Sintesis de cDNA

Se realiz6 una sintesis de cDNA a partir del RNA total de testiculo de raton con un
kit comercial (Applied Biosystems) empleando 2 ul de Buffer RT 10X, 0.8 pl de
dNTP’s 25X (100mM), 2 pl de Random Primers RT 10X, 1 pl de la enzima
MultiScribe Reverse Transcriptase, 1 ug de RNA total (1 pl) y 13.2 pl de agua libre
de RNasa para tener un volumen final de 20 pul. El programa utilizado en el

termociclador fue el siguiente:

Ciclos Temperatura Tiempo
1 25°C 10 min
30 37°C 120 min
1 85°C 5 min
1 4°C o0




“Regulacion de la actividad transcripcional del promotor bidireccional de Catsperl murino
por los factores de transcripcién Sox.”

7.3.3 PCR de los factores los genes S-Sox5 y Sox17

murinos

Se realiz6 una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando como molde el
cDNA obtenido previamente para amplificar los genes de los factores de

transcripcion S-sox5 y Sox17 murinos.

Para ello se preparé una mezcla compuesta por: 0.4 ul de oligo Forward (10 uM),
0.4 ul de oligo Reverse (10 uM), 4 ul de Buffer HF 5X, 0.4 pl de dNTP’s 25X
(100mM), 0.6 pl de DMSO, 0.2 pL de enzima polimerasa Phusion, 12 ul de agua
miliQ estéril y 2 pl de cDNA o agua (control negativo) para completar un volumen
final de 20 pl. Como control de cantidad e integridad del RNA, se amplifico el gen
constitutivo de B-actina. La secuencia de los oligonucleotidos se muestra en la tabla

2. Las condiciones del programa de PCR para actina fueron las siguientes:

Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 3 min
94°C 30 seg
30 60°C 30 seg
72°C 50 seg
1 72°C 5 min
1 4°C o0

Las condiciones del programa de PCR fueron, tanto para el gen S-sox5 como para

Sox17 las siguientes:

Ciclos

Temperatura

Tiempo

1

98°C

5 min
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98°C 50 seg
40

72°C 2:50 min
1 72°C 10 min
1 4°C 0

Por otra parte, se evalud la expresiéon del gen Catsperl murino, como un control
para verificar la ausencia de DNA genomico en el cDNA. Las condiciones del

programa fueron:

Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 2 min
95°C 30 seg
35 60°C 30 seg
72°C 50 seg
1 72°C 5 min
1 4°C 00

Para visualizar los productos de PCR correspondientes a la expresion de -actina,
Catsperl, S-sox5 y Sox17 se realizaron andlisis electroforéticos en geles de

agarosa (SIGMA) al 1.2%, 2% y 1.2% respectivamente.

Tabla 2. Secuencia de los oligonucle6tidos utilizados en la RT-PCR. En rojo se

encuentran marcados los sitios de restriccion.

Oligonucleétidos Secuencia del Oligonucledtido (5'—3’)
ActinaForw TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA
ActinaRev CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG
CatSperlForw CTGAGCTAGAGATCCGAGGTG
CatSperlRev CAATTAGCTTGAGGACTGCTTCT
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Sox5AltFwd CCCAAGCTTATGGCAGCTGCTGCTGCAGCAACAC
Sox5Rev CGCGGATCCTCAGTTGGCTTGTCCCGCAATG
Sox17Fwd CCCAAGCTTATGAGCAGCCCGGATGCG
Sox17Rev CCGCTCGAGTCAAATGTCGGGGTAGTTGCAATAG

7.3.4 Clonacion en pJET1.2 blunt

Para realizar la clonacion de los productos de PCR de S-sox5 y Sox17 murino se
utilizé un kit comercial (Thermo Fisher Scientific) siguiendo el siguiente protocolo:
se incubd 1 ul de la reaccion de PCR, 10 ul del Buffer de reaccion, 1 ul del plasmido
pJET1.2 Blunt, 1 ul de T4 DNA ligasa y 7 ul de agua miliQ libre de nucleasas para
tener un volumen final de 20 pl. Posteriormente se incubd la reaccion a temperatura

ambiente durante 1 hr y se transformé en células DH5a competentes.

7.4 Preparacion de células competentes

Se cultivaron bacterias E. Coli DH5a (Genotipo: F— ®80lacZAM15 A (lacZYA-argF)
U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl) a
37°C durante toda la noche en 5 ml de medio LB. Al dia siguiente se inocul6 1 ml
del cultivo en 100 ml de medio LB fresco. Se incubd a 37°C con agitacion vigorosa
en un matraz hasta alcanzar una absorbancia de 0.6-0.9 a 600 nm. Posteriormente
se centrifugaron las bacterias a 7000 rpm 10 min a 4°C, se desech¢ el sobrenadante
y se resuspendio en 25 ml de una solucién de CaCl20.1 M recién preparada, luego
se centrifug6 bajo las mismas condiciones y se fue llevando a un volumen menor
cada vez de 20 ml, 15 ml, 10 ml, 5 ml y finalmente cuando se resuspendio en 2.5 ml
se agreg6 250 pl de glicerol estéril manteniendo las bacterias en hielo, se realizaron
alicuotas de 100 pl de bacterias y se mantuvieron en hielo seco, posteriormente se

mantuvieron a -70°C hasta su uso.
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7.5 Transformacion bacteriana

Se utilizaron de 20 a 50 ng de plasmido para transformar 100 ul de bacterias
competentes, Las bacterias se mezclaron con el plasmido e incubaron por 30 min
en hielo, se les dio un choque térmico sometiendo la mezcla a un pulso de calor de
42°C por 1 min y rdpidamente se transfirieron a hielo por 1 min. Posteriormente se
agregd 1 ml de medio LB precalentado a 37°C durante 1 hora con agitacion
constante de 200 rpm. Se sembraron 100 pl de la reaccion de transformacion sobre
placas de agar LB con el antibiético apropiado para el plasmido (ampicilina 6
kanamicina) y se incubaron toda la noche a 37°C. Posteriormente se seleccionaron

ciertas candidatas y se aislaron en placas de agar LB con el antibiético necesario.

7.6 Subclonacion de los genes S-sox5 y Sox17 murinos
en pcDNA3

7.6.1 Restriccidon enzimatica

Para subclonar el gen S-sox5 se restringié el vector pJET1.2-Sox5 y el vector
pcDNA3 con las enzimas Hindlll y BamHI de la siguiente manera: se incubaron 5
pg de plasmido (5 ul), 2 ul del Buffer 2 10X (NEB), 1 pl de la enzima Hindlll (NEB),
1 pl de la enzima BamHI (NEB) y 11 pl de agua miliQ libre de nucleasas para llegar
a un volumen final de 20 pl. En el caso del gen Sox 17 se siguié la misma
metodologia cambiando la enzima BamHI por Xhol. Posteriormente se incubd
durante 2 h a 37°C y finalmente se inactivaron las enzimas llevando la reaccion a
una temperatura de 80°C durante 15 min. Una vez inactivado se corri6 la reaccion
en un gel de agarosa de 1.5%. En seguida se seleccionaron las bandas de interés
S-sox5 (~1200 pb), Sox17 (~1300 pb) y pcDNA3 (~5400 pb) y se purificaron
mediante el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (PROMEGA).
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7.6.2 Ligacion de los genes en pcDNA3

Una vez obtenidos los fragmentos de interés se ligaron en una relacion de 1:3 del
vector pcDNAS3 contra el inserto de la siguiente forma: 3 pl de Buffer de ligasa 10X,
1 ul de enzima T4 DNA ligasa (NEB), 5 ul de plasmido pcDNA3, 15 ul de inserto y
6 pl de agua miliQ libre de nucleasas para llevarlo a un volumen final de 30 pl.
Posteriormente se dejo incubando toda la noche a temperatura ambiente. Al dia
siguiente se transformo el producto de la reaccion en bacterias DH5a competentes
y se sembraron en una placa de agar LB con kanamicina. Al dia siguiente se
resembraron las candidatas obtenidas en una nueva placa de agar LB con

kanamicina.

7.7 Secuenciacion del DNA

Para la secuenciacion se utilizé el kit Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing de
Applied Biosystems. Se mezclé 1 ug del plasmido a secuenciar, 4 pl de Buffer de
Secuenciacion 5X, 4 ul del Mix de reaccién, 20 pM de oligonucledtidos y se llevo a
un volumen final de 20 pl. Se emplearon diferentes oligonucleétidos para cada

secuenciacion (Tabla 3). Las condiciones del programa que se siguieron fueron las

siguientes:
Ciclos Temperatura Tiempo
1 96°C 2 min
96°C 30 seg
30 55°C 40 seg
60°C 4 min
1 60°C 2 min
1 4°C 0
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Tabla 3. Secuencia de los oligonucleo6tidos utilizados para secuenciar.

Oligonucledtidos Secuencia del Oligonucleotido (5°—3’)
Sox5AltFwd CCCAAGCTTATGGCAGCTGCTGCTGCAGCAACAC
Sox5Rev CGCGGATCCTCAGTTGGCTTGTCCCGCAATG
Sox5intern CAACACTGGAGAGCCTGACTCAG
Sox17Fwd CCCAAGCTTATGAGCAGCCCGGATGCG
Sox17Rev CCGCTCGAGTCAAATGTCGGGGTAGTTGCAATAG
Sox17intern CAAGCAGGTGAAGCGCATGAAG
CMVforward CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
BGHreverse TAGAAGGCACAGTCGAGG

7.8 Cultivos celulares

Dado que no existe una linea celular que se encuentre en el estadio de
espermatidas a partir del cual se expresa el gen Catsperl, se utilizaron la linea
celulares MSC1 (Ceélulas de Sertoli de raton) las cuales son células somaticas de
testiculo de la cepa de ratdbn BALB/c que han sido inmortalizadas por transfeccion
con el antigeno T pequefio y largo del virus SV40 y la linea celular GC1-spg las
cuales son células espermatogénicas tipo B inmortalizadas por transfeccion con el
vector pSV3-neo (un plasmido que contiene la secuencia del antigeno T largo del

virus SV40), la cual pertenece al linaje celular de los gametos masculinos.

El manejo de las células se realizé dentro de una campana de flujo vertical
esterilizada con luz UV durante 15 min. Todas las soluciones utilizadas fueron
previamente esterilizadas por filtracion con filtros de 0.22 um de diametro de poro o
por autoclave. EI medio para el cultivo celular fue el Dulbeco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) que se manipula en condiciones de esterilidad dentro de la
campana, y se suplementa con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10% y antibidticos
Penicilina-Estreptomicina al 1%. Las células se mantienen en la incubadora a 37°C,
90% de humedad relativa y 5% de COa.
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7.9 Pase celular

Se elimino el medio de cultivo de las cajas con células de cultivos adherentes y se
lavé con PBS. Se adicionaron 2 ml de tripsina y se incubd 2 min a 37°C hasta que
se observo que las células se despegaran. Posteriormente se adicionaron 2 ml de
medio DMEM suplementado, se cosecharon las células, se pusieron en un tubo
falcon y se centrifugaron 2500 rpm durante 5 min. Posteriormente se
resuspendieron en 1 ml de medio DMEM suplementado y se tomaron 10 ul de la
suspension de células para cuantificarlas en la camara de Neubauer. Un pequefio

namero de las células se sembraron en una nueva caja.

7.10 Congelacion de las lineas celulares

Para congelar las lineas celulares, primero se despegaron siguiendo el
procedimiento previamente mencionado, se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 min
y se decant6 todo el medio posible. Posteriormente se resuspendieron en 1 ml de
suero fetal bovino (SFB) y se tomaron 100 pl para dar un pase celular, mientras que
al resto de las células se les agregé 100 pl de DMSO, se resuspendieron y se
guardaron en criotubos. Se congelaron las células lentamente, primero poniéndolas
en hielo, posteriormente en hielo seco (-20°C), luego se llevaron al Revco (-70°C) y

finalmente se conservaron en nitrogeno liquido.

7.11 Transfeccion transitoria de lineas celulares MSC1y
GC1l-spg

La transfeccién de las construcciones del promotor del gen Catsperl murino y la
cotransfeccion de los plasmidos con los genes de los factores de transcripcidon se
realizaron con el compuesto Turbofect (Fermentas) para la linea celular MSC1 y el
compuesto K2 transfection reagent (Biontex) para la linea celular GC1-spg. Se
utilizaron los plasmidos pGL3-Basic y pGL3-CMV como control de expresion
transcripcional basal y positivo de los experimentos, respectivamente.

Adicionalmente, se utiliz6 como control interno el plasmido pRL-CMV que posee
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como gen reportero la luciferasa de Renilla reniformis, en cada ensayo de
transfeccion. Los plasmidos fueron introducidos en las células, y la actividad
observada para las construcciones pGL3 fue normalizada en funcion de la actividad
de la luciferasa de Renilla, minimizando la variabilidad experimental causada por

diferencias en viabilidad celular o eficiencia de transfeccion (Tabla 4).

Tabla 4. Plasmidos usados en los ensayos de transfeccion.

Plasmido Origen del inserto Gen reportero
Amplificacion, promotor
pCatsper800 .
Catsperl murino
Amplificacién, promotor
pCatsper800AS _
Catsperl murino
Amplificacion, promotor
pCatsper1200 . o )
Catsperl murino Photinius pyralis
Amplificacién, promotor (luciferasa)
pCatsper1l200AS

Catsperl murino

pGL3-Basic (Control de

» Sin promotor
expresion basal)

pGL3-CMV (Control Amplificacion, promotor
positivo) de CMV
pRL-CMV (Control- o ) . )
o Amplificacion, promotor Renilla reniformis
Eficiencia de _
de CMV (Luciferasa)

transfeccion)

Se sembraron células MSC1 y GC1-spg (1 x 10° células/pozo) en placas de 24
pozos. La transfeccidon se realizd 24 horas después, asegurandose de que cada
pozo tuviese una confluencia celular entre 70-80%. Se preparé el complejo DNA-
Turbofect (MSC1) o DNA-K2 (GC1) en un tubo estéril usando la maxima cantidad
de DNA permitida por los reactivos, 1 pg y 500 ng, respectivamente (Tablas 5y 6).
En el caso del sistema K2 las células fueron sensibilizadas 2 horas antes de la

transfeccion con el reactivo K2 Multiplier (2 pl/pozo).
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Tabla 5. Transfeccion con las construcciones problema del promotor de
Catsperl murino y cotransfecciones con los pldsmidos con los genes de los

factores transcripcionales en células MSC1.

> Control  Control > Control  Control
Transfeccién Cotransfeccion

positivo basal positivo basal

Plasmido con
promotor de 500 ng - - 500 ng - -
Catsperl

Factor
S-sox5, Sox9 - - - 500 ng 500 ng 500 ng
0 Sox17
DNA
degradado de 500 ng 975 ng 500 ng - 475 ng -

salmoén

Control
interno (pRL- 0.4 ng 0.4 ng 0.4 ng 0.4 ng 0.4 ng 0.4 ng
CMV)

pGL3-CMV - 25 ng - - 25ng -

pGL3-Basic - - 500 ng - - 500 ng

Turbofect 2 pl 2ul 2 pl 2ul 2 pl 2 pl

Medio DMEM
) Llevara 100 | Llevara | Llevara Llevara | Llevara
sin Llevar a 100 pl
ul 100 pl 100 pl 100 ul 100 pl
suplementar

Total DNA 1lug 1lug 1lug 1lug 1pg 1pg
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Tabla 6. Transfeccion con las construcciones problema del promotor de
Catsperl murino y cotransfecciones con los pldsmidos con los genes de los

factores transcripcionales en células GC1-spg.

> Control  Control > Control  Control
Transfeccién Cotransfeccion

positivo basal positivo basal

Plasmido con
promotor de 250 ng - - 250 ng - -
Catsperl
Factor
S-sox5, Sox9 - - - 250 ng 250 ng 250 ng
0 Sox17
DNA
degradado de 250 ng 475 ng 250 ng - 225 ng -
salmoén
Control
interno (pRL- 0.2 ng 0.2 ng 0.2 ng 0.2 ng 0.2ng 0.2ng
CMV)

pGL3-CMV - 25 ng - - 25ng -

pGL3-Basic - - 250 ng - - 250 ng

K2
Transfection 2 pl 2 ul 2 pl 2 ul 2 pl 2 pl
reagent

Medio DMEM
) Llevara | Llevara Llevara | Llevara
sin Llevar a 60 pl Llevar a 60 pl
60 pl 60 pl 60 60
suplementar

Total DNA 0.5 ug 0.5 ug 0.5 pg 0.5 pg 0.5 ug 0.5 ug

Las mezclas se dejaron reposando 20 min a temperatura ambiente y se adicionaron
lentamente en cada pozo, y agitaron suavemente. Las placas se incubaron durante

48 h, para posteriormente obtener los extractos proteicos.
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7.12 Ensayo de luciferasa DUAL

La actividad de luciferasa de los genes reporteros se cuantific en los extractos
proteicos en un sistema de ensayo Dual-Luciferase Reporter Assay (PROMEGA)
para producir quimioluminiscencia la cual fue cuantificada en el luminédmetro
Fluoroskan Ascent FL. El término reportero dual se refiere a la expresion simultanea

y medicidon de dos enzimas reporteras individuales dentro de un mismo sistema.

Transcurridas las 48 horas de transfeccion se aspir6 el medio de los pozos y se
lavaron con 100 pl de PBS 1X, en seguida se aspird el PBS y se incubaron las
células con 100 pl de Passive Lysis Buffer durante 15 min a temperatura ambiente.
Se recolectaron los sobrenadantes, se terminaron de lisar mediante lisis mecanica
con la pipeta y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 min para separar los restos

celulares.

Las actividades de luciferasa se cuantificaron secuencialmente debido a la
naturaleza del protocolo; primero se cuantifico la luciferasa de Photinus pyralis
(luciérnaga) y posteriormente la de Renilla reniformis (pensamiento del mar) en la

misma muestra.

Las muestras se leyeron en el lumindmetro Fluoroskan Ascent de la siguiente forma:
Se adicionaron 20 pl del reactivo LARII en los pozos (placas de 96 pozos) donde se
fuese a cuantificar. Posteriormente, se afladieron 20 pl del lisado celular y se midio
la actividad de la luciferasa Photinus para lo cual se coloco la placa en el
luminémetro y se realiz6 una cinética de la reaccion tomando el punto més alto. En
seguida se afadi6 el reactivo Stop and Glo el cual detuvo la reaccién de la luciferasa
de Photinus e inicio la reaccion para la luciferasa de Renilla en el mismo pozo, la

cual también se cuantifico.

Las actividades de las construcciones analizadas fueron normalizadas con la
actividad del control interno pRL-CMV y se considero la actividad total de pGL3-

Basic como una unidad relativa de luciferasa.
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7.13 Deteccion de la expresion de S-sox5, Sox9y Sox17

7.13.1 Extraccidén de proteina y electroforesis en
geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

Se crecieron las células MSC1 (4 x 10° células/pozo) en placas de 6 pozos y fueron
transfectadas a las 24 horas con 4 ug del factor de transcripcién problema. A las 48
horas se extrajo la proteina total aspirando el medio del pozo, se lavaron 3 veces
con PBS 1X. Las células y se recolectaron centrifugando a 2500 rpm durante 5 min
a 4°C. Posteriormente se le afadi6 al pellet 100 ul de RIPA con PSMF 1mM y se
incubd 30 min en hielo. A continuacion se lisaron las células haciéndolas pasar por
una aguja de insulina estéril, se centrifugé a 13,500 rpm 30 min 4°C, se recolecto el
sobrenadante en un tubo estéril y la proteina se cuantific6 por el método de
Bradford.

Se realizé un gel de poliacrilamida-SDS al 10%, se calentaron las muestras a 95°C
con Buffer Laemmli por 10 minutos e inmediatamente se pusieron en hielo, se
cargaron en el gel de acrilamida 5 pg de proteina por pozo. Se corri el gel a 0.02

Amperes constantes tanto para el gel separador como para el concentrador.

7.13.2 Inmunodeteccion de proteinas (Western
Blot)

La transferencia de proteinas de un gel SDS-PAGE se realizé en un sistema semi
hamedo. Se utilizd una membrana de PVDF, la cual se tratd con metanol durante 1
min, en seguida se hidraté con el buffer de transferencia durante 30 min. En la
camara de transferencia se colocaron papeles Whatman 3MM y esponjas humedas
con buffer de transferencia, se coloco la membrana de PVDF y sobre ésta se coloco
el gel de acrilamida teniendo cuidado de no dejar burbujas de aire entre la
membrana y el gel. Posteriormente se cubridé el gel con unas hojas de papel
Whatman 3MM vy otra esponja humedecida con buffer de transferencia. Se coloco

el soporte de transferencia y la transferencia se realizé a voltaje constante (25V)
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durante 1 hora. Una vez finalizada, se desmonto el “sandwich” y la transferencia de
las proteinas a la membrana se comprob6é con rojo de Ponceau; una vez
comprobado esto, se lavo la membrana con TBST 1X para quitar los restos de

colorante.

La membrana se bloque6é con Buffer TBST 1X al 5% de leche durante 2 h en
agitacion constante. En seguida se lavo la membrana 5 veces con TBST 1X durante
5 min por cada lavado para retirar el exceso de leche. Se afiadid el anticuerpo
primario diluido en TBST 1X: S-sox5 (Genetex) dilucién 1:1,000; Sox9 (Santa Cruz)
dilucion 1:1,000; Sox17 (Santa Cruz) 1:1,000 al 2% de leche y B-actina (Santa Cruz)
1:1,000 al 2% de leche. Se incubd toda la noche a 4°C en agitacion constante. Al
dia siguiente se lavo la membrana 5 veces con Buffer TBST 1X por 5 minutos cada
vez en agitacion constante. En seguida se incub6 la membrana con el anticuerpo
secundario diluido en TBST 1X: S-sox5 anti rabbit IgG-HRP dilucion 1:25,000; Sox9
anti rabbit IgG-HRP dilucién 1:25000; Sox17 anti goat IgG-HRP 1:10,000 en 2% de
leche y B-actina anti rabbit 1:25,000. Se incubé toda la noche a 4°C, al dia siguiente
se lavo 6 veces la membrana con Buffer TBST 1X durante 5 min cada una. El

revelado se realiz6 por quimioluminiscencia.

7.14 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el programa GraphPad Prism 6 para Windows.
Para encontrar diferencias estadisticas en cada experimento se usaron las pruebas
t-student tomando una desviacién estandar no homogénea. Se consideré6 como
diferencias estadisticamente significativas de acuerdo al siguiente codigo: (*)
p<0.05, (**) p<0.01 y (***) p<0.001
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8. RESULTADOS

8.1 Andlisis in silico del promotor bidireccional de

Catsperl murino

Para realizar el andlisis in silico del promotor del gen Catsperl murino se seleccion6
la secuencia del plasmido pCatsper1215 que habia sido clonada previamente (Mata
Rocha, 2013) y contiene el promotor putativo de mayor longitud (Figura 14).

TSS
Previamente reportado*

—
r l \
ATG
o E=p - = ; .
Catsperlau Promotor Catsperl Catsperl
3'-* >
&= &=
-— TSS 1 L=

1215 pb
transeripcionsox D 6 EEED)
Figura 14. Analisis in silico del promotor de Catsperl murino. Se tomaron 1215
pb rio arriba del gen Catsperl murino y se analizaron con los programas descritos
en la metodologia. Posteriormente se determinaron por consenso los sitios de unién
a factores transcripcionales con mayor score. En verde se encuentran los sitios Sox
previamente reportados, en rojo se encuentran nuevos sitios Sox ya sea en
direccién a Catsperl o a Catsperlau. También se muestran los sitios de inicio

transcripcional del gen Catsperlau.

Se encontraron 5 sitios de union a los factores de transcripcion Sox en direccion al
gen Catsperl murino, de los cuales 3 ya se encontraban previamente reportados
(Mata, Rocha et al, 2013) mientras que en la cadena antisentido, en direccién al
IncRNA Catsperlau se encontraron 6 sitios de unién a los factores de transcripcion
Sox (Tabla 7).

~ 44~
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Tabla 7. Sitios de unidn a factores Sox. Se muestran los sitios de unidon a factores

Sox encontrados mediante el analisis in silico.

Familia de factor de Sentido Secuencia Cadena
transcripcion reconocida

Sox5/9 AACAAT CTATTGCTGA Antisentido
Sox5/9 AACAAT CTAACACTGC Sentido
Sox5/9 AACAAT CAAAAAATGT Sentido
Sox5/9 AACAAT TCATTGTGTA Antisentido
Sox5/9 AACAAT TTTACAATAA Sentido
Sox5/9 AACAAT TATTTGTTTG Antisentido
Sox5/9 AACAAT GTTTTGTTTT Antisentido
Sox5/9 AACAAT CAATAGTTCT Antisentido
Sox5/9 AACAAT GACACAATAG Sentido
Sox17 AACAAAG AACAAAG Antisentido

8.2 Clonacidn de los genes S-sox5y Sox17 murinos

La estrategia para clonar los factores de transcripcion Sox fue obtener el RNA total
de testiculo de ratdn, ya que en este tejido es donde se encuentran las isoformas
especificas de estos factores (Kiselak et al., 2010; Kanai et al., 2010), y a partir del
RNA total se sintetizé6 cDNA. Posteriormente se realizé una PCR de los genes con
oligonucledtidos especificos (Tabla 2) (Figuras 15 y 16), los cuales tenian sitios de
restriccion especificos para darle direccionalidad a los genes. En el caso del gen S-
sox5 se utilizaron los sitios de restriccion Hindlll y BamHI, mientras que en el caso

del gen Sox17 se utilizaron los sitios de restriccion Hindlll y Xhol. (Tabla 2).
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Figura 15. PCR del gen S-sox5 murino. Se observo el producto de PCR del gen
S-sox5 murino en un gel de agarosa al 1.5%. La banda esperada del gen tiene un

tamafo de 1197 pares de bases.
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Figura 16. PCR del gen Sox17 murino. Se observo el producto de PCR del gen
Sox17 murino en un gel de agarosa al 1.5%. La banda esperada del gen tiene un

tamafio de 1278 pares de bases.

Una vez que se obtuvieron los productos de PCR de ambos genes, se clonaron en
el vector de transicion pJET1.2 blunt, se transformaron en bacterias DH5a
competentes y se comprobd su clonacion mediante una Colony PCR. (Figura 17 y
18)
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Figura 17. Colony PCR del gen S-sox5 murino. Se tomaron 12 colonias
candidatas a partir de las cuales se realizé una Colony PCR y se seleccionaron
aguellas que tenian el fragmento esperado de 1197 pb, en este caso las candidatas
1,9y 11.
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Figura 18. Colony PCR del gen Sox17 murino. Se tomaron 6 colonias candidatas

a partir de las cuales se realizé una Colony PCR y se seleccioné aquella que tenia

el fragmento esperado de 1278 pb, en este caso Unicamente la candidata 5

contenia ese fragmento.

Debido a la dificultad que se tuvo para amplificar el gen Sox17 mediante Colony

PCR, también se comprobo que el producto de PCR estuviese clonado mediante

una restriccion del fragmento con las enzimas Hindlll y Xhol para ver que liberara

el fragmento de 1278 pb y una PCR con los oligos especificos del gen Sox17.

(Figura 19)
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Figura 19. Comprobacion de la candidata pJET1.2-Sox17. El fragmento de 1278
pb con el gen Sox17 se liber6 mediante restriccion enzimatica con las enzimas
Hindlll y Xhol (Carril 4). Al mismo tiempo se verificé que el gen estuviese clonado
mediante PCR utilizando los oligos especificos del gen Sox17. (Carril 5)

Posteriormente se realizd0 una Miniprep con un kit comercial (PROMEGA) y se
realiz6 la subclonacién de los genes S-sox5 y Sox17 murinos en el vector de
expresion pcDNA3 (Thermo Fisher Scientific) mediante la restriccion del vector y
los genes con las enzimas de restriccion especificas, en el caso de S-sox5 con las
enzimas Hindlll-BamHI y en el caso del gen Sox17 con las enzimas HindllI-Xhol.
(Figura 20)
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Figura 20. Restricciéon enziméatica del vector pcDNA3 y Pjet's. Se observa en el
carril 2 el fragmento del gen S-sox5 encerrado en un rectangulo rojo de 1197 pb,
los fragmentos del vector pcDNA3 de un tamafio de ~5400 pb (carriles 3 y 5)
restringidos con las enzimas apropiadas y el fragmento del gen Sox17 en el carril 4

encerrado en un rectangulo del tamafio de 1278 pb en un gel de agarosa de 0.8%.

Posteriormente se seleccionaron las bandas y se purificaron mediante el kit
comercial de purificacion de bandas (PROMEGA) y se realiz6 una ligacion con la
enzima T4 DNA ligasa en una relacion de 1:3 del plasmido pcDNA3 con respecto
al inserto. En seguida se transformé el producto de la ligacion en bacterias DH5a
competentes y se comprobd la construccién mediante restriccion enzimética (Figura

21y 22) y secuenciacion automética (Figura 23 y 24)
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Figura 21. Restriccién enzimatica de la construccién pcDNA3-S-sox5. Se comprobo
la construccion mediante la liberacién del fragmento de 1197 pb (marcado en un
rectangulo rojo) con las enzimas Hindlll-BamHI (carril 2), asi como mediante la

linealizacion de la construccion con la enzima Hindlll (carril 3) de aproximadamente 6600
pb.
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Figura 22. Restriccién enzimatica de la construccién pcDNA3-Sox17. Se comprobd
la construccion mediante la liberacién del fragmento de 1278 pb (marcado en un
rectangulo rojo) con las enzimas Hindlll-Xhol (carril 2), asi como mediante la linealizacién

de la construccién con la enzima Hindlll (carril 3) de aproximadamente 6700 pb.
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Figura 23. Comparacion a nivel de aminoacidos del vector pcDNA3-Ssox5 con la secuencia del gen S-sox5 murino. Se realiz6

una secuenciacion automatica del vector pcDNA3-Ssox5, y se alinearon las secuencias aminoacidicas para ver las diferencias

existentes entre la secuencia del gen y la de la construccién. Se puede observar que solo existe una Unica diferencia en el aminoacido

308 (G—S) el cual es reportado como un conflicto en la secuencia debido a la cepa del ratén (CD1).
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Figura 24. Comparacion a nivel de aminoacidos del vector pcDNA3-Sox17 con la secuencia del gen Sox17 murino. Se realizd
una secuenciacion automatica del vector pcDNA3-Sox17, se alined y se comparoé a nivel de aminoacidos las diferencias existentes entre

la secuencia del gen y la de la construccion. Se puede observar que no existen cambios.
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8.3 Expresion endbgenay sobreexpresion de los

factores transcripcionales S-sox5y Sox17

Antes de realizar los ensayos de transfeccion y cotransfeccion fue necesario hacer
el analisis de la expresion de los factores transcripcionales S-sox5 y Sox17 murinos
enddgenos, asi como su expresion en células transfectadas con las construcciones
PcDNA3-S-sox5 y pcDNA3-Sox17. El analisis se hizo en células MSC1 sin
transfectar y transfectadas con los plasmidos previamente mencionados. Se realizo
la extraccion de proteina total, la cual se utilizo para ver la presencia de los factores
de transcripcion mediante Western blot. Se utilizé la proteina B-actina con un peso
de 42 kDa como un control de carga. Se pudo observar que los factores Sox5 y
Sox7 se sobreexpresan en las células transfectadas con las construcciones

correspondientes (Figura 25).

o _ o _

S-SOX5 43 kDa SOX17 45 kDa
o - o _
B-ACTINA 42 kDa B-ACTINA 42 kDa

Figura 25. Sobreexpresion de los factores de transcripcién S-sox5y Sox17 en

la linea celular MSC1.
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8.4 Actividad transcripcional bidireccional del promotor

de Catsperl murino

8.4.1 Actividad transcripcional basal bidireccional del
promotor de Catsperl murino en células MSC1ly
GC1-spg

La actividad basal de las construcciones portadoras del promotor de 800 y 1200 pb
tanto en sentido (hacia el gen Catsperl murino) como en antisentido (hacia el nuevo
gen Catsperlau) se determinaron mediante el ensayo de luciferasa dual descrito en
la metodologia en células MSC1 y GC1-spg transfectadas transitoriamente con las

construcciones mencionadas.

La actividad transcripcional de la luciferasa de Photinus pyralis obtenida para cada
una de las construcciones empleadas fue normalizada con el control interno de
luciferasa de Renilla reniformis. La actividad transcripcional basal del plasmido

pGL3-Basic fue considerada como una unidad relativa de luciferasa.

En el caso de la linea celular MSC1 se observo un incremento en la actividad
transcripcional de aproximadamente 2 veces tanto en la construccion de 800 pb en
sentido como en antisentido, sin embargo donde hubo una mayor actividad
transcripcional fue en la construccién de 1200 pb en sentido, lo cual sugiere que en
esa region de 400 pb existe una secuencia a la cual se esta uniendo un factor de
transcripcion expresado en la linea MSC1 el cual incrementa la actividad
transcripcional hasta 7 veces mas. Por otra parte, en la construccion de 1200 pb en
antisentido se observa que en esa misma region de 400 pb existe una zona de
represion para la actividad transcripcional hacia el gen Catsperlau ya que su
actividad disminuye a la mitad en comparacion con el vector pGL3-Basic (Figura
26).

En el caso de la linea celular GC1-spg el comportamiento cambi6 un poco en las

construcciones en sentido, ya que la construccion de 800 pb en sentido presento
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una disminucién de la actividad transcripcional de mas de la mitad. Mientras que la
construccion de 1200 pb en sentido disminuyd su actividad en comparacion con las
MSC1 a una actividad estadisticamente nula. En cambio, las construcciones en
antisentido (tanto la de 800 como la de 1200 pb) tuvieron una actividad muy similar

en ambas lineas celulares (Figura 27).
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Figura 26. Actividad transcripcional basal de las construcciones del promotor
Catsperl murino en la linea celular MSCL1. Las células MSC1 se transfectaron
con las construcciones con el promotor de Catsperl murino. Los valores indican la
media =+ S.E.M. de las actividades relativas de luciferasa (n=3). Los asteriscos
representan diferencias estadisticamente significativas (*, p<0.05; **, p<0.01 y ***,
p<0.001).
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Figura 27. Actividad transcripcional basal de las construcciones del promotor
Catsperl murino en la linea celular GCl-spg. Las células GC1l-spg se
transfectaron con las construcciones con el promotor de Catsperl murino. Los
valores indican la media + S.E.M. de las actividades relativas de luciferasa (n=3).
Los asteriscos representan diferencias estadisticamente significativas (*, p<0.05; **,
p<0.01y *** p<0.001).

Para determinar si los factores transcripcionales S-sox5, Sox9 y Sox17, regulan los
genes Catsperl o Catsperlau murinos, las construcciones con los genes de estos

factores se cotransfectaron en las lineas celulares MSC1 y GC1-spg.
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8.4.2 La actividad transcripcional del promotor de
Catsperl es inhibida en ambos sentidos por el
factor transcripcional S-sox5 en las lineas
celulares MSC1y GC1-spg

Una vez comprobado que los vectores donde se clonaron los factores
transcripcionales permiten su sobreexpresion, se procedio a realizar los ensayos de
cotransfeccion de la construccion pcDNA3-Ssox5 con las construcciones del
promotor de Catsperl murino para analizar si el factor de transcripcion S-sox5 es

capaz de regular la expresion del mismo.

Se observé que en la linea celular MSC1 el factor transcripcional S-sox5 es capaz
de regular de forma negativa la actividad transcripcional, ya que la actividad de
luciferasa se redujo drasticamente en todas las construcciones del promotor de
Catsperl mucho mas de la mitad, dejando a las construcciones de 800 en sentido
y antisentido en aproximadamente 0.5 veces comparado con el control pGL3-Basic,
mientras que la construccion de 1200 pb en sentido la cual tenia una actividad basal
7 veces mayor que el control, se redujo a aproximadamente 2 veces en presencia
de S-sox5.

Por otra parte, en la linea celular GC1-spg el factor S-sox5 inhibia Unicamente las
construcciones de 800 pb en antisentido y la de 1200 pb de sentido, sin embargo,
ésta ultima podria no tener algin cambio notable debido a la desviacion estandar
tan gran que tiene su expresion basal. Las construcciones de 800 pb en sentido y
1200 pb en antisentido no sufrieron algin cambio considerable (Figura 28).
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Figura 28. El factor S-sox5 inhibe la actividad transcripcional del promotor de
Catsperl murino en ambos sentidos en las lineas celulares MSC1 y GC1-spg.
Se realiz6 una cotransfeccion de las construcciones pCatsper y con la construccién
pcDNA3-S-sox5 en las lineas celulares MSC1 y GC1-spg. Los resultados fueron
graficados como numero de veces la actividad de luciferasa de pGL3-Basic basal.
A) Linea celular MSCL1. B) Linea celular GC1-spg. Los valores indican la media *
S.E.M. de las actividades relativas de luciferasa (n=3) y los asteriscos representan
las diferencias estadisticamente significativas comparando la actividad basal de

cada construccion contra las cotransfecciones con el factor transcripcional S-sox5.

8.4.3 La actividad transcripcional del promotor
bidireccional de Catsperl es activada por el
factor transcripcional Sox9 en la linea celular
MSC1

La sobreexpresion del factor Sox9 ya habia sido comprobada previamente (Mata
Rocha, tesis de doctorado) por lo que se procedié a realizar los ensayos de
cotransfeccion del vector pCMV-Sport6-Sox9 (Invitrogen) con las construcciones del
promotor de Catsperl murino para analizar si el factor Sox9 es capaz de regular la

expresion del mismo.

Se observo que la sobreexpresion de Sox9 incrementd de gran manera la actividad
transcripcional de las 4 construcciones utilizadas en la linea celular MSC1, siendo
las mas importantes la construccion de 800 pb en antisentido donde se incremento
hasta 7 veces mas en comparacion con la expresion basal de dicha construccion.
Asi mismo la construccion de 1200 pb en sentido incrementd hasta 3.7 veces mas
que la actividad basal de esa misma construccion. Las construcciones de 800 pb y
1200 pb en antisentido tuvieron un incremento menor de aproximadamente 3 veces

en comparacion con su respectiva actividad basal (Figura 29).
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Figura 29. El factor Sox9 incrementa la actividad transcripcional del promotor
de Catsperl murino en ambos sentidos en la linea celular MSC1. Se realiz6 una
cotransfeccion de las construcciones pCatsper y con la construccion pCMV-Sport6-
Sox9 en la linea celular MSCL1. Los resultados fueron graficados como nimero de
veces la actividad de luciferasa de pGL3-Basic basal. Los valores indican la media
+ S.E.M. de las actividades relativas de luciferasa (n=3) y los asteriscos representan
las diferencias estadisticamente significativas comparando la actividad basal de

cada construccion contra las cotransfecciones con el factor transcripcional Sox9.

8.4.4 Unicamente la actividad transcripcional del
promotor en sentido (Catsperl) es activado por
el factor transcripcional Sox9 en la linea celular
GC1-spg

Al igual que en la linea celular MSC1, se realizaron ensayo de cotransfeccion con

las 4 construcciones pCatsper y la construccibon pCMV-Sport6-Sox9 para

sobreexpresar el factor transcripcional Sox9 en la linea celular GC1-spg.
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En esta linea se observo que Sox9 sdlo incrementaba la actividad transcripcional
de las construcciones en sentido, siendo la mas importante la construccion de 1200
pb en sentido donde se incrementd 2 veces mas en comparacion con la expresion
basal de dicha construccién. De igual forma la construccion de 800 pb en sentido
tuvo un incremento casi imperceptible de 1.2 veces mas que la actividad basal de
esa misma construccion. Las construcciones de 800 y 1200 pb en antisentido no
tuvieron ningun cambio significativo con la sobreexpresion del factor Sox9 (Figura
30).
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Figura 30. El factor Sox9 incrementa la actividad transcripcional Gnicamente
en sentido al gen Catsperl murino del promotor de dicho gen en la linea
celular GC1-spg. Se realizdé una cotransfeccion de las construcciones pCatsper y
con la construccion pCMV-Sport6-Sox9 en la linea celular GC1-spg. Los resultados
fueron graficados como nimero de veces la actividad de luciferasa de pGL3-Basic
basal. Los valores indican la media + S.E.M. de las actividades relativas de
luciferasa (n=3) y los asteriscos representan las diferencias estadisticamente
significativas comparando la actividad basal de cada construccion contra las

cotransfecciones con el factor transcripcional Sox9.
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8.4.5 La actividad transcripcional del promotor de
Catsperl es activada en sentido mientras en
antisentido (Catsperlau) es reprimida por el
factor transcripcional Sox17 en las lineas
celulares MSC1y GC1-spg

Se realizaron ensayos de cotransfeccion de la construccion pcDNA3-Sox17 junto
con las 4 construcciones pCatsper para analizar si el factor Sox17 es capaz de

regular la expresion del promotor de Catsperl murino.

De forma interesante la sobreexpresion del factor Sox17 incremento la actividad
transcripcional de las construcciones de 800 y 1200 pb en sentido siendo mayor el
incremento en la linea celular MSC1 (de 6 a 14 unidades relativas de luciferasa)
mientras que en la linea celular GC1-spg el incremento fue de 1.5 a 3.2 unidades
relativas de luciferasa. Sorprendentemente, hubo wuna disminucion de
aproximadamente la mitad en la actividad transcripcional de las construcciones de

800 y 1200 pb en antisentido en ambas lineas celulares (Figura 31).
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Figura 31. El factor Sox17 incrementala actividad transcripcional del promotor
en sentido (Catsperl) y la inhibe en antisentido (Catsperlau) en las lineas
celulares MSC1 y GC1-spg. Se realizé una cotransfeccion de las construcciones
pCatspery con la construccion pcDNA3-Sox17 en las lineas celulares MSC1 y GC1-
spg. Los resultados fueron graficados como numero de veces la actividad de
luciferasa de pGL3-Basic basal. A) Linea celular MSC1. B) Linea celular GC1-spg.
Los valores indican la media £ S.E.M. de las actividades relativas de luciferasa (n=3)
y los asteriscos representan las diferencias estadisticamente significativas
comparando la actividad basal de cada construccion contra las cotransfecciones

con el factor transcripcional Sox17.
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9. DISCUSION

Catsperl es un gen que se expresa exclusivamente en el espermatozoide y codifica
una proteina perteneciente a un canal de calcio. Este gen se localiza en la pieza
principal del flagelo del espermatozoide y es requerido para la hiperactivacion de la
motilidad del espermatozoide (Ren et al., 2001). Mutaciones en este gen se han
relacionado con la infertilidad masculina (Avenarius et al., 2009) y para comprender
mejor su regulacion transcripcional se ha realizado el analisis in silico del promotor
del gen Catsperl murino, asi como estudios experimentales para determinar sitios
importantes para su regulacién transcripcional, encontrandose que es regulado por
los factores de transcripcion Sox5 y Sox9 (Mata Rocha et al., 2013). Estudios
recientes también encontraron que el gen tenia una actividad bidireccional y
regulaba la expresiébn de un nuevo gen que codifica para un RNA largo no
codificante denominado Catsperlau (Jiménez Badillo, tesis de maestria). Sin
embargo, se desconocen los factores que regulan a este nuevo geny si los factores
Sox podrian estar implicados regulando de forma activa tanto a Catsperl como a

Catsperlau.

Para contribuir al entendimiento de la regulacion transcripcional de estos genes, en
este trabajo, se analizo in vitro la actividad transcripcional del promotor bidireccional
y se demostré que los factores Sox (especificamente S-sox5, Sox9 y Sox17)
contribuyen a la regulacion transcripcional de ambos genes. Para ello se realizo la
clonacion de los factores de transcripcion en un plasmido de expresion en
eucariontes con el promotor del virus citomegalovirus (CMV). Posteriormente se
utilizé un sistema lo mas parecido al ambiente celular en donde se expresa Catsperl
ya que su expresion es exclusiva en testiculo durante la meiosis de la
espermatogénesis, sin embargo, no se cuenta con una linea celular que alcance los
estadios de espermatidas redondas que es donde comienza la expresion de este
gen. Por otro lado, estudios recientes han demostrado que la expresion de
Catsperlau existe tanto en células somaticas de testiculo (células de Sertoli) como

en células germinales (espermatogonias), por lo que los ensayos de este trabajo se
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realizaron en las lineas celulares MSC1 (derivadas de células de Sertoli de ratén) y
GC1-spg (derivadas de espermatogonias de ratdn), que corresponde a un estado
de célula diploide entre espermatogonias tipo B y espermatocito primario de ratén
(Hofmann et al., 1992). Estudios previos realizados en GC1-spg con el promotor de
Catsperl murino mostraron que no habia actividad transcripcional hacia el gen
Catsperl en células GC1-spg ademas de demostrar que el factor de transcripcion
Sox9 no se expresaba en esta linea celular (Mata Rocha et al., 2013) debido a que
la expresidn de este gen se da principalmente en un estado haploide y que
probablemente en estas células existan factores aun no reportados que repriman

Su expresion.

Nuestros estudios sobre la actividad basal de las diversas construcciones del
promotor de Catsperl murino en las lineas celulares MSC1 y GC1-spg, indicaron
que la activacion del promotor se puede estar llevando a cabo por los sitios SOX.
Estos sitios tienen como secuencia 5-AACAAT-3’ y pueden ser reconocidos por
multiples factores Sox, sin embargo existen factores Sox que expresan isoformas
especificas de testiculo como es el caso de los factores S-sox5 (Li et al., 1998) y
Sox17 (Kanai et al., 1996) que podrian tener un papel en dicha regulacién. También
se ha demostrado la transactivacion por el factor Sox9 ya que este factor se expresa
en ceélulas de Sertoli (MSC1), donde se observa una elevada actividad
transcripcional en sentido del promotor Catsperl mientras que en las células GC1-
spg no hay una expresion del factor Sox9 por lo que no se observa una actividad
del mismo promotor. Por otro lado, en ambas lineas celulares (MSC1 y GC1-spg)
se observa que la actividad transcripcional en antisentido del promotor del gen
Catsperl se mantiene activa en la construccion pCatsper800AS a pesar de las
diferencias en la expresion del factor Sox9 de las lineas celulares. Sin embargo, en
la construccion pCatsperl200AS se observa que la actividad transcripcional en
antisentido (Catsperlau) se inhibe por completo, lo que podria significar que en ese
fragmento de 400 pb existe una secuencia o una zona de represion a la cual se

pudiera estar uniendo un factor de represion que inhiba la actividad transcripcional.
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Los factores Sox se unen al DNA en la secuencia consenso 5-AACAAT-3’, sin
embargo existen diferentes variantes las cuales le permiten tener una mayor o
menor afinidad. En el caso del factor S-sox5, éste tiene preferencia en el extremo 5’
por los nucledtidos T (T/A) y en el extremo 3’ por A, mientras que Sox9 tiene
preferencia en el extremo 5’ por los nucleétidos AG y en el 3’ por GG. En el caso de
Sox17 es muy similar a la secuencia de Sox9 ya que tiene preferencia en el 5’ por
los nucleétidos AG y en el 3’ por el nucledtido G (Mertin et al., 1999) siendo la Unica
diferencia las células donde se expresan estos factores, ya que el factor Sox17 se
expresa en estadios tempranos de la espermatogénesis como lo son las

espermatogonias, mientras que el factor Sox9 se expresa en células de Sertoli.

Los experimentos in vitro donde se sobreexpresa el factor transcripcional S-sox5
demuestran que es un factor que reconoce y se une a los sitios SOX presentes en
el promotor bidireccional de Catsperl tanto en la cadena sentido como en la cadena
antisentido ya que en ambas lineas celulares la actividad transcripcional de los
genes reporteros disminuye hasta casi ser nula. Esto es de esperarse ya que el
factor S-sox5 no cuenta con un dominio de transactivacion que pueda reclutar a la
maquinaria transcripcional, sino que cuenta con el dominio HMG (caja de alta
movilidad) el cual le permite unirse al DNA y dos dominios de dimerizacion, los
cuales le permiten unirse a los factores Sox6 y Sox9. Una vez que el factor S-sox5
se une al factor Sox9 tienen un efecto sinérgico en el incremento de la actividad

transcripcional del gen Catsperl (Mata Rocha et al., 2013).

Se ha reportado que el factor S-sox5 se encuentra en las gonadas masculinas de
ratbn encontrando su punto maximo de expresion en espermatidas redondas
(Denny et al., 1992) que es también el pico de expresion del gen Catsperl por lo
qgue podria tener un papel muy importante realizando un efecto sinérgico con el
factor Sox9 uniéndose a los sitios Sox y reclutando al factor Sox9, el cual a su vez
se uniria a otros sitios Sox y podria reclutar la maquinaria transcripcional a traves

de su dominio de transactivacion.

En lo que respecta al factor Sox9 se observo que era capaz de unirse a algunos
sitios SOX del promotor bidireccional en la cadena sentido (Mata-Rocha et al., 2014)
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por lo que es probable que se una a otro sitio SOX en la cadena antisentido. En la
linea celular MSC1 Sox9 promovié la actividad transcripcional tanto en sentido
(Catsperl) como en antisentido (Catsperlau) mientras que en la linea GC1-spg la
regulacion solo se dio en direccion a Catsperl incrementando su actividad
transcripcional, lo que concuerda con estudios previos realizados (Mata Rocha et
al., 2013). La diferencia en la regulacién de la actividad transcripcional entre una
linea y otra podria ser debido a la unidon de otros factores como es el factor de
transcripcion ICER (inducible AMPc early repressor) en el sitio CRE del promotor de
Catsperl, el cual es un potente represor de los genes inducibles por AMPc. Sin
embargo, la importancia de este factor transcripcional debera ser estudiada con

mayor detalle.

Previamente se ha detectado el factor de transcripcion Sox9 en la gbnada masculina
de raton adulto, donde se observd su presencia en nucleo de células germinales
gue se encuentran en division meidtica (espermatocito primario y secundario) y
espermatidas redondas (Mata Rocha, tesis de doctorado). La localizacién nuclear
de este factor junto con S-sox5 en los mismos estadios celulares de la
espermatogénesis es indispensable para que se ejerza un efecto sinérgico en la
regulacion de la expresion de Catsperl y Catsperlau, sin embargo, aun se
requieren mas estudios que verifiquen la presencia de ambos factores presentes al
mismo tiempo en el ndcleo de espermatidas, asi como del efecto de su regulacion

en el nuevo gen Catsperlau.

Finalmente, se encontrd que tanto en las células MSC1 como en las GC1-spg Sox17
incrementaba la actividad transcripcional del gen Catsperl mientras que al mismo
tiempo inhibe la actividad transcripcional del gen Catsperlau. Este factor no
contiene dominios de dimerizacion, por lo que no puede interactuar con otros
factores como es el caso del factor S-sox5 y Sox9, sin embargo, contiene la caja
HMG la cual le permite unirse al DNA y también contiene un dominio de
transactivacion el cual le permite reclutar la maquinaria transcripcional y de esta
forma iniciar la transcripcion. Existen dos isoformas conocidas del factor Sox17, la
primera de ellas nombrada solamente Sox17 es la utilizada para este proyecto y
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contiene su caja HMG intacta; esta isoforma se ha encontrado expresada en mayor
cantidad en espermatogonias, por lo que podria ser que regule la transcripcion del
mensajero del gen Catsperl en esta etapa, sin embargo, alin no se exprese la
proteina. Conforme avanza la espermatogénesis la isoforma Sox17 deja de
expresarse hasta los espermatocitos y comienza la produccion de la segunda
isoforma denominada t-Sox17. Esta isoforma contiene una delecion parcial de la
caja HMG lo cual no le permite funcionar como factor de transcripcion. A pesar de
gue hoy en dia aun se desconoce su funcién, se ha encontrado que la isoforma t-
Sox17 se expresa en células de etapas mas avanzadas de la espermatogénesis
como es el caso de las espermatidas redondas. Sin embargo, t-sox17 no se
encuentra en el nucleo sino en el citoplasma de la célula, mas especificamente en
la periferia donde podria ayudar en los cambios estructurales de las células ya que

puede interactuar con la proteina beta catenina (Kanai et al., 1996).

Con base en lo anterior descrito se ha demostrado que los factores de transcripcion
Sox tienen un papel muy importante no solo en la actividad transcripcional del gen
Catsperl, sino también en la regulacion del nuevo gen Catsperlau ya que tienen la
capacidad de unirse a los sitios Sox del promotor bidireccional y regular la expresion
de dichos genes. Debido a las diferencias de los estadios donde se expresan los
diferentes factores Sox puede ser que la expresién de estos genes pueda ser
regulada por diferentes factores Sox utilizando los mismos sitios de unién, como es
el caso del factor Sox9, cuya secuencia de reconocimiento de mayor afinidad varia
solo por un nucleétido con el factor Sox17. Sin embargo, es improbable que estos
factores compitan por el sitio de unidon ya que se expresan en diferentes estadios de
la espermatogénesis. Lo anterior no aplica para los factores S-sox5 y Sox9 que
coexisten en el nucleo de las células en el mismo estadio de la espermatogénesis
(espermatidas redondas) y se ha demostrado su efecto sinérgico en la regulacion
del gen Catsperl por lo que seria interesante estudiar su cotransfeccion en las
lineas celulares MSC1 y GC1-spg y observar si de la misma forma se obtiene un
efecto sinérgico en la expresion del gen Catsperlau.
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10. CONCLUSIONES

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Los sitios de unidn Sox participan en la regulacion transcripcional del
promotor del gen Catsperl tanto en sentido (Catsperl) como en antisentido

(Catsperlau).

El factor de transcripcion S-sox5 inhibe la actividad transcripcional del

promotor de Catsperl murino en ambos sentidos.

El factor de transcripcidon Sox9 incrementa la actividad transcripcional de
mayor forma en la construccion de 1200pb en sentido y la construccion de
800pb en antisentido en la linea celular MSC1 mientras que en la linea celular
GC1-spg Unicamente la construccion de 1200 pb en sentido tuvo un

incremento en la actividad transcripcional.

El factor de transcripcion Sox17 incrementa la actividad transcripcional
anicamente en sentido al gen Catsperl en la construccion de 1200 pb
mientras que inhibe la actividad transcripcional en sentido al gen Catsperlau

en la construccion de 800 y 1200 pb.
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PERSPECTIVAS

Realizar deleciones del promotor de Catsperl murino para encontrar el

promotor basal que regula la actividad del gen Catsperlau.

Evaluar la interaccion fisica de los factores transcripcionales S-sox5, Sox9 y
Sox17 con los sitios de union Sox presentes en el promotor bidireccional del

gen Catsperl murino.

Evaluar el efecto de la sobreexpresion simultanea de los factores

transcripcionales S-sox5, Sox9 y Sox17 en las lineas celulares MSC1 y GC1-

spg.
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13. ANEXOS

Anexo 1. Verificacion de las construcciones pCatsper.
Representaciones de las construcciones pCatsper de 800 y
1200 pb en sentido y antisentido realizadas en el programa
SnapGene de acuerdo a la descripcion de su clonaciéon. Se
encuentran sefialados los sitios de restriccion utilizados para
verificar la construccion. En color azul se encuentran las

construcciones en sentido y en rojo las antisentido.
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Anexo 2. Construccion portadora del gen S-soxb5. Se
observa el plasmido pcDNA3 con el gen S-sox5 clonado en una
representacion realizada en el programa SnapGene. Se
encuentran marcados los sitios Hindlll y BamHI los cuales
fueron utilizados para clonar el gen previamente mencionado.

El gen S-sox5 y su direccionalidad estan representados por la
flecha azul.
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Anexo 3. Construccion portadora del gen Sox17. Se
observa el plasmido pcDNA3 con el gen Sox17 clonado en una
representacion realizada en el programa SnapGene. Se
encuentran marcados los sitios Hindlll y Xhol los cuales fueron
utilizados para clonar el gen previamente mencionado. El gen
Sox17 y su direccionalidad se encuentran representados por la
flecha verde.
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