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RESUMEN

El gen Catsper2 codifica para una de las 4 alfa proteinas que integran el canal
CATSPER del espermatozoide, el cual es relevante en la fertilidad masculina porque
permite que los espermatozoides fecunden al 6vulo. Asimismo, se ha visto que
deleciones en dicho gen provocan infertilidad masculina. Catsper2 es el primero en
expresarse, y la expresion de las proteinas alfa CATSPER2 y CATSPERL1 es
codependiente. Estas observaciones sugieren una posible regulacion de los genes
Catsperl, 3 y 4 por Catsper2, sin embargo, la regulacién transcripcional de estos
genes es poco conocida. En este sentido, un andlisis in silico indico que el promotor
de Catsper2 murino tiene sitios de unién para factores de transcripcion responsivos
a cCAMP (CRE). Un miembro importante de esta familia que es capaz de activar a
12 genes durante la fase post-meiética de la espermatogénesis es el factor CREM.
Con el fin del entender la regulacién a nivel transcripcional del gen Catsper2 murino,
en este trabajo se analiza si dicho factor transcripcional es capaz de activar al
promotor de Catsper2 murino. Para esto, el promotor del gen Catsper2 se clono rio
arriba del gen reportero de luciferasa y se cotransfectd en las lineas celulares de
células germinales de raton (GC-1spg) y de células de Sertoli de raton (MSC-1) junto
con el factor CREMz. Los resultados indicaron que al sobreexpresar el factor
CREMr, aumenta la actividad del promotor Catsper2 en ambas lineas celulares.
Posteriormente se deletaron los sitios CRE cercanos al sitio de inicio de la
transcripcion (TSS) para ver si estos eran funcionales. Los resultados indicaron que
el sitio encontrado consenso CRE2, cuya ler base se encuentra ubicada a +152 pb
rio abajo del TSS podria ser funcional, ya que su delecion provocé un aumento en
la actividad del promotor, lo que sugiere que una isoforma represora de CREM
pudiera estar ocupando ese sitio y regulando negativamente al promotor de
Catsper2 murino. Sin embargo, la delecion del sitio CRE1 localizado a -76 bases
del TSS no produjo ningdn cambio en la actividad transcripcional auln

sobreexpresando a CREMrt lo que sugiere que no es funcional.
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ABSTRACT

The Catsper2 gene encodes for one of the four alfa proteins of the sperm CATSPER
channel, which is important for male fertility because it allows the sperm to fertilize
the ovocyte. In addition, it has been shown that deletions of Catsper2 gene produce
male infertility. Catsper2 is the first member of the Catsper family to be expressed,
and the expression of this protein and CATSPER2 is codependent. These
observations suggest the regulation of Catsper 1, 3 and 4 by Catsper2.
Nevertheless, little is known about the transcriptional regulation of their genes. Anin
silico analysis shows several CRE (CAMP Responsive Elements) binding sites on
the murine Catsper2 promoter. An important member of the family, known as
CREMT1, is capable of turning on 12 genes during the postmeiotic phase of
spermatogenesis. To understand the transcriptional regulation of the murine
Catsper2 gene, in this work we analyzed whether CREM~ is capable of turning on
the murine Catsper2 promoter. With this purpose, the murine Catsper2 promoter
was cloned upstream of the luciferase reporter gene, and this construct was co-
transfected into mouse GC1-spg germ cells, and MSC-1 somatic Sertoli cells, with
the construction for overexpressing CREMrt. Our results showed that CREMt
activated murine Catsper2 promoter in both cell lines. The CRE sites nearby the
transcription starting site (TSS) were deleted to investigate whether they are
functional. The results showed that the deletion of CRE2 consensus site, whose first
base is +152 downstream of the TSS, could be functional because the transcriptional
activity increased. However, this activity was irrespective of CREMt overexpression
suggesting that a repressor isoform of CREM could bind to this site and negatively
regulate the murine Catsper2 promoter. The transcriptional activity did not change
upon the deletion of the CREL site located at -76 bases regarding the TSS even
under CREMrt overexpression suggesting that this site may not be functional.
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INTRODUCCION

Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso complejo en el cual se diferencian las células
reproductoras masculinas, desde una célula madre diploide hasta una célula
haploide altamente especializada conocida como espermatozoide. Dicho proceso
comprende la diferenciacion y autorenovamiento de las células madres
progenitoras, meiosis y espermiogeénesis bajo la influencia de las células de Sertoli
(Guraya, 1987). La espermatogénesis se lleva a cabo dentro del compartimento
tubular de los testiculos, donde se encuentran las células germinales y dos tipos de
células somaéticas, las células de Leydig y las células de Sertoli. Las células
somaticas son las encargadas de regular el proceso, puesto que las células de
Leydig bajo la influencia de la hormona luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH)
producen testosterona, la cual estimula la transcripcion de genes en células de
Sertoli y esto promueve la diferenciacion germinal (Jakobsen & Pelham, 1988;
Griswold, 1998; Zhang & Gopalakrishnan, 2005; Weinbauer, Gerhard F. et al.,
2010).

La espermatogénesis consta de tres etapas:

1. Mitosis de células madre germinales.
2. Meiosis.

3. Espermiogénesis (maduracion de espermatozoides).

Al inicio de la espermatogénesis, las células madre germinales llamadas
espermatogonias toman tres posibles rutas: 1) pasar por mitosis para auto
renovarse y mantener la poblacion, 2) ir a apoptosis o 3) diferenciarse para continuar
con el proceso y convertirse en espermatozoides. Las espermatogonias se
encuentran ubicadas en la lamina basal del tubo seminifero y de estas pueden
distinguirse dos tipos, la Ay la B, donde la primera se queda en la lamina basal para
servir como precursor celular y la B entra al proceso de diferenciacién para

convertirse en espermatozoide. Posteriormente en la profase meiotica (meiosis 1) la



espermatogonia tipo B se divide para dar origen al espermatocito preleptoteno, el
cual prepara su material genético para entrar en la fase meiotica. Durante la fase
meidtica Il el espermatocito secundario se divide en espermatidas tempranas, las
cuales son haploides. Durante la meiosis hay dos rondas sucesivas de division
celular, sin embargo, sélo existe una ronda de duplicacion cromosomal, por dicha
razon la espermatida temprana es haploide. En la etapa final, conocida como
espermiogénesis, las espermatidas se diferencian a espermatozoides a través de
una serie de procesos morfogenéticos complejos, donde las espermatidas se
alargan, se compacta el material genético, se expulsa el citoplasma y se sustituyen
las histonas por protaminas para dar origen al espermatozoide maduro. Dichos
cambios se dan mientras la célula se desplaza hacia el epididimo, donde finalmente
se asienta hasta la eyaculacion (Fig.1) (Guraya, 1987; Zhang & Gopalakrishnan,
2005).
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© 2010 Encyclopadia Britannica, Inc.

Figura 1. Etapas de la espermatogénesis. Modificado de Britannica (2010).
Una vez diferenciados, los espermatozoides constan de dos partes principales, la
cabezay la cola, a su vez, ésta ultima se divide en el cuello, la pieza media, la pieza

principal y la pieza final (Fig.2). La cabeza contiene el nacleo haploide compactado

=) ~Espermatogonia



y el acrosoma, una vesicula secretoria especializada llena de enzimas hidroliticas
que le ayudard para la fecundacion del 6vulo. Por su parte en la cola se encuentran
todos los elementos necesarios para la motilidad del espermatozoide, la cual es
sumamente importante para la fertilizacion (Guraya, 1987; Zhang & Gopalakrishnan,
2005).

Acrosoma v

Cabeza
Membrana celular

Nucleo

Mitocondria =

Axonema ——
- Cola

Figura 2. Anatomia del espermatozoide. Modificado de Lishko et al. (2012)

A pesar de todo este proceso de diferenciacion, un espermatozoide todavia no es
capaz de fertilizar un évulo por si mismo, sino que necesita pasar por un proceso
conocido como capacitacion, que se da mientras el espermatozoide viaja a través
del tracto reproductor femenino. Durante la capacitacion el espermatozoide pasa
por cambios tanto bioquimicos como morfolégicos, entre los que destacan la
reorganizacion de la membrana espermatica, cambios en su fluidez, esto ultimo
debido a un eflujo de colesterol de la membrana, permitiendo mayor permeabilidad
por bicarbonato [HCO®] y Ca*? (Zhang & Gopalakrishnan, 2005; Ickowicz et al.,
2012). Ademas, el espermatozoide sufre cambios en la fosforilacion de sus
proteinas, en la actividad de proteincinasas, cambios de pH intracelular y un
aumento de los niveles de adenosin monofosfato ciclico (cAMP) (Ickowicz et al.,
2012). Todos estos eventos le confieren la motilidad necesaria al espermatozoide
para llegar al 6vulo. Una vez entrando en contacto con las glicoproteinas de la zona

pellcida, el espermatozoide lleva a cabo la reaccion acrosomal, en la cual, se



promueve la exocitosis del contenido vesicular, lo que permite al espermatozoide
atravesar las capas externar del ovocito y fecundarlo. Se ha observado que para
que se lleve a cabo la reaccién acrosomal, es necesario el influjo de Ca*? y la
presencia de la glicoproteina de la zona pelicida ZP3. De igual manera es necesario
gue el espermatozoide se hiperactive para que pueda penetrar el ovocito, lo cual
también es regulado por la entrada de Ca*? al espermatozoide a través de los

canales de Calcio (Zhang & Gopalakrishnan, 2005).

Los canales de calcio son esenciales para la maduracion y la capacitaciéon del
espermatozoide y dentro de los canales de calcio que se encuentran en el
espermatozoide encontramos a CATSPER, un canal que se expresa Unicamente en

testiculo y se ha visto que tiene relevancia en la fertilidad del espermatozoide.

Canal CATSPER

El canal CATSPER (por sus siglas en inglés “Cation Channel of Sperm”) es un canal
catiénico que permite el influjo de iones Ca*? que se encuentra Unicamente en
espermatozoide. El primer gen que codifica para una subunidad del canal fue
descubierto en 2001 por Ren et al, y a partir de esa fecha se han descubierto 7
genes que codifican para las proteinas que forman el canal CATSPER. Asimismo,
se ha descrito que el canal es vital para la fertilidad, por lo que se ha propuesto que
el canal puede ser un blanco terapéutico para tratar la infertilidad humana o,

contrariamente, como anticonceptivo masculino.

Arquitectura del canal CATSPER Yy localizacion

El canal se encuentra formado por cuatro subunidades a o principales (CATSPER-
1-4) y tres subunidades auxiliares (CATSPER B, y, ) que son esenciales para la
funcién del canal, puesto que cuando se hace knock out de alguna subunidad, es
practicamente imposible detectar alguna otra, por lo que se ha sugerido que la falta
de alguna subunidad puede llevar a la degradacion de las otras (Quill et al., 2001;
Ren et al., 2001; Lobley et al., 2003; Liu et al., 2007; Wang et al., 2009; Chung et
al., 2011).

Cada subunidad a cuenta con seis regiones transmembranales (S1-S6), que forman
dos sitios activos, el primero le sirve como dominio sensor de voltaje (S1-S4) y el

4



segundo como dominio formador del poro (S1 P-loop-S6). En el cuarto segmento
transmembranal las subunidades cuentan con varios residuos de aminoacidos
cargados positivamente (Arg/Lys), los cuales se cree que sirven como sensores de
voltaje, ademas, cuenta con la secuencia consenso [T/S] x [D/E] x W, compartida
entre los canales de CaV que le confiere la especificidad por el ion calcio (Lobley et
al., 2003). Las subunidades auxiliares poseen ya sea dos regiones
transmembranales () o solamente una (y, 8) (Fig. 3a) (Liu et al., 2007; Wang et al.,
2009; Chung et al., 2011). Se cree que el canal se ensambla en forma de tetrAmero
con las subunidades auxiliares alrededor (Fig. 3b) (Lobley et al., 2003) y que su
accion puede estar regulada por la interaccion con otros canales. El canal se
encuentra localizado en la pieza principal del flagelo, donde se ha demostrado que
permea calcio para la hiperactivacién del espermatocito (Quill et al., 2001; Ren et
al., 2001; Lobley et al., 2003; Liu et al., 2007; Wang et al., 2009; Chung et al., 2011).
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Figura 3. Canal CATSPER. A) Estructura de las subunidades CATSPER. B) Estructura
del Canal CATSPER. Modificado de Darszon et al. (2011) y Lishko et al. (2012).

Expresién de los genes CATSPER

La expresion de los genes Catsper es especifica de testiculo, sin embargo, la
expresion de Catsper-4 también ha sido detectada en pulmén y placenta (Quill et
al., 2001; Ren et al., 2001; Lobley et al., 2003; Liu et al., 2007; Wang et al., 2009;
Chung et al., 2011). Los genes Catsper en ratdbn se encuentran ubicados en

diferentes cromosomas y tienen diferentes tamafios (Tabla 1).



Tabla 1. Posicion de los genes Catsper en raton. Modificado de Sun, XH et al. (2017).

Nombre Cromosoma Exones Aminoéacidos
(raton)
Catsperl 192 13 686
Catsper2 2E5 16 588
Catsper3 13B1 9 395
Catsper4 4D3 12 442
Catsperp 12E 27 1109
Catspery 7B1 30 1145
Catsperd 17D 28 805

Los genes Catsper son transcritos en diferentes tiempos durante la
espermatogénesis, encontrandose la presencia de Catsperl, 3y 4 en etapas tardias
(esperméatidas), mientras que Catsper2 ha sido encontrado en etapas mas
tempranas (espermatocito primario), en tanto que las subunidades son expresadas
tanto en espermatocitos como en espermatidas (Quill et al., 2001; Ren et al., 2001,
Schultz et al., 2003; Jin et al., 2005; Liu et al., 2007; Qi et al., 2007; Wang et al.,
2009; Chung et al., 2011).

De manera interesante, Catsper2 es el primer gen en expresarse (dia 8) durante el
desarrollo postnatal de los ratones, seguido de una expresion casi idéntica de
Catsperl,3y 4 (Li et al., 2007); ademas se ha observado que en ratones nulos en
Catsper2, no existe presencia de proteina de Catsperl y viceversa, por lo cual se
dice que la expresion de Catsperl y 2 es codependiente. Estos resultados podrian

sugerir una posible regulacién de los genes Catsper por el transcrito de Catsper2.

Funcion del canal CATSPER

Estudios de knock out en los genes Catsper han demostrado que la pérdida de
cualquier subunidad del canal es esencial, puesto que al hacer knock out de
Catsperl no era posible detectar cualquier otra subunidad del canal en la membrana

del espermatozoide, por lo tanto, el canal no se formaba y esto afectaba su funcion.



Se ha demostrado que el knock out de cualquier gen de Catsper produce infertilidad
sin producir cambios morfolégicos en los testiculos o los espermatozoides, sin
embargo, la permeabilidad de Ca?* se ve afectada, por lo que los espermatozoides
no pueden ser hiperactivados para poder penetrar las capas protectoras del ovocito
y fecundarlo (Quill et al., 2001; Ren et al., 2001; Carlson et al., 2003; Liu et al., 2007;
Wang et al., 2009; Chung et al., 2011).

De igual manera, se ha observado una relacibn en pacientes infértiles con
anormalidades en Catsperl y pacientes con astenozoospermia con la falta del gen
Catsper2 (Avidan et al., 2003; Avenarius et al., 2009).

Regulacion y sefalizacién del canal CATSPER

CATSPER es un canal que es regulado a través de diferentes vias, entre las que se
destacan la alcalinizacion intracelular y moléculas como hormonas. Se ha visto que
CATSPER responde a una regulacion intracelular del pH y, se sugiere que esto lo
hace a través de su zona rica de histidinas en el extremo amino terminal de la
subunidad Catsperl, puesto que dichas histidinas podrian servirle para sensar el

pH intracelular (Ren et al., 2001).

También se ha descrito que la activacion del canal CATSPER es influenciada por el
tracto genital femenino, ya que el canal responde a estimulos por progesterona,
prostaglandinas y proteinas de la zona pelucida (ZP3), lo cual incrementa el influjo
de calcio a través del canal para que el espermatozoide pueda ser hiperactivado y
fecunde al ovocito (Xia & Ren, 2009; Lishko et al., 2011)

Se sabe que los nucleétidos ciclicos como cAMP, pueden incrementar el influjo de
Ca*? en los espermatozoides, sin embargo, esto no sucede en aquellos nulos en
Catsperl, aunque, se ha demostrado que no lo activan directamente, pero, podrian
estimular su activacién de manera indirecta al incrementar el pH intracelular (Ren et
al., 2001; Ren & Xia, 2010).

Como se ha visto, la regulacion de Catsper se ha enfocado mas en la forma de
activacion del canal, sin embargo, la regulacion genética no ha sido descrita, por lo

gue seria importante tratar de elucidar el mecanismo de regulacion génica de los
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componentes del canal, para poder asi encontrar tratamientos para la infertilidad

humana o para el desarrollo de anticonceptivos masculinos.

ANTECEDENTES

Analisis de la region promotora de los genes CATSPER

Uno de los mecanismos que regula transcripcionalmente la expresion génica es a
través de secuencias que rodean al gen cercanas al inicio de la transcripcion, dichas
secuencias son conocidas como secuencias promotoras. Al promotor pueden
unirsele proteinas conocidas como factores de transcripcion, que al tener contacto
con el DNA pueden activar el gen reclutando la maquinaria de transcripcion, o, por
el contrario, pueden unirse al DNA evitando el reclutamiento de la maquinaria

transcripcional y asi reprimir el gen.

A pesar de que los mecanismos de regulacién transcripcional se han estudiado
mucho, la regulacion de la region promotora de muchos genes no se ha analizado.
Tal es el caso de los genes que codifican para el canal CATSPER. Pocos estudios
se han llevado a cabo para entender la regulacion transcripcional de dichos genes,
por lo que nuestro grupo de trabajo se dio a la tarea de tratar de caracterizar dichos

promotores.

Mediante andlisis bioinformaticos se determiné un promotor para Catsperl humano
de ~739 pb incluia el exén 1 del gen. Ademas, mediante analisis in silico, se
determinaron secuencias consenso de unién a factores de transcripcion, entre los
que se destacan la familia SOX, CRE, SRY y Spl. Mediante ensayos de proteccién
de DNasa se observé que efectivamente existia union de proteinas al DNA en estas
regiones, sugiriendo una posible regulacion transcripcional por dichos factores.
Asimismo, se encontraron sitios TATA y CAAT, sin embargo, el promotor de
Catsperl es TATAless ya que se conserva la actividad transcripcional al deletar
dichas secuencias del promotor. De manera interesante, se observo que el promotor

murino de Catsperl murino tenia actividad en antisentido, es decir, en direccion



contraria hacia Catsperl, sugiriendo que el promotor murino de Catsperl pudiera

tener actividad bidireccional (Mata-Rocha et al., 2013).

En otro estudio se encontré que el promotor minimo de Catsperl es de 394 pb (-
287 a +107). De igual manera, mediante analisis in silico se identificaron tres sitios
de unién de factores SOX, y se comprob6 que los factores SOX5 y SOX9 fungen
como reguladores transcripcionales del promotor, pues la actividad transcripcional
del promotor de Catsperl se incrementa cuando se sobreexpresan cada uno de
estos factores (Mata-Rocha et al., 2014).

A pesar de estos descubrimientos, hacen falta diversas investigaciones para poder
elucidar la regulacion del promotor de Catsperl. Asi mismo, no existen estudios en

sobre la regulacion transcripcional de los otros genes Catsper.

Andlisis de laregién promotora de Catsper2 murino

De los genes Catsper, Catsper2 es el primero que se expresa durante la
espermatogénesis, lo que podria sugerir que tenga una posible actividad
regulatoria. Sin embargo, sobre la regulacién transcripcional de Catsper2 no se

conoce nada, es por eso, que seria de interés caracterizar su promotor.

Previamente, en nuestro grupo de trabajo se aislaron dos regiones que contenian
los promotores putativos del gen Catsper2 murino y se clonaron en el vector pGL
4.10. La primera region contiene el promotor putativo de aproximadamente 800 pb,
la segunda region es de aproximadamente 1600 pb y ambas contienen parte del
primer exén (datos no publicados). De este modo, la region larga de 1600 pb
contiene el primer promotor putativo de 800 pb, méas otra regién promotora de
aproximadamente 600 pb, separada del primero por 200 pb aproximadamente.
Ambas construcciones fueron sometidas a analisis in silico para determinar qué
sitios de unién a factores de transcripcion contenian. Se encontraron sitios de union
CRE en sentido a Catsper2, al igual que lo reportado previamente para Catsperl
(Mata-Rocha et al, 2012), ademas, la expresion de factores, como CREMTt, se ha
detectado en testiculo en concordancia con la expresion del transcrito de Catsper2

murino.
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Factores transcripcionales

Los factores de transcripcion son proteinas que se encargan de activar o reprimir
genes y esto lo hacen mediante su union al DNA. Estas proteinas se unen al DNA
mediante el reconocimiento de secuencias consenso Yy, cuando se unen al DNA
pueden reclutar a la maquinaria transcripcional para asi activar el gen, o de manera
contraria, pueden unirse a sitios importantes para evitar que la maquinaria
transcripcional reconozca el sitio de inicio de la transcripcion y asi reprimir la

expresion del gen.

Como se describié anteriormente, el cCAMP juega un papel muy importante durante
la espermatogénesis, y existen factores transcripcionales que responden a la
cantidad de cAMP presente, tal es el caso de los elementos responsivos a CAMP
(CRE, por sus siglas en inglés). Dichos factores juegan un papel muy importante

tanto en la activaciéon como en la represién de muchos genes.

CREM

Los niveles de cAMP cambian en repuesta a sefiales extracelulares, lo que conlleva
a la expresion de muchos genes. Esto lo hace a través de la activacion
transcripcional a través de los elementos responsivos a CAMP (CRE), los cuales son
reconocidos por una familia de factores que tiene capacidad de unirse al DNA
conocida como CRE (Comb et al., 1986; Montminy et al., 1986; Yamamoto et al.,
1988).

Estos factores pertenecen a la familia Bzip (basic region/leucine zipper protein
(Kerppola & Curran, 1991). La regién bésica y el zipper de leucinas, permiten la
union de la proteina al DNA (Dwarki et al., 1990). Estos factores reconocen sitios en
el DNA denominados sitios CRE, cuya secuencia consenso es 5-TGACGTCA-3’
(Bokar et al., 1988). Los principales dominios que conforman a la familia son los
dominios de unién al DNA y de transactivacion (Q1, Q2 y KID) (Foulkes et al., 1991;
Ruppert et al., 1992; Don & Stelzer, 2002) (Fig. 6a). Las primeras isoformas de
CREM caracterizadas (CREMa, CREMB y CREBYy) tenian un dominio basico y de
zipper de leucinas, y una region KID, pero no regiones ricas en glutaminas (Q1 y

Q2), por lo cual se identificaron a estas isoformas como represoras, puesto que
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blogueaban la accion de otros factores transcripcionales (Foulkes et al., 1991).
Posteriormente se identificaron isoformas activadoras, las cuales se denominaron
CREMt (11, t2 y 13) (Fig. 6b) (Foulkes et al., 1992; Sanborn, 2000). Una
caracteristica importante de CREM, es que puede utilizar promotores alternativos
(P3 y P4), los cuales codifican otras isoformas denominadas CREM61 y CREM62
(Daniel et al., 2000). Otro promotor alternativo es P2, el cual se encuentra cerca del
3’, del cual surge una isoforma represora denominada ICER (inducible cAMP early
repressor) (Fig. 6b) (Molina et al., 1993).

El mecanismo por el cual CREMt es capaz de activar la expresion génica en células
germinales sigue siendo un misterio, sin embargo, se sabe que CREMt no necesita
fosforilarse como en células somaticas, en cambio, interactia con una chaperona
denominada ACT (activator of CREM in testis) (Fig7), y mediante un mecanismo no

elucidado recluta a la maquinaria de transcripcion basal (Fimia et al., 1999).
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Figura 4. Dominios e isoformas de CREM. Modificado de (Don & Stelzer, 2002).

Figura 5. Activacion por CREM<t en células germinales. Modificado de Sassone-Corsi
(2002).

Las isoformas represoras de CREM son encontradas en la fase pre-meidtica
durante la espermatogénesis, mientras que durante la etapa de espermatocitos
paquitenos hay un cambio que hace que se expresen las formas activadoras,
principalmente CREM<t (Ruppert et al., 1992; Daniel et al., 2000), sin embargo, la

proteina de las formas activadoras no ha sido detectada sino hasta fases post
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meioticas, en espermatidas (Behr & Weinbauer, 1999). El cambio de las formas
represoras a activadoras es debido a una modificacion en la estabilidad del mMRNA

de CREMT, debido al uso de otro sitio 5’ de poliadenilacion (Foulkes et al., 1993).

Se ha visto que CREM puede regular la actividad de algunos genes en células
germinales, entre los que se encuentran RT7, la proteina de transicion 1, la enzima
convertidora de angiotensina y calspermina (Delmas et al., 1993; Kistler et al., 1994;
Sun, Z et al., 1995; Zhou et al., 1996). En cuanto a su funcion en la reproduccion,
se ha visto que ratones knock out para CREMrt producen infertilidad en los ratones
macho, debido al arresto en la fase post meidtica de la espermatogénesis, ademas
de un aumento de apoptosis en células germinales (Blendy et al., 1996). De igual
manera, se encuentran bajos niveles de CREMrt en personas que padecen de
arresto en la maduracién de espermatidas redondas (Weinbauer, G. F. et al., 1998).
La expresion de las formas activadoras de CREM durante la fase post meidtica
sugiere que pudieran estar regulando a genes expresados en fases haploides de
las células germinales, ademas, se han encontrado diversos sitios CRE en genes
que codifican para proteinas estructurales del espermatozoide (Don & Stelzer,
2002).
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JUSTIFICACION

Durante la espermatogénesis se activan genes propios de este proceso, entre ellos
se encuentran los que codifican para el canal CATSPER, el cual es un canal
catiénico que permea Ca*? al espermatozoide, lo que ayuda a la hiperactivacion de
este y asi, a la fertilizacion del 6vulo. Por lo cual, los genes Catsper son de gran
importancia para la fertilidad masculina. Se sabe que la activacion del canal
CATSPER esta regulado por diversas moléculas, sin embargo, poco es lo que se
sabe de la regulacion transcripcional de los genes que lo codifican. Catsper2 es el
primer transcrito expresado durante la espermatogénesis, por lo cual podria fungir
como regulador de los deméas genes Catsper. Durante la espermatogénesis se
encuentran elevados los niveles de cAMP, pudiendo activar a factores de
transcripcion que responden a este factor. Asimismo, se ha demostrado que
CREMr, una isoforma especifica de testiculo es capaz de activar a 12 genes de la
espermatogénesis. Por ultimo, un analisis in silico de la region promotora de

Catsper2 ubico sitios de unién para factores CRE.

Por estas razones, seria de interés investigar si CREMz podria regular la actividad

transcripcional del promotor de Catsper2 murino.
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HIPOTESIS

El factor transcripcional CREMt regula al promotor de Catsper2 murino.

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto del factor transcripcional CREMt en la regulacion del promotor

de Catsper2 murino.
Objetivos Especificos

e Analizar in silico el promotor putativo de Catsper2 murino.

e Obtener la construccion para la sobreexpresion del factor transcripcional
CREMT.

e Determinar el efecto del factor transcripcional CREMt en la regulacién del
promotor Catsper2 murino.

e Detectar los sitios CRE funcionales dentro del promotor de Catsper2 murino.
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DISENO EXPERIMENTAL

Analisis in silico del promotor
putativo de Catsper2 murino

Promotor putativo Catsperzw (Clonacién del gen Cremr en
murino (pCat2-800) J L pcDNA3

Deleciones sitios
CRE en pCat2-300 J

Cotransfecciones:
GC-1spg
MSC-1

A 4

[ Ensayos de luciferasa J

Figura 6. Diagrama Experimental.
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METODOLOGIA

Construccion del promotor de 800 pb de Catsper2 murino

El promotor de 800pb de Catsper2 murino fue clonado anteriormente en el grupo de
trabajo a partir de la construccion de 1600 pb denominada pCat2-1600pb en el
vector pGL4.10.

Analisis bioinformatico

El andlisis bioinformético de la secuencia nucleotidica de aproximadamente 800 pb
rio arriba del promotor del gen Catsper2 murino fue realizado utilizando los

siguientes programas:
Matinspector (https://www.genomatix.de/matinspector.html)
TFBIND (http://tfbind.hgc.jp/)

Promo

(http://alggen.lsi.upc.es/cgibin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3)

Se usaron valores de astringencia altos para obtener mejores predicciones (Tabla

2) y se tomaron en cuanto los sitios con mayor Score.

Tabla 2. Valores de astringencia utilizados en las bases de datos parala detecciéon de
sitios de unién a factores de transcripcion.

Base de datos Valor de astringencia

MatIinspector Core similarity = 0.9
Matrix similarity = 0.85

TFBIND Core similarity =2 0.9

PROMO Matrix similarity = 0.85
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Clonacién del factor transcripcional Creme

Extraccion de RNA a partir de testiculos de raton

Se utilizaron ratones machos de 6 a 8 semanas de nacimiento (adulto) de la cepa
CD1, los cuales se sacrificaron por dislocacion cervical y se obtuvieron los

testiculos.

El RNA total fue obtenido mediante la técnica del TRIZOL (Invitrogen Life
Technologies) y se precipitd con la técnica de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
como se describe a continuacién: se pulverizaron los testiculos, en un mortero
previamente enfriado (toda la noche a -70°C), agregando nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo fino. Posteriormente, se adiciond 1 ml de TRIZOL y se mezclé con
el tejido. Se traspaso6 a un microtubo del.5 ml, se incubd 5 minutos a temperatura
ambiente, se adicionaron 200 pl de cloroformo frio y se agité vigorosamente hasta
obtener un color rosa uniforme. Se centrifug6é a 13500 rpm por 5 minutos a 4°C. Se
trasvaso la fase acuosa, la cual contiene el RNA, a un nuevo microtubo y se le
adicionaron 700 pul de isopropanol frio para precipitar el RNA. Se centrifugo la
muestra a 13500 rpm por 45 minutos a 4°C. Una vez obtenido el pellet, se lavé con
300 pul de etanol al 70% y se centrifugd a 13500 rpm por 15 minutos a 4°C. El
sobrenadante se decanto y se dejo secar el pellet por 15 minutos aproximadamente.
Posteriormente se resuspendio el pellet en 89 ul de agua libre de RNasa y se purifico
agregando 200 pl de fenol acido pH 4.5 y se centrifug6 a 13500 rpm por 5 minutos
a 4°C. La fase acuosa se transfiri6 a otro microtubo, se agregaron 200 pl de
cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 y se centrifugd a 13500 rpm por 5 minutos a 4°C.
La fase acuosa se transfirié a otro microtubo y se le agreg6 1/10 del volumen total
de acetato de sodio 3M pH 5.2, 2 volumenes de etanol absoluto y se centrifug6 a
13500 rpm por 45 minutos a 4°C. Se decant6 el sobrenadante, el pellet de RNA se
lavé inmediatamente con 200 pl de etanol al 70% y se centrifugd a 13500 rpm por
15 minutos a 4°C. Se decantd el sobrenadante y se dejo secar el pellet a
temperatura ambiente por 30 minutos aproximadamente. Finalmente, se
resuspendio el pellet en 40 pl de agua libre de RNasas. La concentracion del RNA
se cuantifico utilizando el equipo Nanodrop 2000 (Thermo Fischer) y se observo su
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pureza mediante el andlisis de la relacién 260/280 y de la 260/230. Se verificé su
integridad en un gel de agarosa al 1.5%. La muestra se prepar6 con 1 pug de RNA'y
1 ul de buffer de carga 2X RNA Loading Dye (Fermentas). Por ultimo, se incubo a
70°C por 10 minutos y se puso en hielo 5 minutos. La integridad se verifico al
observar las bandas del RNA ribosomal 28S, 18S y 5S.

Sintesis de cDNA

Se realizé la sintesis del cDNA a partir de RNA total de testiculo de ratdén con el kit
comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)
empleando 1 pug de RNA, 2 pl de Buffer RT 10X, 0.8 pl de dNTP’s 25X (100 mM), 2
pl de Random Primers RT 10X, 1 ul de enzima MultiScribe Reverse Transcriptase y
completando la reaccién con agua libre de RNasas para tener un volumen final de

20 pl. El programa utilizado en el termociclador fue el siguiente:

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

Amplificacién del factor Cremsz

Se realiz6 una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando como molde el
cDNA obtenido previamente para amplificar el gen del factor Cremz utilizando el kit
comercial Elongase Enzyme Mix (Invitrogen). Para ello se prepar6 una mezcla
compuesta por 0.4 ul de oligo Forward (10 pum), 0.4 ul de oligo Reverse (10 um), 1.6
pl de dNTP’s 2.5 mM, 2 pl de 5X Buffer A, 2 pl de 5X Buffer B, 0.2 pl de enzima DNA
polimerasa Elongase, 11.4 pl de agua y 1 ul de cDNA o agua (control negativo) para
completar un volumen de 20 pl.
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Las condiciones del programa de PCR para Cremz fueron las siguientes:

Ciclos Temperatura Tiempo
1 94°C 5 min
94°C 30 seg

30 55°C 30 seg
68°C 3 min

1 68°C 10 min

1 4°C infinito

Para visualizar los productos de PCR correspondientes a la expresién de Cremt se
realizaron andlisis electroforéticos en geles de agarosa (SIGMA) al 1.5%.

Tabla 3. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la amplificacién del gen
Cremrt. En rojo se observa el sitio de restriccidén afladido en los oligonucleétidos.

Nombre Secuencia (5'—3’)

Cremt Fw GGATCCAATAATGAGCAAATGTGGCAGG
Cremt Rv CTCGAGGCAACTGTACATGCTGTAATCAG

Clonacion en pJET1.2 blunt

Para realizar la clonacion del producto de la amplificacion de Cremz murino se utilizé
el kit comercial CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) llevando a
cabo el siguiente protocolo: se mezcl6 1pul de la reaccién de PCR con 10 ul de Buffer
de reaccion 10X, 1 pl de plasmido pJET1.2 Blunt, 1 ul de T4 DNA ligasa 'y 7 ul de
agua miliQ libre de nucleasas para obtener un volumen final de 20 pl. Finalmente
se incubd la reaccion a 24°C durante 30 minutos y se transformé con 10 pl en las

células competentes DH5a

Preparacién de células competentes

Se cultivaron bacterias E. coli DH5a (Genotipo: F~ @80lacZAM15 A(lacZYA-
argF)U169 recAl endAl hsdR17(r«-, 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 inocularon 500
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pl en 50 ml de medio LB fresco. Se incub6 a 37°C con agitacién vigorosa en un
matraz hasta alcanzar una D.O. de 0.6-0.9 a 600 nm. Posteriormente se
centrifugaron las bacterias a 7000 rpm por 10 min a 4°C, se desecho el
sobrenadante y se resuspendié el pellet en 25 ml de una solucién de CaCl2 0.1M
recién preparada, luego se centrifugaron las bacterias bajo las mismas condiciones
y se fueron resuspendiendo en un volumen menor cada vez de 20 ml, 15 ml, 10 ml,
5 ml, finalmente cuando se suspendié en 2.5 ml se les agregd 250 pl de glicerol
estéril. Todo el proceso se realiza en frio, manteniendo las bacterias en hielo
Finalmente se hicieron alicuotas de 100 pl de bacterias y se mantuvieron en hielo

seco hasta su almacenamiento a -70°C.

Transformacioén bacteriana

Se utilizaron de 80-120 ng de pladsmido para transformar 100 pl de bacterias
competentes. Las bacterias se mezclaron con el plasmido e incubaron por 30 min
en hielo. Posteriormente se les dio un choque térmico sometiendo la mezcla a un
pulso de calor de 42°C por 1 min y rapidamente se incubaron en hielo por 1 min.
Luego se agregd 1 ml de medio LB precalentado y se incub6 por 1 hora a 37°C con
agitacion constante de 200 rpm. Se centrifugaron las bacterias y se decanto el
medio, dejando 100 pl aproximadamente, las bacterias se resuspendieron y se
sembraron sobre placas de agar LB con el antibiético apropiado para el plasmido
(ampicilina). Finalmente se incubaron toda la noche a 37°C y las candidatas

seleccionadas se aislaron en placas de agar LB con el antibiético apropiado.

Subclonacion del gen Cremz murino en pcDNA3

Para llevar a cabo la subclonacion de los genes en el vector de expresion pcDNA3
se utilizaron enzimas de restriccion para liberar el fragmento deseado y hacer lineal

el plasmido de interés.

Restriccidbn enziméatica

Para subclonar el gen Cremz, se restringio el vector Cremt-pJET1.2 y el vector
pcDNA3 con las enzimas BamHI y Xhol de la siguiente manera: se incubaron 5 ug

(5 pl) de plasmido para el gen de interés 1.5 pg (1.5 ul) para el vector pcDNA3 con
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2 Ml del Buffer CutSmart 10X (NEB), 1 pl de cada enzima (NEB) y 11 pul (para el
plasmido con el gen de interés) o 15.5 ul (para pcDNA3) de agua miliQ libre de
nucleasas. Posteriormente se incubd por 1:30 horas a 37°C y se inactivaron las
enzimas llevando la reaccion a una temperatura de 80°C por 15 min. Una vez
inactivadas, se llevé a cabo una corrida electroforética en un gel de agarosa al 1.5%.
En seguida se seleccionaron las bandas de interés para Cremz (~1100 pb), pcDNA3
(~5400 pb) y se purificaron utilizando el kit comercial Wizard R SV Gel and PCR
Clean-up System (PROMEGA).

Ligacion de Cremr a pcDNA3

Una vez purificados los fragmentos de interés y el vector pcDNAS, se ligaron en una
relacion 3:1 (inserto:vector:) de la siguiente manera: 6 ul de Buffer de ligasa 5X
(Invitrogen), 1 pl de enzima T4 DNA ligasa (Invitrogen), 5 ul de plasmido de
pcDNA3,15 pl de inserto y 6 pl de agua miliQ libre de nucleasas para llevarlo a un
volumen final de 30 pl. Posteriormente se incubd toda la noche a temperatura
ambiente. Al dia siguiente se transformé con 10 pl del producto de la reaccién en
bacterias DH5a competentes y se sembraron en una placa de agar LB con
ampicilina/kanamicina. Al dia siguiente se seleccionaron candidatas y se

resembraron en una placa nueva de agar LB con ampicilina’kanamicina.
Mutagénesis sitio dirigida

La mutagénesis sitio dirigida se realiz6 mediante una reaccién de PCR utilizando
oligonucledtidos que contuviera la delecién deseada (Tabla 4) de los sitios CRE a
partir del plasmido pCat2-800 obtenido por Contreras-Marciales (datos no
publicados) y que contiene la regién de 800pb del promotor de Catsper2 murino

clonado en el vector pGL4.10.

23



Tabla 4. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la mutagénesis sitio
dirigida.

ACRE1 Rv CAGCTGTTCCGCCCGCCCGACAATCGGCGGCTGCCACACTGC
ACRE2 Fw GCCGGCGCGGAAGGCGGAGGTGAGTGGGCGGAAGTGAGGC
ACRE2 Rv  GCCTCACTTCCGCCCACTCACCTCCGCCTTCCGCGCCGGC

La reaccion de amplificacion se realiz6 en una mezcla de reaccion de 25 pl
conteniendo 0.75 pul de oligo Forward (10 uM), 0.75 ul de oligo Reverse (10 uM), 3
pl de dNTP’s 2.5 mM, 2.5 pl de Buffer de Amplificacion 10X, 2.5 pl de Buffer
Enhancer 10X, 1 pl de MgSO4 50 Mm, 0.5 ul de enzima Platinum Pfx DNA
Polymerase (Invitrogen), 50 ng de DNA (0.1 pl) y se completé la reaccién con 15 pl
de agua.

Las condiciones del programa utilizado para las mutagénesis sitio dirigidas fueron

las siguientes:

Ciclos Temperatura Tiempo
1 94°C 5 min
94°C 30 seg
40 68°C 6 min
1 68°C 10 min
1 4°C In
finito

Verificacion de la identidad de los genes por secuenciacion

Para verificar la identidad de los genes clonados se realizé una reaccion de
secuenciacion, para la cual se utilizé el kit comercial Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems). Para la reaccion se mezclo 1 ug de plasmido, 4
pul de Buffer de secuenciacion 5X, 2 pl de mix de reaccion, 10 pM de
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oligonucledtidos, 1 ul de DMSO, 1 pl de betaina y se llevé a un volumen total de 20
pl con agua miliQ libre de nucleasas. Se emplearon 3 oligonucleétidos diferentes
para la comprobacion del vector pcDNA3-Cremt (CMV Fw, BGH Rev y CremSecFw)

y 2 oligonucledtidos para las deleciones de los sitios CRE (tabla 5).

Tabla 5. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la secuenciacion
automatica de las construcciones

Nombre Secuencia (5'—3’) Tm

CMV Fw CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 60°C
BGH Rev CTATAGTGTCACCTAAAT 44°C
Cremt Sec Fw  CTGAATGAACTTTCCTCTGATGTGCC 60°C
RvPrimer3 CTAGCAAAATAGGCTGTCCC 54°C
Luc2 Rev GTCCCGTCTTCGAGTGGGTAG 59°C

Las condiciones del programa variaron dependiendo de la Tm de los oligos

utilizados, pero en general se utilizaron las siguientes:

Ciclos Temperatura Tiempo
1 96°C 2 min
96°C 30 seg

35 Dependiendo el oligo 30 seg
60°C 4 min

1 60°C 5 min

1 4°C infinito

Cultivos celulares

Dado que no existe una linea celular que se encuentre en el estadio de
espermatocito primario, en el cual se expresa el gen Catsper2, se utilizaron las
lineas celulares GC-1spg y MSC-1. Las primeras son el modelo mas parecido,
puesto que son células espermatogénicas tipo B perteneces al linaje celular de los

gametos masculinos inmortalizadas por transfeccion con el vector pSV3-neo (un
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plasmido que contiene la secuencia del antigeno T largo del virus SV40). Las
segundas son células de Sertoli de ratdén, las cuales son células somaticas de
testiculo de la cepa de ratén BALB/c que han sido inmortalizadas por transfeccion

con el antigeno T pequefio y largo del virus SV40.

El manejo de las células se realizé dentro de una campana de flujo vertical
previamente esterilizada con luz UV por 15 minutos. Todas las soluciones utilizadas
fueron previamente esterilizadas con filtros de 0.22 pm de diametro de poro o por
autoclave. Se utiliz6 el medio Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM)
suplementado con suero fetal bovino (SFB GIBCO) al 10% y antibiéticos Penicilina
(5000 u/ml) Estreptomicina (5 mg/ml) (SIGMA) al 1%. Las células se mantuvieron
en incubadora a 37°C, 90% humedad y 5% CO2.

Pase celular

Se elimin6 el medio de cultivo de las cajas con células adherentes y se lavo con
PBS estéril. Para despegar las células se adicionaron 2 ml de tripsina-verseno
(0.25%-0,02%) (Invitrogen), se incubd por 2 min a 37°C y se neutralizé con 2 ml de
medio DMEM suplementado. En el caso de las MSC-1 se despegaron
mecanicamente utilizando 4 ml de medio DMEM suplementado. En ambos casos,
se cosecharon las células, se pusieron en un tubo de 15 ml y se centrifugaron a
2500 rpm durante 5 min. Posteriormente se decant6 el medio y se resuspendieron
en 1 ml de medio DMEM suplementado nuevo. Se tomaron 10 pl y se mezclaron
con 80 ul de medio DMEM suplementado y 10 pl de azul de tripano para
cuantificarlas en la cAmara de Neubauer. Se sembraron 1x10° células en una nueva

caja.
Transfeccion transitoria de las lineas celulares MSC1 y GC-1spg

La transfeccion de las construcciones con el promotor de 800pb de Catsper2 murino

(pCat2-800), las construcciones con los sitios CRE deletados (CRE1 y CRE2) y la

co-transfeccion del plasmido con el gen del factor transcripcional Cremt (pcDNAS3-

Cremt) se realizaron con los compuestos Dharmafect (Dharmacon) para la linea

celular MSC-1 y K2 transfection reagent (Biontex) para la linea celular GC-1spg. Se

utilizaron los plasmidos pGL4.10 como control de expresién transcripcional basal y
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pGL4.10-CMV como control positivo de los experimentos. En los ensayos de co-
transfeccion, se utilizaron el plasmido pGL4.10 mas el plasmido del factor
transcripcional como control de expresion transcripcional basal. Adicionalmente, se
utilizé como control interno el plasmido pRL-CMV que posee como gen reportero a
la luciferasa de Renilla reniformis, en cada ensayo de transfeccion. Los plasmidos
fueron introducidos en las células, y la actividad observada para las construcciones
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 6. Construcciones utilizadas en los ensayos de transfeccidn transitoria en las
lineas celulares GC-1spg y MSC-1.

Plasmido Origen del inserto Gen reportero
pCat2-800 Promotor Catsper2
murino
pCat2-800ACRE1 Promotor Catsper2
murino
pCat2-800ACRE2 Promotor Catsper2
murino
pGL4.10 Sin promotor Photinus pyralis
(Luciferasa)
pGL4.10-CMV Promotor de CMV
pRL-CMV Promotor de CMV Renilla reniformis
(Luciferasa)
Cremt-pcDNA3 Amplificacion, gen Crems No aplica

Los ensayos de transfeccidn se realizaron en placas de 24 pozos, para lo cual se
sembraron células MSC-1 o GC-1spg a una densidad de 1 x 10 5 células/pozo. La
transfeccion se realiz6 a las 24 horas, asegurandose de que cada pozo tuviese una
confluencia celular de entre 70-80%. Se preparo el complejo DNA-Dharmafect para
células MSC-1 o DNA-K2 para las células GC-1spg en un tubo estéril usando la

cantidad de DNA sugerida por el fabricante (Tabla 5y 6). En el caso del sistema K2
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las células fueron sensibilizadas 2 horas antes de la transfeccién con el reactivo K2

Multiplier (2ul/pozo).

Tabla 7.Transfeccidén con las construcciones pCat2-800, pCat2-800ACRE1 y pCat2-
800ACRE2 conteniendo el promotor putativo de Catsper2 murino y co-transfecciones
con el plasmido con el gen del factor Cremz en células MSC-1.

Transfeccion

Control

Control

basal

Co-

transfeccion

Control

Control

basal

pCat2-800
pCat2-
800ACRE1
pCat2-
800ACRE2
pcDNA3-
Cremt

DNA
degradado
de salmon
Control
interno
(PRL-CMV)
pGL4.10-
CMV
pGL4.10
Dharmafect
Medio
DMEM
suplementar
DNA total

sin

500 ng
500 ng

500 ng

500 ng

0.4 ng

3
Llevar a 100

pl

1 ug

positivo

975 ng

0.4 ng

25 ng

3
Llevar a
100 pl

1ug

500 ng

0.4 ng

500 ng
3

Llevar a
100 pl

1 ug
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3
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500 ng

475 ng

0.4 ng
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3
Llevar a
100 pl

1 ug

0.4 ng

500 ng
3

Llevar a
100 pl

1 ug



Tabla 8. Transfeccion con las construcciones pCat2-800, pCat2-800ACRE1 y pCat2-
800ACRE2 conteniendo el promotor putativo de Catsper2 murino y co-transfecciones
con el plasmido con el gen del factor Cremr en células GC-1spg.

Transfeccion Control Control Co- Control Control
positivo basal transfeccién positivo basal

pCat2- 500 ng - - 500 ng
800ACRE1

pCat2- 500 ng - - 500 ng - -
800ACRE2

DNA 250 ng 475 ng 250ng | - 225 ng -
degradado

de salmoén

Control 0.2 ng 0.2 ng 0.2 ng 0.2 ng 0.2 ng 0.2 ng
interno
(PRL-CMV)
pGL4.10-
CMV
pGL4.10 250ng - - 250 ng
K2 2ul 2 ul 2ul 2ul 2 u 2 ul
Transfection

25 ng - - 25ng -

reagent

Medio Llevar a 60 pl Llevar a Llevara Llevara60 pl Llevar a Llevara
DMEM  sin 60 pl 60 pl 60 ul 60 ul
suplementar

DNA total 0.5 ug 0.5 pg 0.5 pg 0.5 pg 0.5 ug 0.5 ug

Las mezclas se dejaron reposando 20 minutos a temperatura ambiente y se
adicionaron lentamente a cada pozo, agitando suavemente. Los cultivos se
incubaron durante 48 h para posteriormente obtener los extractos proteicos. A las
24 h se les hizo un cambio de medio.
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Ensayo de luciferasa DUAL

La actividad transcripcional de las construcciones conteniendo la region de 800pb
del promotor de Catsper2 murino y sus deleciones sobre los genes reporteros de
luciferasa se cuantifico en los extractos proteicos en un sistema de ensayo Dual-
Luciferase Reporter Assay (PROMEGA) para producir quimioluminiscencia, la cual
fue cuantificada en el lumindémetro Fluoroskan Ascent. El término reportero dual se
refiere a la expresion simultanea y medicion de dos enzimas reporteras individuales

dentro de un mismo sistema.

Transcurridas las 48 horas de transfeccion se aspird el medio de los pozos y se
lavaron con 100 ul de PBS 1X, en seguida, las células se incubaron con 100 pul de
Passive Lysis Buffer 1X durante 15 minutos a temperatura en agitacion. Se
recolectaron los sobrenadantes en tubos de 1.5 ml y las células se terminaron de
lisar mediante lisis mecanica con la pipeta. Posteriormente se centrifugaron a 2500

rpm por 5 min a 4°C para separar los restos celulares.

Las actividades de luciferasa se cuantificaron secuencialmente, 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
manera: se adicionaron 20 pl del reactivo LARII en los pozos (placas de 96 pozos).
Posteriormente, se afiadieron 20 pl del lisado celular y se cuantifico la actividad de
la luciferasa Photinus, para lo cual se colocdé la placa en el luminémetro y se realizé
una cinética de la reaccion tomando el punto mas alto. En seguida se afiadi6 el
reactivo Stop and Glo, el cual detuvo la reaccién de la luciferasa de Photinus y se
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 consider¢ la actividad total de GL4.10

como una unidad relativa de luciferasa.
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Deteccidn de la expresion de Cremr en las lineas celulares

Extraccién de RNA y sintesis de cDNA

Se sembraron células GC-1spg y MSC-1 en placas de 6 pozos a una densidad de
9x10°y a las 24 horas fueron transfectadas con 2.9 y 4 ug de DNA de plasmido con
el gen Cremz. A las 48 horas se extrajo el RNA mediante la técnica de TRIZOL
previamente descrita. Se cuantificé el RNA obtenido y se sintetiz6 cDNA a partir de

1 pg del control y de la muestra problema.

Identificacién de Cremr en las lineas celulares

A partir del cDNA, se amplific6 una region interna del gen Cremz para su usando
oligonucledtidos especificos (Tabla#). Para esto se utilizé la Tag DNA polimerasa
(NEB), haciendo una mezcla de la siguiente manera: 1 pg de cDNA (1 pl), 1 ul de
Buffer estandar 10X, 0.8 pl de dNTP’s 2.5 mM, 0.2 ul de oligonucleétido Forward y
Reverse (10 uM), 0.05 pl de polimerasa Tag DNA polimerasay 6.75 ul de agua libre
de nucleasas para llevar a un volumen final de 10 pl. Las condiciones del programa
de PCR fueron las siguientes:

Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 5 min
95°C 30 seg
20 54°C 30 seg
68°C 1:30 min
1 68°C 5 min
1 4°C infinito

Para visualizar los productos de PCR se realiz6 un analisis electroforético en gel de
agarosa (SIGMA) al 1.5%.
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Tabla 9. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la PCR.

Nombre Secuencia (5°—3’)

Cremt Sec Fw CTGAATGAACTTTCCTCTGATGTGCC
Cremt Sec Rv CTTGGGGCAAGGTCAGTCTCC

Analisis estadistico

La actividad de las construcciones conteniendo el promotor putativo Catsper2
murino y la delecién de los sitios CRE fue analizada mediante la prueba t de student
tomando una desviacion estdndar no homogénea y utilizando el programa
GraphPad Prism 6 para Windows. Se consider6 como diferencia estadistica

significativa de acuerdo con el siguiente cédigo: p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.001
(***).
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RESULTADOS

Andlisis in silico del promotor putativo de Catsper2

El analisis in silico del promotor putativo del gen Catsper2 murino se hizo sobre la
secuencia de la region de 800 pb que previamente fue clonada en nuestro
laboratorio y fue usada en este trabajo para evaluar la actividad transcripcional
(pCat2-800). Se utilizaron las bases de datos Matinspector (Genomatix), TFBind y
PROMO (Algenne) para analizar la secuencia con valores altos de astringencia,
como se describe en la metodologia, y se tomaron en cuenta los sitios con mayor
Score. Se predijeron cuatro sitios de union para factores de transcripcion
responsivos a CAMP (CRE), de los cuales dos sitios fueron predichos por las tres
bases de datos usadas. De manera interesante, estos sitios se encuentran en una
region cercana al sitio de inicio de la transcripcién (-150 a +150). Ademas, se
encontré un sitio lejano rio arriba del TSS (sitio de inicio transcripcional) predicho
por la base de datos PROMO y uno rio abajo del TSS empleando la base de datos
Matlnspector. Todos los sitios de unién encontrados estan en sentido 3’-5’ con
respecto al TSS, sin embargo, al tratarse de secuencias palindrémicas, los factores

son capaces de reconocer dichos sitios de union en la otra direccion (Figura 7).

CRE CRE CRE CRE
TSS
i
B o 01 1 0. Vo o N gcgTGACgcag.......coeennee. cccTGACttca.....aaACGTgtcg....
| +1 i |
-509 435 -76 +152 +262 +289
CRE4 CRE1 CRE2 CRE3

Figura 7. Andlisis in silico de laregion del 800 pb del promotor putativo de Catsper2
murino. Los sitios sefialados son los obtenidos con el mayor Score usando las bases de
datos Matlnspector, PROMO y TFBind. En amarillo se observan los sitios encontrados por
las 3 bases de datos, en azul se sefiala un sitio encontrado por la base PROMO y en rojo
un sitio encontrado por la base Matinspector. Se indica el sitio de inicio transcripcional
(TSS). Las flechas verdes indican la direccion en la que se encontrd el sitio de unién de
factores CRE, el nUmero indicado representa la posicion de la primera base de la secuencia
consenso con respecto al TSS. Los nucleotidos representados indican la posible secuencia
reconocida por los factores CRE, resaltando en negritas el sitio de union.
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Clonacién del gen del factor transcripcional Cremr.

Basandose en la prediccion in silico de sitios de unidn para factores de transcripcion
responsivos a CAMP (CRE), se decidié hacer la clonacién del gen Cremt a partir de
RNA total de testiculo de ratdén adulto, ya que en este tejido y etapa se encuentra la
isoforma especifica de este factor. A partir del RNA total se sintetizO cDNA y se
realizd6 una PCR para clonar el gen con oligonucleétidos especificos (Tabla 3)
(Figura 8). El producto de dicha amplificacion (1057 pb) se cloné en el vector
pJET1.2 y mediante PCR de colonia se determiné la presencia del inserto en las

bacterias candidatas (Figura 9).
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Figura 8. Amplificacion del gen Cremz murino. Se amplificé un fragmento de 1057 pb
del gen Cremr a partir de cDNA de raton macho adulto usando oligos especificos y un
gradiente de temperatura de alineamiento. Los productos de PCR se observaron en un gel
de agarosa al 1.5%.
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Figura 9. Analisis de bacterias candidatas transformadas con el plasmido pJET1.2-
Cremt. El fragmento con el gen de Cremz murino fue clonado en el vector pJET y las
bacterias transformadas con esta construccion fueron analizadas por PCR de colonia con
los oligos especificos para pJET (ThermoFisher Scientific) obteniéndose 5 candidatas con
el fragmento deseado.

Se selecciond una candidata y se liberd el fragmento de interés por restriccion

enzimatica con las enzimas Xhol y BamHI, al mismo tiempo se linealizé el vector de
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expresion pcDNA3 con las mismas enzimas para subclonar el gen Cremt murino
(Figura 10).

pcDNA3 pJet1.2-Cremr
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Figura 10. Subclonacién del gen Cremz murino en el vector pcDNA3. El fragmento de
1057 pb se liber6 de pJET1.2-Cremt por restriccion enzimatica utilizando Xhol y BamHI
(carriles 6 y 7), usando las mismas enzimas se linealiz6 el vector pcDNA3 (carriles 2 y 3)
para realizar la subclonacion.

Posteriormente se seleccionaron las bandas de interés, se purificaron mediante el
kit comercial de purificacion de bandas (PROMEGA) y se realizé la ligacion con la
enzima T4 DNA Ligasa en una relacion 3:1 del inserto con respecto al vector
pcDNA3. En seguida se transformé el producto de ligacion en bacterias DH5a
competentes y se comprobd la presencia del inserto de interés mediante PCR de
colonia utilizando los oligonucleétidos especificos para la amplificacion del gen

Cremr (Figura 11).

M 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11

1500 —

>
1000-»;-; O e e L1100

-

Figura 11. Analisis de bacterias candidatas transformadas con el plasmido pcDNA3-
Crem+. El fragmento con el gen de Cremt murino fue subclonado en el vector de expresion
pcDNA3 y las bacterias transformadas con esta construccion fueron analizadas por PCR
de colonia con los oligos especificos para la amplificacion del gen Cremrt obteniendo las 11
candidatas con el fragmento deseado.
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Finalmente, la construccion pcDNA3- Cremt fue enviada a secuenciacion para
verificar la identidad de la secuencia del gen, comparandola con la de la base de
datos de NCBI. Se encontré que la construccion no presentaba ningin cambio con

respecto a la secuencia reportada en NCBI (Figura 12)
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TCTTTCACGARGACCCTCATATAGARARATACTGARTGARCTTTCCTCTGATGTGCCTGGTATTCCCARGAT TGARGARGAARAATCAGAGGARGARGGGACACCACCTARCATTGCTACCATGGCAGTA
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CCARCTAGCATATATCAGACTAGCACGGGGCARTACATTGCTATAGCTCARGGTGGARCARTCCAGATTTCTARCCCAGGATCTGATGGTGT TCAGGGACTCCAGGCAT TARCARTGACARART TCAGGAG
CCARCTAGCATATATCAGACTAGCACGGGGCARTACATTGCTATAGCTCARGGTGGARCARTCCAGATTTCTARCCCAGGATCTGATGGTGTTCAGGGACTCCAGGCATTARCARTGACARATTCAGGAG
CCARCTAGCATATATCAGACTAGCACGGGGCAATACATTGCTATAGCTCARGGTGGARCARTCCAGATTTCTARCCCAGGATCTGATGGTGTTCAGGGACTCCAGGCATTARCARTGACARATTCAGGAG
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CTCCTCCGCCAGGTGCTACARTTGTACAGTATGCAGCACARTCAGCCGATGGTACACAGCAGTTCTTTGTCCCAGGCAGCCAGGTTGTTGTTCARGATGAGGAGACTGACCTTGCCCCARGTCACATGGL
CTCCTCCGCCAGGTGCTACARTTGTACAGTATGCAGCACARTCAGCCGATGGTACACAGCAGTTCTTTGTCCCAGGCAGCCAGGTTGTTGTTCARGATGAGGAGACTGACCTTGCCCCARGTCACATGGL
CTCCTCCGCCAGGTGCTACARTTGTACAGTATGCAGCACARTCAGCCGATGGTACACAGCAGTTCTTTGTCCCAGGCAGCCAGGTTGTTGTTCARGATGAGGAGACTGACCTTGCCCCARGTCACATGEE
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TGCTGCCACAGGTGACATGCCARCTTACCAGATCCGAGCTCCTACTACTGCTTTGCCACARGGTGTGGTGATGGCTGCCTCACCAGGARGCCTGCACAGTCCCCAGCARCTAGCAGARGARGCARCTCGC
TGCTGCCACAGGTGACATGCCARCTTACCAGATCCGAGCTCCTACTACTGCTTTGCCACARGGTGTGGTGATGGCTGCCTCACCAGGARGCCTGCACAGTCCCCAGCARCTAGCAGARGARGCARCTCGC
TGCTGCCACAGGTGACATGCCARCTTACCAGATCCGAGCTCCTACTACTGCTTTGCCACARGGTGTGGTGATGGCTGCCTCACCAGGARGCCTGCACAGTCCCCAGCARCTAGCAGARGAAGCARCTCGC
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ARGCGGGAGCTGAGGCTGATGARRAACAGGGARGCTGCTARRGARTGTCGACGTCGARAGARAGAGTATGTGARGTGTCTTGAGAGTCGAGTCGCAGTGCTGGARGT TCAGARCARGARGC T TATAGAGG
ARGCGGGAGCTGAGGCTGATGARARACAGGGARGCTGCTARRGAATGTCGACGTCGARAGARAGAGTATGTGARGTGTCTTGAGAGTCGAGTCGCAGTGCTGGAAGT TCAGARCAAGARGC T TATAGAGG
ARGCGGGAGCTGAGGCTGATGARARACAGGGARGCTGCTARRGAATGTCGACGTCGARRGARAGAGTATGTGARGTGTCTTGAGAGTCGAGTCGCAGTGCTGGAAGT TCAGARCAAGARGC T TATAGAGG
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Figura 12. Analisis delasecuenciade laconstruccién pcDNA3-Cremt. Se realiz6 secuenciacién automatica del gen Cremz clonado
en el vector pcDNA3-Cremt y se alinearon las secuencias nucleotidicas para corroborar la identidad de la secuencia clonada,
observando que la identidad de nuestra construccién no presenté cambios.
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Expresion endégenay sobreexpresion del factor transcripcional Cremr.

Para determinar si las células GC-1spg y MSC-1 transfectadas con la construccion
pPDNA3-Cremt sobreexpresaban el factor Cremr a nivel de RNA mensajero, se
obtuvo cDNA a partir de RNA (1 pug) de ambas lineas celulares y utilizando oligos
especificos (Tabla 5) se amplificé una regién que contiene la isoforma activadora
CREMr (Figura 13) Como control de carga se utilizé al gen de B-Actina, el cual se

amplifico utilizando oligos especificos (Anexo).
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Figura 13. Analisis de la sobreexpresion del RNA mensajero de Cremz en las lineas
celulares GC-1spg y MSC-1. Se amplificé un fragmento de 303 pb correspondiente a la
region activadora del RNA mensajeor del gen Cremr (superior) y como control de carga se
amplificé el gen B-Actina (inferior). En el panel izquierdo se observa una banda intensa en
las células GC-1spg transfectadas con la construccion pcDNA3- Cremrt (carril 2) mientras
que en las células control no se observa banda (carrii 3). En el panel derecho,
correspondiente a la linea celular MSC-1, se observa una banda mas intensa en las células
transfectadas con la construccién pcDNA3-Cremrt (carril 3), en comparacion con las células
control (carril 2).

Efecto del factor transcripcional CREMt en la actividad del promotor de

Catsper2 murino.

La actividad transcripcional del promotor de Catsper2 murino previamente clonado
rio arriba del gen de luciferasa de Photinus (pCat2-800) fue evaluada bajo
condiciones de sobreexpresion del factor CREMt a partir de la construccion

pcDNA3- Cremt mediante el ensayo de luciferasa dual en las lineas celulares GC-
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1spg y MSC-1.

Al analizar los datos obtenidos de actividades de luciferasa como se describe en
Materiales y Métodos, se observd que la sobreexpresion del factor transcripcional
CREMTt induce la activacion del promotor de Catsper2 murino en ambas lineas
celulares. En la linea celular GC-1spg que correspondiente a espermatogonia, se
observo un aumento de dos veces las unidades de luciferasa, en cuanto a la linea
celular MSC-1 que corresponde a células de Sertoli de raton, el aumento observado

fue de un 20% aproximadamente (Figura 14).
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Figura 14. El factor transcripcional CREMTt incrementa la actividad transcripcional del
promotor Catsper2 murino en células GC-1spg y MSC-1. La construccién pCat2-800,
que contiene el promotor de Catsper2 murino rio arriba del gen de la luciferasa de Photinus
pyralis, fue co-transfectada en las lineas celulares GC-1spg y MSC-1 junto con el plasmido
pRL-CMV (que contiene el promotor de CMV rio arriba del gen de Renilla reniformis) para
la normalizacién de los datos. Ademas, se co-transfecto con la construccion pcDNA3-Cremrt
para sobreexpresar el factor de transcripcién. A las 48h post-transfeccion se realizo lisis
celular para analizar la actividad de las luciferasas. La actividad transcripcional del promotor
de Catsper2 se calculdé como veces de incremento respecto de la actividad del vector
pGL4.10 la cual se llevé a 1. Los valores representan la media de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. Los datos indican la media SEM, n=3 y los
asteriscos la diferencia significativa (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Delecién de sitios CRE.

Tomando como base la construccion pCat2-800, se disefiaron oligos especificos
para eliminar los sitios de unién a CRE cercanos (-76 y +152, ver Figura 7) al sitio
de inicio transcripcional para determinar si son funcionales dentro del promotor.
Hasta ahora solo se han deletado dos de los cuatro sitios consenso encontrados in
silico mediante mutagénesis dirigida usando oligonucleétidos especificos (Tabla 4)
como se indica en Materiales y Métodos. A la construccion que se le deleto el sitio
consenso rio arriba del TSS se le denomind ACRE1 y a la que se encuentra rio
abajo del TSS se le denomin6 ACRE2 (Figura 15).
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AGCTTGGCCTGCTAGATAGTGGAGGGCGCCCGCGCTRCGTAGGCCCARCCGCTCCCGLGCCCAGCCGGTCCTCCGECCCTGATCCCGCARAGTGGECTCACCAGGGGEGCGAAGAACT CGACCAGCATGAG
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AAGCGCATGECGGECGEETCGCGGTCGGAGGECCGEGACCGGAGARATGAGATGEGAGAGCCCGCARTCTGCAGCCECT TRCCTGEGCTCGLGCGTCTGGCCCGEGCAGACCCGCTGCCGAGGTCCCARCE
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Figura 15. Andlisis de las secuencias de las construcciones pCat2-800ACRE1 y pCat2-800ACRE2. Se realizaron
secuenciaciones posteriores a las mutagénesis sitio dirigidas realizadas para deletar los sitios de union CRE cercano al TSS. Se
muestran los alineamientos con la secuencia silvestre del promotor pCat2-800. En el panel A se observa la delecion del sitio CRE1 rio
arriba del TSS denominada pCat2-800ACRE1 y en el panel B la delecion del sitio CRE2 rio abajo del TSS denominada pCat2-
800ACRE2. En el recuadro azul se indica la delecion realizada.
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Andlisis de la actividad transcripcional del promotor de Catsper2 conteniendo

las deleciones de los sitios CRE

Para analizar la actividad transcripcional de las construcciones del promotor de
Catsper2 murino con los sitios CRE deletados, se transfectaron las lineas celulares
GC-1spg y MSC-1 y se determinaron las actividades de luciferasa. Al analizar los
datos obtenidos se observo que la delecion del sitio CRE rio arriba del TSS (pCat2-
800ACREL1) tuvo una actividad transcripcional igual con respecto al promotor sin
deleciones (pCat2-800), en cambio, la delecion del sitio rio abajo del TSS (pCat2-
800ACRE?2) produjo actividad transcripcional en ambas lineas celulares (Figura 16).
Estos resultados sugieren que el sitio CRE encontrado a +152 del TSS podria estar
siendo ocupado por un represor, puesto que la delecion de este provoca un aumento
de la actividad transcripcional.
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Figura 16. La delecioén del sitio CREZ2 rio abajo del TSS (ACRE2) aumenta la actividad
transcripcional del promotor de Catsper2 murino en las lineas celulares GC-1spg y
MSC-1. Las construcciones que contienen las deleciones de los sitios CRE1 (pCat2-
800ACREL1) y CRE2 (pCat2-800ACREZ2), fueron co-transfectadas en las lineas celulares
GC-1spg y MSC-1 junto con el plasmido pRL-CMV (que contiene rio abajo del promotor de
CMV el gen de Renilla reniformis) para la normalizacion de los datos. A las 48h post-
transfeccion se realizo lisis celular para analizar la actividad de las luciferasas. La actividad
transcripcional del promotor se calcul6 como veces de incremento respecto de la actividad
del vector pGL4.10 la cual se llevé a 1. Los valores representan la media de tres
experimentos independientes realizados en triplicado. Los datos indican la media SEM, n=3
y los asteriscos la diferencia significativa (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Para determinar si los sitios CRE deletados son activados especificamente por el
factor CREMTt, se co-transfectaron las lineas celulares GC-1spg y MSC-1 con las
construcciones conteniendo el promotor de Catsper2 silvestre o con las deleciones
de los sitios CRE y junto con la construcciéon pcDNA3-Cremst para sobreexpresar el
factor CREMTt, y se analizaron las actividades de luciferasa. Los datos obtenidos
demostraron que la sobreexpresion del factor CREMt produjo un incremento
significativo de la actividad transcripcional sobre el promotor en ambas lineas
celulares independientemente de la delecion del sitio CRE1. Asimismo, la
sobreexpresion de CREMzt no produjo un incremento adicional de la actividad

transcripcional del promotor con la delecién del sitio CRE2.
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Figura 17. La sobreexpresion de CREMt promueve la actividad transcripcional del
promotor de Catsper2 murino en lineas celulares GC-1spg y MSC-1. Las
construcciones que contienen las deleciones de los sitios CRE1 (pCat2-800ACREL) y
CREZ2 (pCat2-800ACRE?2), fueron co-transfectadas en las lineas celulares GC-1spg y MSC-
1 junto con el plasmido pRL-CMV (que contiene rio abajo del promotor de CMV el gen de
Renilla reniformis) para la normalizacién de los datos. Ademas, se co-transfecté con la
construccion Cremt-pcDNAS para sobreexpresar el factor de transcripcion. A las 48h post-
transfeccion se realizo lisis celular para analizar la actividad de las luciferasas. La actividad
transcripcional del promotor se calculé como veces de incremento respecto de la actividad
del vector pGL4.10 la cual se llevé a 1. Los valores representan la media de tres
experimentos independientes realizados en triplicado. Los datos indican la media SEM, n=3
y los asteriscos la diferencia significativa (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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DISCUSION

En este trabajo se encontrd que una region de 800 bases del promotor putativo de
Catsper2 tiene actividad transcripcional. Asimismo, se determiné que el factor
CREMr incrementé la actividad transcripcional del promotor en concordancia con
los 4 sitios putativos CRE encontrados in silico. De los 4 sitios CRE encontrados,
los sitios cercanos al inicio transcripcional fueron deletados observandose que la
eliminacién del sitio rio arriba del TSS no origind cambio en la actividad
transcripcional a diferencia de la delecion del sitio rio abajo del TSS que produjo un
incremento importante de dicha actividad independientemente de la sobreexpresion
de CREMT.

La regién promotora del gen Catsper2 murino fue identificada previamente en
nuestro grupo de trabajo mediante andlisis in silico, obteniendo un promotor putativo
de ~800 pb, el cual fue clonado en el vector pGL4.10. Mediante andlisis in silico para
detectar sitios para unién a factores de transcripcion, se predijeron cuatro posibles
sitios de union CRE dentro de este promotor, dos ubicados rio arriba del TSS (-435
y -76) y dos ubicados rio abajo del TSS (+152 y +262). De estos cuatro, dos
concuerdan con lo descrito anteriormente por Sassone-Corsi (1995), quién
menciona que la mayoria de los sitios funcionales de esta familia se encuentran en
una region de 50 a 250 pb del TSS. Cabe mencionar que los sitios predichos se
conocen como “half-CRE” debido a que s6lo cuentan con la mitad de los nucleétidos
de un sitio CRE consenso, el cual es de 8 nucleétidos, ademas de encontrarse en
direccion antisentido al gen Catsper2 murino. Sin embargo, estos factores son
capaces de reconocer secuencias palindrémicas y activar la transcripciéon en
cualquier sentido (Sassone-Corsi, 1995), por lo que no representa un problema la

direccionalidad de la secuencia en este caso.

Dentro de los miembros de la familia de elementos responsivos a cAMP (CRE),
destaca el factor transcripcional CREM1, un gen maestro que participa durante la
espermatogénesis en etapas post-meidticas y es encargado de activar 12 genes
durante este proceso, principalmente genes relacionados con la espermiogénesis
(Delmas et al., 1993; Kistler et al., 1994; Sun, Z et al., 1995; Zhou et al., 1996; Ha
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etal., 1997; Steger et al., 1999; Rajkovic et al., 2010). El presente estudio demuestra
que el factor transcripcional CREMt es capaz de activar al promotor de Catsper2
murino (pCat2-800) en las lineas celulares GC-1spg y en MSC-1. En la linea celular
GC-1 el aumento es del doble cuando se sobreexpresa este factor (Cremt-pcDNA3),
con respecto al promotor de Catsper2 murino, mientras que en la linea celular MSC-
1 el incremento es de un 20% aproximadamente. Dichas diferencias pueden
deberse a que son lineas celulares de diferente linaje, puesto que la linea celular
GC-1spg proviene de células germinales de ratdon, especificamente en una etapa
entra espermatogonia y espermatocito primerio, y la linea celular MSC-1 de células
de Sertoli de raton, por lo que ambas lineas expresan diferentes factores de
transcripcion que pudieran estar influyendo en la activacion del promotor de
Catsper2 murino. Aunque los modelos empleados en esta investigacion no
concuerdan con la etapa en la que Catsper2 se expresa, nos dan la ventaja de tener
un fondo libre del factor transcripcional que sobreexpresamos, debido a que en
ninguna de las dos lineas celulares se expresa CREMr.

Al observar que la sobreexpresion de CREMrt era capaz de activar al promotor de
Catsper2 murino, decidimos tratar de detectar aquellos sitios CRE a los cudles
posiblemente se esté uniendo el factor de transcripcion. Con base a lo descrito
anteriormente por Sassone-Corsi (1995), decidimos eliminar mediante mutagénesis
sitio dirigida los sitios CRE cercanos al TSS (-76 y +152). La delecion del sitio CRE1
no altera la actividad transcripcional con respecto al promotor basal de Catsper2
murino (pCat2-800), lo que indica que este sitio no es funcional al menos en estas
lineas celulares, sin embargo, la delecion del sitio CRE2 origina un aumento
importante en los niveles de transcripcion del promotor de Catsper2 murino. Esto
podria deberse a la presencia de algun represor transcripcional que se uno a este
sitio e inhiba la transcripcion, el cual plausiblemente no es CREMt porque la
sobreexpresion de este factor no incremente la actividad transcripcional. Dentro de
las isoformas de CREM, existe una serie de represores transcripcionales que
compiten contra los activadores, silenciando genes (Molina et al., 1993; Sassone-
Corsi, 1998). Dentro de los represores, destaca ICER (Inducible cAMP Early

Repressor), una isoforma que solo cuenta con los dominios de union al DNA y que
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se expresa principalmente en fases pre-meiéticas (Molina et al., 1993). Se ha
descrito la presencia de esta isoforma tanto en células germinales como en
somaticas y su participacion se ve involucrada en diversos procesos fisioldgicos
(Bodor et al., 2007; Yan et al., 2007; Borlikova & Endo, 2009). Debido a que las
lineas celulares utilizadas en esta investigacion corresponden a células pre-
meidticas y somaticas, es probable que ICER se encuentre presente en ellas, o que
nos daria una idea de por qué al eliminar el sitio encontrado a +152 pb rio arriba del
TSS (pCat2-800ACRE2) la actividad transcripcional aumente, sin embargo, son

necesarios estudios posteriores para confirmar esto.

Futuros estudios deberan a estar dirigidos a evaluar si existen otros sitios CRE
funcionales dentro del promotor de Catsper2 murino, ademas de la elucidacién del
mecanismo por el cual CREMr podria estar activando a este promotor. De igual
manera se debe evaluar si el factor se estd uniendo al sitio CRE que sugerimos
mediante técnicas de interaccion DNA-proteina. De igual forma, se deben realizar
estudios in vivo para saber si este factor puede activar al promotor de Catsper2

murino en cultivos de tejidos primarios.

Finalmente, los resultados de esta investigacidén contribuyen a la caracterizacién de
la regulacion transcripcional del gen Catsper2 murino y demuestran que miembros
de la familia de elementos responsivos a cAMP (CRE) podrian estar involucrados
en la activacion del promotor de Catsper2 murino uniéndose al sitio predicho a +152

pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion (TSS).
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CONCLUSIONES

Se predijeron 4 posibles sitios de union a miembros de la familia de factores
de transcripcién de elementos responsivos a CAMP (CRE).
El factor CREMt es capaz de activar transcripcionalmente al promotor de
Catsper2 murino en las lineas celulares GC-1spg y MSC-1.
El sitio CRE (CRE2) ubicado a +152 pb rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion es importante para la union activar al promotor de Catsper2

murino.

PERSPECTIVAS

Realizar deleciones para probar si los otros 2 sitios CRE encontrados en el
promotor de Catsper2 murino son funcionales.

Realizar ensayos de union proteina-DNA para corroborar que el factor
CREMT es capaz de unirse al sitio CRE2 del promotor de Catsper2 murino,
Evaluar la participacion del factor CREMt en la activacion del promotor de
Catsper2 murino utilizando modelos de cultivo primario de células
germinales.

Identificar y evaluar la participacion de isoformas represoras de CREM en la

regulacion del promotor de Catsper2 murino.
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ANEXOS

pcDNA3-CremTau
6509 hp

Sv40 O

=

Construccion para sobreexpresar el gen Cremz con el vector pcDNA3.
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HiIndLLl (65)

MULCrel Fw (477 ., 534
MUutCRE1REY (477 .. 534)

- MuUtCREZ2Fw (706 .. 753)
- MUtCREZRy (708 .. 759)

- HindIIl {ge9)

pCat2-800
S046 bp

Construccion conteniendo el promotor de 800pb de Catsper2 murino en
sentido en el vector pGL4.10. En morado se sefialan las posiciones de las

deleciones realizadas mediante mutagénesis sitio dirigida.
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