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RESUMEN

El gen Catsper3 codifica para una de las cuatro subunidades a que componen al
canal de calcio CatSper (Canal cationico de los espermatozoides), ubicado en la
pieza principal del flagelo de los espermatozoides. Catsper3 es esencial para la
correcta funcion de CatSper, la hiperactivacion de los espermatozoides, la
penetracion de la zona pelucida del ovocito y en consecuencia para su fecundacion.
A pesar de que se ha caracterizado su funcionabilidad y relevancia para la fertilidad
masculina, nada se conoce sobre su regulacién a nivel transcripcional. Por lo tanto,
el objetivo de este proyecto es comenzar la caracterizacion de su region promotora,

un elemento de gran relevancia para la regulacion de la expresion génica.

En el presente trabajo se identificO el promotor de Catsper3 murino mediante
transfeccion en la linea celular GC-1 spg y ensayos de actividad luciferasa. Dicho
promotor se encontré en la regién de -540 a +439 respecto a su sitio de inicio
transcripcional (TSS) ya que presentdé un aumento significativo en la actividad de
luciferasa respecto al vector pGL4.10[Luc2] vacio. Ademas, mediante deleciones se
observo que la region de -540 a -199 es una zona de represion ya que su eliminacion
genera un aumento en la actividad transcripcional respecto al promotor completo.
Asimismo, se determiné que el extremo 3’ del promotor (+6 a +439) es indispensable
para su actividad ya que su eliminacién gener6 el abatimiento de la actividad del
promotor. Por esta razon, se propone que el promotor minimo de Catsper3
probablemente se ubique dentro de la region -198 a +439. Ademas, mediante el
analisis in silico del promotor se identificaron mdltiples sitios de unién para los
factores de transcripcion SOX, CREB y CREM, los cuales posiblemente regulen su

actividad como lo sugiere las deleciones generadas.



ABSTRACT

The Catsper3 gene encodes one of the four a subunits which make up CatSper
calcium channel (cation channel of sperm) located at the main part of the sperm
flagellum. Catsper3 is essential for CatSper function, hyperactivation of the sperm,
penetration of the zona pellucida of the oocyte and thus for its fertilization. Although
its functionality and relevance for male fertility have been characterized, nothing is
known about its regulation at the transcriptional level. Therefore, the objective of this
project is to begin the characterization of its promoter region, a significant regulatory

element of gene expression.

In the present work, the murine Catsper3 promoter was identified by transfection in
GC-1 spg cell line and luciferase activity assays. This promoter was found in the
region from -540 to +439 with respect to its transcriptional initiation site (TSS) since
it presents a significant increase in luciferase activity against the empty pGL4.10
[Luc2] vector. In addition, through deletion analysis it was observed that -540 to -199
region is a repression zone as its elimination increased transcriptional activity
beyond complete promoter. Likewise, it was determined that 3' end of the promoter
(+6 to +439) is essential for its activity since its elimination triggered complete
reduction of the promoter activity. Therefore, it is proposed that the minimal Catsper3
promoter is likely to be situated within the -198 to +439 region. Furthermore, through
in silico promoter analysis several putative binding sites were identified for SOX,
CREB and CREM transcription factors, which possibly regulate their activity as

suggested by the deletions generated.

Vi



1. INTRODUCCION
1.1 Espermatogénesis y espermiogénesis

La espermatogénesis se define como un evento temporal por el cual las células
germinales en el epitelio seminifero de los testiculos se someten a un proceso de
diferenciacion hasta espermatozoides maduros, asi, la fertilidad masculina depende
de la continuidad de este proceso (Cheng, 2019). La espermatogénesis se divide
en tres fases generales: 1) Una fase proliferativa donde el nimero de células madre
esperméaticas (espermatogonia) aumenta por mitosis. 2) Una fase meidtica, que
involucra las dos divisiones que crean el estado haploide y 3) Una fase postmeiética
llamada espermiogénesis, durante la cual las células redondas (espermatidas)
expulsan la mayor parte de su citoplasma y se convierten en espermatozoides

aerodindmicos (Figura 1) (Gilbert & Barresi, 2018).
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Durante la espermiogénesis, muchos genes y proteinas se expresan, algunos por
primera vez, con implicaciones en los diversos eventos dinamicos que ocurren en

este momento del desarrollo de células germinales. Estos eventos incluyen la



formacién del acrosoma y el flagelo, condensacion nuclear y modificacion de
organulos especificos, como el aparato Golgi y el reticulo endoplasmatico (ER), lo
que lleva a la formacion de espermatozoides destinados a ser liberados del epitelio
seminifero. Al final de la espermiogénesis hay un cierre completo de la transcripcion
en el nucleo y facilita que el nacleo asuma una estructura casi cristalina (Cheng,
2019; Gilbert & Barresi, 2018.). Al momento de llegar al lumen, el espermatozoide
ya es morfolégicamente maduro, consta de una cabeza, que tiene el acrosomay el
nacleo, y un flagelo conectado por un cuello. En el flagelo se distingue una
estructura proximal a la cabeza llamada pieza media que contiene mitocondrias y
otra distal, la cola: dividida en la pieza principal, en donde se encuentra el canal
CatSper (Cation channel of Sperm), y la pieza final (Figura 2). La integridad del
flagelo es indispensable para la fertilidad masculina pues su correcto
funcionamiento le permite, en primera instancia, desplazarse por el tracto
reproductor femenino y acercarse lo suficiente al ovulo gracias al aprovechamiento
de la energia generada por las mitocondrias en la pieza media. Sin embargo, la
activacion y aprovechamiento energético oportuno es de igual importancia. Para
esto, el espermatozoide debe ser capaz de reconocer y responder a las condiciones
ambientales, capacidad conferida principalmente por receptores y canales idnicos
como los de sodio (Na*), potasio (K*), y calcio (Ca?*), entre los cuales se encuentra
CatSper (Brown et al., 2019; Zhang-Gopalakrishnan, 2005).

Flagelo Cabeza
Cola Pieza media
— 29990 90000
l jl J.. L L N J L X X ]
Pieza Pieza principal
final (Canal Catsper) Mitocondria Ndcleo

Cuello
€ Acrosoma

Figura 2. Geometria de un espermatozoide. Un espermatozoide maduro consiste en
cabeza, cuello, pieza media y cola. La cabeza incluye acrosoma y nicleo mientras que la
cola tiene la pieza principal y la pieza final (Modificado de Singh & Rajender, 2015).



1.2 Fecundacién

Durante el periodo de incubacién en el tracto femenino, los espermatozoides
experimentan una serie de transformaciones bioquimicas, conocidas
colectivamente como capacitacion, que incluyen cambios en la composicion y
fluidez de la membrana plasmatica, el metabolismo celular y concentracion de iones
intracelulares como Ca?* y bicarbonato (HCO3). La maquinaria de movilidad se
activa por factores extra e intracelulares y los espermatozoides se vuelven
progresivamente mas moviles (Zhang & Gopalakrishnan, 2005). Los cambios se
acompafian de un aumento en la entrada de Ca?*, causando niveles elevados de
Ca?* y adenosina monofosfato ciclico (CAMP) intracelular, aumento de la fluidez de
la membrana y la adquisicién de un nuevo patrén de movilidad conocido como
hiperactivacion, caracterizado por movimientos de alta amplitud asimétrica y un
golpe flagelar de baja frecuencia (Holt & Morrell, 2013; Lehti & Sironen, 2017). Estos
cambios estructurales y metabdlicos permiten que los espermatozoides
eventualmente alcancen la zona pelucida (ZP) que rodea al ovocito. Al entrar en
contacto con las glicoproteinas en la superficie del évulo, los espermatozoides se
someten a la reaccién acrosomal, lo que resulta en la fusion de la membrana
plasmatica y la membrana acrosomal externay la liberacion de enzimas hidroliticas
almacenadas. Después de la infiltracion en la ZP, la membrana del espermatozoide
se fusiona con la del 6vulo, desencadenando oscilaciones de Ca?*, un requisito
previo para la activacibn en el proceso de fertilizacion (Zhang &
Gopalakrishnan,2005). Sin capacitacién, no ocurre la hiperactivacion y por lo tanto
los espermatozoides no pueden unirse a la ZP asi como tampoco penetrarla para

fertilizar el évulo.

1.3 Regulacién transcripcional

Multiples eventos suceden antes de iniciar la transcripcion de un gen que codifica
una proteina eucariotica, incluyendo la descondensacion del locus, remodelacion
de nucleosomas, modificaciones de histonas, union de activadores y coactivadores

transcripcionales a promotores y potenciadores (enhancers), asi como el



reclutamiento de la maquinaria de transcripcion basal al promotor central, también

llamado promotor minimo o basal (Smale & Kadonaga, 2003).
1.3.1 Promotores

La regulacion de la expresion génica a nivel transcripcional depende en gran medida
de los promotores, regiones gendomicas alrededor del sitio de inicio de la
transcripcion (TSS) compuestas de un promotor central y un promotor proximal rio
arriba que de forma coordinada y auténoma regulan la transcripcion génica. El
promotor proximal es una secuencia de activacion de la transcripcion
inmediatamente rio arriba del promotor central, tipicamente hasta 250 pares de
bases (pb) rio arriba del TSS, que contiene sitios de unién para factores de
transcripcion (TF) especificos y que funciona como un potenciador transcripcional
(Majewska et al., 2018; Harbele & Stark, 2018). El promotor central, también llamado
basal o minimo, se define como la secuencia minima de DNA que dirige con
precision el TSS y frecuentemente comprende un segmento de DNA de 50-100 pb
alrededor del TSS (Danino, et al., 2015; Roy & Singer, 2015). EI promotor minimo
actia como una plataforma donde se ensambla la maquinaria transcripcional
esencial: la RNAPol I, que transcribe RNAs codificantes y no codificantes, varios
factores transcripcionales generales (GTF) y cofactores necesarios para la
formacion del complejo de pre-inicio y consencuentemente el inicio de la sintesis de
RNA (Figura 3) (Roy & Singer, 2015; Harbele & Stark, 2018).

PIC pre-mRNAs
uaRNAs

Promotor Promotor
Proximal Basal

Figura 3. Vision general del inicio transcripcional en promotores. La transcripcion se
inicia en los promotores basales, reclutando la maquinaria de transcripcion, que consta de
la RNAPolll (Polll) y factores de transcripcién general (GTF), lo que conduce a la formacion
del complejo de preiniciacién (PIC) y al inicio de la transcripcién. También pueden unirse
factores de transcripcion especificos de secuencia (TF) al promotor proximal, reclutando
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cofactores (COF) que transmiten las sefiales de activacion al PIC en el promotor central.
Los promotores producen mRNAs largos y estables a partir de un promotor basal en sentido
(orientacién del gen) y RNAs antisentido ascendentes (uaRNA) rio arriba del promotor
proximal que mantiene TFs unidos. Asi los PIC separados impulsan la transcripcion
unidireccional de cada uno de los dos TSS (Modificado de Harbele & Stark, 2018).

1.3.2 Caracteristicas clave de un promotor

Los promotores activos estan directamente asociados con firmas de cromatina
especificas. Estas incluyen: El enriquecimiento de modificaciones especificas de
histonas, como mono-, di- y trimetilacion de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4mel,
H3K4me2 y H3K4me3, respectivamente), asi como la acetilacion de la lisina 4 y 27
de la histona 3 (H3K4ac y H3K27ac, respectivamente) (Danino et al.,, 2015;
Andersson & Sandelin, 2020). Ademas, contienen regiones empobrecidas en
nucleosomas (NDR) sobre los promotores (también llamadas regiones de
ocupacién reducida de nucleosomas), sitios hipersensibles a DNasal y sefiales altas
de ATAC-Seq (Figura 4). Otras caracteristicas asociadas a un alto potencial
promotor incluyen: la presencia de muchos sitios de unidon de TF por region, gran
cobertura de union de TF del NDR asi como una alta superposicion entre sitios de
unién. Asimismo, la presencia de algunos sitios de unién a TFs con un claro efecto
impulsor de promotores, incluidos los TF de clase CREB, SP1, ETS y RFX. También
pueden contener una alta densidad de CpG cuyo efecto se debe principalmente a
su inherente riqueza de sitios de unién a TFs. Adicionalmente, estas caracteristicas

a menudo son evolutivamente conservadas (Andersson & Sandelin, 2020).



Promotor basal Promotor basal

o
B _C | d
&\ av;p.ﬁsgoefr\/
s
|

Intensidad de senal
0 patrén de secuencia

RNAPII \’\

1SS

Alta Baja
B B uaRNA
gecuenciaciénE.decTsGs Células normales t—
teady-state (Ej: CAGE) Agotamiento de
exosomas - T

Secuenciacion de TSS )
RNA-naciente Células normales .
(Ej: GRO-cap, Start-Seq) <]

sitios pA (AWTAA) [

o socuanci vos 5 e
de secuencia Motivos 5" SS :
Dinucledtidos CpG GG

ot dn ATAC Sen —
Sensibilidad a DNAsaI X

garacteristicas H3K27ac

e cromatina : ~—
cromatin H3kame1 [

H3K4me3 _

-250 250
Distancia a partir del centro (pb)

Figura 4. Resumen de caracteristicas clave de un promotor. En la parte superior se
muestra un esquema de la ubicacién del nucleosoma, NDR, la unién de TFs al centro del
NDR y el complejo de pre-inicio. La segunda fila muestra los uaRNAs y mRNAs producidos
a partir los bordes del NDR. Las filas restantes muestran niveles de intensidad de sefial
tipicos de experimentos usados en identificacion y caracterizacion de promotores. Las dos
primeras filas muestran sefales tipicas de técnicas que detectan TSS mediante la
secuenciacién de los extremos 5' de los RNAs estables (Ej: analisis de Cap de la expresion
génica (CAGE)), con o sin agotamiento del exosoma nuclear. La siguiente fila muestra los
resultados tipicos de las técnicas que secuencian los extremos 5 'de RNA’s nacientes (Ej:
GRO-cap o Start-seq) en células normales. Las caracteristicas de la secuencia, incluidos
los sitios poli (A) (pA), los sitios de splicing 5'(SS 5') y los dinucle6tidos CpG asi como las
caracteristicas de cromatina como accesibilidad (ATAC-Seq) e hipersensibilidad a la
DNasal (DNasa-seq) y la presencia de las modificaciones H3K27ac, H3K4medmel y
H3K4mel (ChlP-seq) se visualizan como barras en escala de grises que muestran su
densidad de patron promedio, donde el negro indica una densidad mas alta (Modificada de
Andersson & Sandelin, 2020)

1.3.3 Elementos regulatorios

Distintos elementos regulatorios dentro de los promotores minimos son comunes a

un gran numero de genes y se han conservado en la evolucion. Sin embargo, la



funcion especifica de estos elementos en la regulacion de la transcripcién de todos
los genes no esta claro, ya que no todos los elementos descritos se encuentran
asociados con todos los genes (Figura 5A) (Roy & Singer, 2015). El analisis de los
promotores concentrados, presentes en genes altamente regulados especificos de
tipo celular de expresion restringida y un patrén de transcripcion de un solo TSS o
un grupo estrecho de TSSs con una ventana de <5 nt derivado probablemente de
un solo PIC bien posicionado, ha llevado al descubrimiento de secuencias
regulatorias consideradas canodnicas como la caja TATA, el iniciador (Inr), el
elemento de reconocimiento de TFIIB (BRE), el elemento promotor rio abajo (DPE),
el elemento central rio abajo (DCE) y el elemento motivo diez (MTE) (Figura 5B).
Por el contrario, los promotores dispersos generalmente carecen de motivos BRE,
TATA, DPE y MTE, pero tienen islas CpG, plataformas de inicio transcripcional (TIP)
y desiertos ATG que permitirian que una sola proteina sea codificada por una region
promotora con multiples TSS, todos ellos considerados no candnicos a pesar de ser
ampliamente usados (Figura 5C) (Smale & Kadonaga, 2003; Gershon & Kadonaga,
2010; Roy & Singer, 2015; Vo ngoc et al., 2017).

A)
Elemento Ubicacién Secuencia consenso
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T88 B) NDR
Caja =25 TATAAA o TATATA Canénico s

TATA (((L' : r._ - = t}l))

Inr abarca el YYANT/AYY "~
TSS BREu TATA BREd INRorTCT DCE1 DCE2 DCE2 DPE

DPE ~ +30 A/GGATCGTG '
BREu ~ =35 G/CG/CG/ACGCC mRNA, miRNA
BREd ~ =20 G/ATTATGT/GT/IGT/G
C
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ATG trinucledtidos ATG mRNA, piRNA, tiRNA, TSSmiRNA

Figura 5. Elementos presentes en promotores minimos candnicos y no canénicos.
Los diversos elementos promotores centrales establecidos se muestran en (A). Algunos
promotores de miRNA y codificadores de proteinas (MRNA) tienen elementos promotores
canonicos asociados con ellos. No todos estos elementos estan presentes en todos los
promotores y muchos estan presentes en genes especificos de linaje. (B) Una gran parte
de genes de mamiferos carecen de elementos promotores centrales clasicos, pero en
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cambio contienen regiones amplias (100-150 pb) asociadas con el inicio de la transcripcion.
Los elementos o regiones no candnicos establecidos son islas CpG, desiertos ATG y
plataformas de inicio de transcripcion (TIP). Estos estan presentes en el RNA codificante y
en varios RNA no codificantes, incluido el RNA que interactta con piwi (piRNA), el RNA
asociado al inicio de la transcripcidén (tiRNA) y el miRNA asociado a TSS (TSSmiRNA).
Estos promotores se caracterizan con frecuencia por multiples TSS (mTSS) (Modificado de
Roy & Singer, 2015).

1.4 CatSper: importancia y estructura

El canal CatSper es un canal formado exclusivamente en espermatozoides y
ubicado en la membrana de la pieza principal del flagelo. CatSper es dependiente
de pH, ligeramente dependiente de voltaje, permeable a iones de Ca?*y es esencial
en la quimiotaxis hacia el 6vulo, reaccion acrosomal, capacitacion e hiperactivacion
del espermatozoide (Sun et al., 2017). Se ha propuesto que la activacién de CatSper
actua como un desencadenante de la hiperactivacion y la consecuente elevacion de
calcio intracelular ([Ca?*]i) en el flagelo estimula una liberacién secundaria de Ca?*
almacenado en el cuello del espermatozoide, ya sea estimulando la sintesis de
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) o mediante liberacién de Ca?* inducida por Ca?* (CICR),
lo que lleva a la hiperactivacion (Figura 6) (Correia et al., 2015).

Hiperactivacién

E i T « Estrés oxidativo
Q "« CAMPIPKA
+— . Agonistas (IP3, NAADP)

Llenado de reserva

CICR [
Flagelar
[Ca?*}1
T Estimulos
Em

Prostaglandinas
Moléculas organicas
pequenas

/ pH
<~— * Progesterona

Figura 6. Modelo para la activacidén/regulacion de la hiperactivacion activada por
CatSper. Los canales CatSper en el flagelo (recuadro amarillo; sombreado amarillo en el
flagelo del espermatozoide) se activan mediante diversos estimulos que incluyen pH
intracelular (pHi), potencial de membrana (Em), progesterona, prostaglandinas y otras



moléculas organicas. El Ca?* del flagelo se difunde hacia adelante, elevando [Ca?®*] en el
cuello del espermatozoide y puede movilizar el Ca?* almacenado por la liberacion de Ca?*
inducida por Ca?" (CICR). La susceptibilidad del depésito de Ca?* a CICR esta
potencialmente regulada/sensibilizada por procesos que ocurren durante la capacitacion,
incluida la sefalizacién de cAMP, el estrés oxidativo y la S-nitrosilacion, asi como el llenado
del depédsito de Ca?* y los efectos de agonistas en los canales que liberan Ca?* de sus
depdsitos (Modificado de Correia et al., 2015).

CatSper estd formado por cuatro subunidades a (Catsperl-4) y al menos seis
subunidades auxiliares: Catsper B (beta), Catsper y (gamma), Catsper & (delta),
Catsper € (épsilon), Catsper ¢ (zeta) y EFCAB9 (Figura 7C) (Ren et al., 2001; Quill
et al., 2001; Lobley et al., 2003; Liu et al., 2007; Wang et al., 2009; Chung et al.,
2011, 2017; Hwang et al., 2019). Todas las subunidades a (alfa), al igual que la
subunidad 8, son esenciales para la fertilidad masculina y la hiperactivacion de los
espermatozoides (Qi et al., 2007; Chung et al., 2011) mientras que la ausencia de
las subunidades ¢ y EFCAB9 comprometen la movilidad del espermatozoide

resultando en un fenotipo de subfertilidad (Chung et al., 2017; Hwang et al., 2019).
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Figura 7. Estructuray composicion del canal CatSper. (A) Representacion esquematica
de las subunidades Catsper 1-4. (B) Modelo en el que se forma un canal tetramérico a
través de la interaccion directa de los dominios en espiral. (C) lzquierda: se muestra la
interaccion del complejo EFCAB9-CatSper{ con las demas subunidades; Derecha:
Representacion esquematica predictiva de la interaccion y topologia de las subunidades
del canal CatSper (A y B: Lobley et al., 2003; C: Modificado de Hwang et al, 2019).

Las subunidades a tienen seis segmentos transmembranales (Figura 7A) que
forman dos dominios fisiologicamente activos: el dominio del sensor de voltaje (S1-

S4) y el dominio de formacion de poro (S5-S6). El dominio S1-S4 esta unido por una
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estructura ciclica corta y el segmento transmembranal 4 (S4) es el responsable de
la capacidad de sensor de voltaje del dominio debido a que tiene varios residuos de
aminoacidos cargados positivamente (lisina/arginina). S5 y S6 estan unidos por una
estructura ciclica corta e hidrofébica, tiene una secuencia homadloga conservada
([TIxx[D]xx[W]) que permite la entrada selectiva de calcio a través de la membrana
celular. La union de estas cuatro subunidades a forman un heterotetramero
funcional (Figura 7B) (Singh & Rajender, 2015; Sun et al., 2017).

1.5 Genes Catsper
1.5.1 Informacion general

El gen Catsperl se ubica en el cromosoma 19 en ratones, se estructura en 13
exones y codifica para una proteina de 686 aminoacidos (aa) mientras que Catsper2
se ubica el cromosoma 2, consta de 16 exones y codifica una proteina de 588 aa.
Catsper3 se ubica en el cromosoma 13, tiene nueve exones y codifica una proteina
de 395 aa, siendo la subunidad a la mas pequefia del canal. Catsper4 consta de 12
exones, se ubica en el cromosoma 12 y genera una proteina de 442 aa. Las
subunidades auxiliares B, v, 9, €, ¢y Efcab9 se ubican en el cromosoma 12, 7, 17,
1, 19 y 11, respectivamente, codificando proteinas de 1109, 1145, 805, 956, 194 y
216 aa, respectivamente (Sun et al., 2017). Estos datos, asi como los
correspondientes al humano son resumidos en la tabla 1.

Tabla 1. Informacién esencial de las de los genes de las subunidades de CatSper en
humano y raton. Se muestra la ubicacion cromosomica, el numero exones y la longitud en

aa de cada una de las subunidades que conforman el canal CatSper reportadas hasta el
momento (Modificado de Sun et al., 2017).

Humano Raton
Gen Ubicacion NUimero NuUmero de Ubicacioén NUimero NUmero de
cromosémica de aminoacidos cromosémica de aminoacidos
exones exones
Catsperl 11913.1 12 780 19A 13 686
Catsper2 15915.3 14 530 2E5 16 588
Catsper3 5g31.1 8 344 13B1 9 395
Catsper4d 1p36.11 11 472 4D3 12 442
Catsperf 14932.12 27 1116 12E 27 1109
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Tabla 1 (Continuacién). Informacién esencial de las de los genes de las subunidades
de CatSper en humano y ratén. Se muestra la ubicacion cromosémica, el numero exones
y la longitud en aa de cada una de las subunidades que conforman el canal CatSper
reportadas hasta el momento (Modificado de Sun et al., 2017).

Humano Raton
Gen Ubicacién Numero Numero de Ubicacion Ndimero NUmero de
cromosémica de aminoacidos cromosoémica de aminoacidos
exones exones
Catspery 19913.2 36 1159 7B1 30 1145
Catsperd 19p13.3 25 798 17D 28 805
Catsper& 1944 31 800 1H4 26 956
Catsper{ | 11g13.1 5 200 19A 5 194
Efcab9 5035.1 4 197 11 A4 5 216

Expresién

La expresion de RNA mensajero (mMRNA) de Casperl-4 es especifica de testiculo
tanto en humano como en raton, sin embargo, en humano se ha reportado una
expresion débil de Catsper4 en placenta y pulmones (Ren et al., 2001; Quill et al.,
2001; Lobley et al., 2003). Ademas, se ha observado expresién de Catsper3 en
cerebro de ratén (Kim et al.,2010) y en otros tejidos en un modelo de cerdo (Song
et al., 2011) pero su implicacion funcional no ha sido analizada. En testiculos de
ratén, Catsper2 se detecta desde los ocho dias post-parto (dpp) pero su expresion
se reprime siete dias y en seguida se presentan dos grandes aumentos en su
expresion a los 18 y 35 dpp. EIl mRNA de Castperl se detecta en testiculos desde
el dia 18 y llega a su maxima expresion al dia 25 mientras que el mRNA de Catsper3
y Catsper4 son detectados desde los 15 dpp (después de meiosis), con incrementos
significativos a los 21, 25 (espermatidas redondas) y 35 dpp (espermatogénesis
completa) e incrementando gradualmente hasta alcanzar el nivel maximo a los 120
dpp, cuando el raton es adulto (Figura 8). Asi, las diferencias entre los perfiles de
expresion temporal de los transcritos de Catsper en el desarrollo de testiculos de
ratbn sugieren una regulacion transcripcional diferente, que a su vez podria
contribuir a la formacion de los canales heteroméricos entre sus productos proteicos
(Li et al., 2007).
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Figura 8. Expresion temporal del mRNA Catsperl—4 en testiculo de ratén durante el
desarrollo postnatal. Los niveles de mRNA Catsperl, 2 (A) y Catsper3, 4 (B) se expresan
como proporciones en relacion con los valores de testiculo de ratén adulto (120 dias). Los
datos fueron normalizados a [-Actina, cuantificados por RT-PCR. Las regulaciones
ascendentes significativas en comparacion con su punto de tiempo anterior fueron
marcadas con asteriscos (* P <0.001, ** P <0.005, *** P <0.05) (Modificado de Li et al., 2007).

1.6 Importancia de Catsper3

La generacion de lineas de ratones macho que carecen de la subunidad CatSper3
funcional (CatSper3”-) demostraron que, a pesar de que la disrupcion no afecta el
proceso de espermatogénesis y estos ratones tienen un comportamiento normal,
los ratones CatSper3” fueron incapaces de generar camadas. Asimismo, los
espermatozoides de los ratones CatSper3” presentan una reduccidon en su
velocidad, una disminucion significativamente mas rapida y de mayor magnitud en
el porcentaje de espermatozoides moviles respecto a los espermatozoides
normales. Ademas, los espermatozoides CatSper3” no pueden generar el patron
caracteristico de hiperactivacion al ser incubados en un medio capacitador y
perdieron totalmente la movilidad al ser colocados en un medio viscoso mientras
gue los espermatozoides normales pudieron hiperactivarse y seguir en movimiento
(Qi et al., 2007; Jin et al., 2007). Estos datos demuestran que CatSper3 es esencial
para la fertilidad masculina e indispensable para la hiperactivaciéon del
espermatozoide. En humanos, CatSper3 se ha asociado positivamente con la
hiperactivacion y morfologia del espermatozoide. Ademas, la disminucion de la
expresion génica de Catsper3 se ha relacionado significativamente con
astenozoospermia, teratozoospermia y oligoastenoteratozoospermia (Carckzci et
al., 2017).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Regulacién transcripcional de Catsperl

La region promotora de Catsperl tanto de raton como de humano ha sido analizada
y se ha mostrado que pueden considerarse promotores tipo TATA-less ya que la
actividad transcripcional no se ve afectada después de la eliminacion de los sitios
tipo caja TATA, sin embargo, estos promotores tienen un elemento de respuesta a
cAMP (CRE) conservado, que podria actuar como sustituto, el cual solo se ha
analizado en el promotor de CATSPER1 humano. En humanos, la regién inmediata
rio arriba respecto al sitio de inicio de la transcripcidn (TSS) y el primer exon
contiene sitios CRE que aparentemente regulan negativamente su actividad
transcripcional (Mata-Rocha et al., 2013). Hasta el momento, se han identificado
tres sitios CRE: CREO a -27, CRE1 a -166 y CRE2 a -1195 respecto al TSS (Figura
9). Mediante deleciones y mutaciones de los sitios CRE dentro del promotor de
CATSPERL1, asi como la sobrexpresion de los factores CREB-A y CREMT, se
observé que el factor de transcripcion CREB-A es el principal activador del promotor
y que CRE1 es el sitio principal reconocido por CREB-A para la activacién del
promotor CATSPER1. En contraste, la sobreexpresion individual de CREMT no
afecta la actividad transcripcional del promotor, sin embargo, su co-transfeccion con
CREB-A resulta en un incremento de la actividad transcripcional del promotor
completo y en una reduccion cuando el sitio CRE1 es mutado, lo que indica un
efecto cooperativo entre los factores CREB-A y CREMT dependiente del sitio CRE1
(Oviedo et al., 2018). Debido a esta evidencia se considera que el promotor de
CATSPERL1 es regulado positivamente por el fator CREB-A en células HEK293 y
GC1-spg in vitro.
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Figura 9. Representacion esquematica de construcciones con deleciones en el
promotor de CATSPER1 humano rio arriba del gen de luciferasa de Renillareniformis.
Los triangulos indican la posicién en la que se ubican los sitios CRE y +1 indica el sitio de
inicio de la transcripcion (Modificado de Oviedo et al., 2018).

Segun un andlisis bioinformatico, el promotor de CATSPER1 también contiene
cuatro sitios de union a SRY, nombrados SRYO (+137/+145), SRY1 (-511/-491),
SRY2 (-822/-802) y SRY3 (-1405/-1386), cuya eliminacion y/o mutacion afecta la
actividad transcripcional del promotor in vitro (Figura 10). Ademas, la
sobreexpresion de SRY resulta, en todos los casos, en el incremento de la actividad
transcripcional del promotor. Sin embargo, solo el sitio SRY2 une al factor SRY in
vitro de manera especifica mientras que los sitios SRY1 y SRY3 también son
reconocidos por otros factores SOX. Aunado a esta informacion el analisis ChlP en
células HEK-293 y espermatozoides detectd la unidén especifica de SRY a los sitios
SRYO0 y SRY2. En conjunto, los ensayos EMSA, supershift y ChIP revelaron una
interaccion especifica entre SRY y el sitio SRY2 lo que sugiere que SRY2 es un sitio
importante para la regulacion de la actividad promotora de CATSPERL1 (Olivares et
al., 2018).
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Figura 10. Identificacion de sitios SRY en el promotor del gen de CATSPER1. A) Cuatro
sitios SRY fueron identificados in silico por el software Matinspector y ConSite. Los sitios
SRY en tdndem y Unicos estan subrayados, los nimeros corresponden a la posicion en
relacion con el TSS del gen CATSPER1. B) Construcciones con deleciones secuenciales
del promotor de CATSPERL1 y localizacion de los sitios SRY. Estas construcciones se
transfectaron en dos lineas celulares, GC1-spg (C) y HEK-293 (D). Se midieron las
actividades de luciferasa y las actividades relativas se normalizaron con respecto a la
actividad total de pCATL1. Los resultados se presentan como media £ SEM (n = 3). pRLnull
se us6 como control negativo. Las diferencias estadisticamente significativas respecto del
nivel del control pCAT1 (Namero de veces la actividad de pCAT1) se indican con *; P <0,05
(Modificado de Olivares et al., 2018).

El promotor murino contiene sitios de unién para los factores de transcripcion Sry,
Sox5, Sox9 y Creb, cuyas secuencias son protegidas por proteinas nucleares en
testiculo y se ha se ha demostrado que el promotor minimo de Catsperl consiste
en una region de 394 pb (-287 a +107) (Mata-Rocha et al., 2013; 2014). Hasta el
momento solo se conoce el efecto de los factores de transcripcion Sox en la
regulacion de Catsperl y se han identificado tres sitios de union para estos factores,
cuyas coordenadas son de —145/-135 para el sitio Sox-A, —218/-208 para Sox-B y
-484/-472 para Sox-C (Mata-Rocha et al., 2014) (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de las construcciones de deleciones consecutivas del extremo
5' Catsperly posicion de sitios Sox. Cada construccién fue nombrada de acuerdo con la
longitud de la region insertada rio arriba y rio abajo del sitio de inicio de la transcripcion
(TSS), conteniendo el gen reportero luciferasa Photinus de luciérnaga (PLuc) (Mata-Rocha
et al., 2014).

Las mutaciones en los sitios Sox-A y Sox-C no afectan la transactivacion del
promotor por parte de Sox5 y Sox9, en contraste la mutacion del sitio Sox-B, genera
una reduccioén del 60% en la actividad transcripcional indicando que Sox-B es
responsable de la mayor parte de la regulacion transcripcional y de la
transactivacion con Sox5 y Sox9, los cuales muestran un efecto cooperativo en la
actividad del promotor (Figura 12). Adicionalmente se mostré que ambos fatores de
transcripcion interactian de manera especifica con el promotor in vitro e in vivo
(Mata-Rocha et al., 2014).
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Figura 12. Sox5 promueve la actividad del promotor Catsperl. (A) La actividad
transcripcional se representa en barras para cada construccion. Todas las construcciones

16

50



se transactivaron mediante la expresion de Sox5 (barras abiertas) y Sox9 (barras sélidas.
(B) Células HEK-293 se transfectaron con construcciones pCatS798 de tipo silvestre o
mutadas en los sitios de union de Sox. (C) Las mismas construcciones se co-transfectaron
con los plasmidos Sox5, Sox9 o ambos. Se calcularon las actividades de luciferasa en la
condicién de control (barras sélidas) y después de la sobreexpresiéon de Sox5 y Sox9
(barras abiertas, sélidas y sombreadas). Se muestra un diagrama que muestra las
diferentes construcciones probadas (panel central) en el que se indican los supuestos sitios
de union del factor de transcripcion Sox, el sitio de inicio de la transcripcion y las mutaciones
introducidas. Los valores indican la media + S.E.M. de las actividades relativas de luciferasa
(n=3). * P < 0.05 *x P £ 0.001 (prueba t de Student) (Modificado de Mata-Rocha et al.,
2014).

Asimismo, el promotor Catsperl tiene actividad transcripcional antisentido in vivo
con niveles de expresion significativos en testiculos de ratdn. Este transcrito es un
RNA largo no codificante nombrado Catsperlau localizado en el nacleo de células
somaticas y germinales de testiculo, pero no en espermatozoides (Jiménez et al.,
2017).

2.2 Regulacién transcripcional de Catsper2

Recientemente se ha identificado que el promotor de Catsper2 se encuentra en la
region -500/+284 asi como posibles sitios de unién para diversos factores de
transcripcion ubicuos y especificos de testiculo que podrian regular la actividad
transcripcional de Catsper2, siendo relevantes cuatro sitios CRE (Figura 13). Sin
embargo, segun el andlisis bioinformatico también se encuentran sitios de unién
para los factores de transcripcion, ZF5F (factor de transcripcion con dominio POZ),
AP1 (proteina activadora 1), E2F (factor de transcripcion E2F), SP1 (proteina de
especificidad 1), CTCF (factor de unién a CCCTC) y CREBP (proteina de union a
elementos de respuesta a CAMP) (Contreras-Marciales, tesis de maestria, 2018).
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Figura 13. Anadlisis in silico de las sefiales de transcripcion en el promotor de
Catsper2 murino. (A) Prediccién de la regiéon promotora de 800 pb (azul) e isla CpG
(naranja); se muestra la ubicacién del promotor con respecto al inicio transcripcional (TSS)
de Catsper2 y se sefialan los dos primeros exones, asi como el comienzo de la traduccién
(fucsia) y la secuencia Kozak (ACATGG). (B) Prediccion de elementos de promotor basal
de la secuencia con YAPP Eukaryotic Core Promoter Predictor; posible elemento iniciador
0 INR (naranja), dos posibles elementos rio abajo de promotor o DPE (amarillo) y un posible
elemento de motivo diez o MTE (verde). Los inicios transcripcionales de acuerdo con los
elementos predichos se encuentran resaltados en negrita. (C) Prediccién de cuatro
secuencias consenso CRE, que sirven para la union de factores de transcripcion de la
familia CREB usando los programas Mathlnspector, Promo y TFBind (Contreras-Marciales,
tesis de maestria, 2018).

Ademas, se ha propuesto que el promotor minimo comprende la regién -54/+189
respecto al TSS con base a resultados de ensayos de actividad de luciferasa de

construcciones con regiones deletadas del promotor en lineas celulares MSC-1 y
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GC-1spg (Figura 14) (Contreras-Marciales, tesis de maestria, 2018).
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Figura 14. Determinacion del promotor basal de Catsper2 murino. Actividad
transcripcional de las construcciones con las deleciones del promotor de Catsper2 en las
lineas celulares GC-1 spg (A) y MSC-1 (B). Los datos indican la media + SEM, n=3 y los
asteriscos las diferencias significativas respecto a la actividad del promotor completo
(pCat2-800) (Contreras-Marciales, tesis de maestria, 2018).
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3. JUSTIFICACION

Actualmente se reconoce al canal CatSper como un elemento indispensable en los
espermatozoides para lograr la fertilizacion del ovulo y se ha demostrado que la
subunidad CatSper3 es necesaria para la hiperactivacion de los espermatozoides y
esencial en la fertilidad masculina. Sin embargo, nada se conoce sobre su
regulacion transcripcional por lo que el analisis de su region promotora nos
permitiria conocer su composicion, estructura y sitios relevantes en su regulacion,

comenzando asi a comprender el control de su expresion a nivel transcripcional.

Consecuentemente, la informacion que resulte de este trabajo podra fungir como
base para evaluar in vitro e in vivo la interaccién de los factores en trans asociados
a estas secuencias, asi como su papel sobre la regulacién transcripcional de

Catsper3 durante la espermatogénesis.
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4. OBJETIVOS
General
Caracterizar la region promotora del gen Catsper3 murino.
Especificos

1) Analizar in silico el promotor y secuencias reguladoras putativas de Catsper3
murino.

2) Determinar la region correspondiente al promotor minimo de Catsper3 murino.

3) ldentificar secuencias regulatorias en el promotor de Catsper3 murino in vitro.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia que se seguira para el cumplimiento de los objetivos planteados se
presenta en el siguiente diagrama de flujo (Figura 15).

N
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{
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Deleciones para ' .,
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sitios de regulacion :
transcripcional

Analizar actividad
transcripcional mediante
ensayos de luciferasa

Transfeccion en lineas
celulares GC-1spg y MSC-1

Figura 15. Representacién de la estrategia experimental planteada.

6. METODOLOGIA

6.1 Analisis bioinformatico
6.1.1 Prediccién de Islas CpG

Se us6 una secuencia DNA de 2859 pb correspondiente a la regién -2181/+678
respecto al TSS del gen Catsper3 murino. Se realizé la prediccion de islas CpG
putativas con los programas CpGFinder, CpGislandDB, Cpgplot utilizando los

criterios mostrados en la tabla 2.

6.1.2 Establecimiento de sitios de inicio de la transcripcion

Pare establecer los TSS usados en este trabajo se utilizaron datos publicamente
disponibles del consorcio Fantom5 EntrezGene:76856. Los datos corresponden a
resultados experimentales de Andlisis de Expresion Génica por Cap (CAGE) de

testiculo de ratdon adulto, considerados como picos o sitios de inicio de la
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transcripcion por CAGE (CTSS’s). Los picos se visualizaron en el UCSC genome
browser en busca de los CTSS para el gen Catsper3 murino. Los picos
pl@catsper3 (CTSS1), p2@catsper3 (CTSS2) y p3@catsperd (CTSS3)
corresponden al TSS encontrado con mayor frecuencia, al segundo en frecuencia y
al encontrado en menor frecuencia, respectivamente. El ID de acceso del
experimento es DRX009101 y los ID’s de los CTSS (archivos.bed) para mm9 y
mm10 son DRZ002783 y DRZ014133, respectivamente.

6.1.2 Prediccion de elementos de promotor minimo

Usando una secuencia de DNA de 979 pb correspondiente a la region -540/+439
respecto al TSS del gen Catsper3 murino, se realizo la prediccion de elementos de
promotor minimo con los programas YAPP- Eukaryotic Core Promoter Predictor y

ElemeNT v2, utilizando los criterios mostrados en la tabla 2.

Tabla 2. Criterios usados en la prediccién de sitios de unién a factores de
transcripcién

Software Criterios URL
YAPP Cut-off=0.80 http://www.bioinformatics.org/yapp/cgi-bin/yapp.cgi
ElemeNT v2 Por defecto http://lifefaculty.biu.ac.il/gershon-
tamar/index.php/element-description/elementv2
CpGFinder Tamafio http://www.softberry.com/berry.phtmli?topic=cpgfind
min=200 er&group=programsé&subgroup=promoter
%GCmin= 50
Radio min de
GC=0.6
CpGislandDB  Por defecto https://bioinfo2.ugr.es/CpGislandDB/
Cpgplot Por defecto https://www.ebi.ac.uk/Tools/segstats/emboss _cpgp

lot/

Matinspector

Por defecto

https://www.genomatix.de/online help/help matins
pector/matinspector help.html

TFBind 0.85 http://tfbind.hgc.jp/

ConSite Cut-off= 85% http://consite.genereg.net/

PROMO Mat. Sim = 85%  http://alggen.lsi.upc.es/cqi-
bin/promo_v3/promo/promoinit.cqi?dirDB=TF 8.3

P-match 1.0 Mat. Sim = 85%

Cor. Sim = 85%

MatrixCatch
v2.1l

P-value = 0.05

AliBaba2.1

Conservacion Min

mat. = 80%(alto).

http://gene-requlation.com/pub/programs.html

23


http://trace.ddbj.nig.ac.jp/DRASearch/experiment?acc=DRX009101
http://www.bioinformatics.org/yapp/cgi-bin/yapp.cgi
http://lifefaculty.biu.ac.il/gershon-tamar/index.php/element-description/elementv2
http://lifefaculty.biu.ac.il/gershon-tamar/index.php/element-description/elementv2
http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=cpgfinder&group=programs&subgroup=promoter
http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=cpgfinder&group=programs&subgroup=promoter
https://bioinfo2.ugr.es/CpGislandDB/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_cpgplot/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_cpgplot/
https://www.genomatix.de/online_help/help_matinspector/matinspector_help.html
https://www.genomatix.de/online_help/help_matinspector/matinspector_help.html
http://tfbind.hgc.jp/
http://consite.genereg.net/
http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3
http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3
http://gene-regulation.com/pub/programs.html

6.1.3 Prediccién de sitios de unién a TFs

Se us6 una secuencia DNA de 979 pb correspondiente a la region -540/+439
respecto al TSS del gen Catsper3 murino. La identificacion de sitios putativos de
unidén a TFs se realizé con los programas web TFBIND, Matinspector, ConSite,
PROMO, GenePromoterMiner, AliBaba2.1, MatrixCatch v2.7, Match - 1.0, P-match
1.0 con los criterios presentes en la tabla 2, recuperando aquellos sitios putativos
de union a TFs expresados en alguna de las etapas de la espermatogénesis y que

pudieran ser reguladores transcripcionales relevantes segun la literatura.
6.1.4 Obtencidn y Andlisis de datos de ChlP-seq

Se descargd un archivo en formato .bed con los picos para CTCF con un IDR 6ptimo
(tasa de descubrimiento irreproducible) y que sobrepasaron el umbral
(ENCFF443TPY) de muestra de testiculo de raton, disponible publicamente como
el experimento ENCSROOOCEF del proyecto ENCODE.

Se recolectaron datos de secuenciacion de ChiP-seq de CTCF de espermatocitos
en paquiteno (Acceso SRA: SRR11424141, SRR11424142, SRR11424143,
SRR11424144) y espermétidas redondas (Acceso SRA: SRR11424145,
SRR11424146, SRR11424147, SRR11424148) publicados bajo la serie
GSE147536 en el “Gene Expression Omnibus”. Los datos representan dos replicas
para cada tipo celular, asi como el respectivo control de carga (Input). Se ejecuto la
herramienta FastQC (Galaxy Version 0.72+galaxyl) en cada muestra para evaluar
la calidad general de los datos y en seguida se us6 Trim Galore! (Galaxy Version
0.6.3) para eliminar las secuencias correspondientes a los adaptadores; se
especificd datos tipo paired-end, en deteccion automatica y los demas parametros
se dejaron por defecto. Las secuencias recortadas fueron sometidas a la
herramienta FastQC para confirmar la eliminacion de los adaptadores. A
continuacion, las secuencias fueron mapeadas contra el genoma de referencia de
Mus musculus mm210 ejecutando Bowtie2 (Galaxy Version 2.3.4.3+galaxy0) usando
los parametros por defecto. Para eliminar las secuencias multi-mapeadas se uso la
herramienta Filter SAM or BAM (Galaxy Version 1.8+galaxyl) de Samtools

estableciendo un puntaje minimo calidad MAPQ de 1, el formato de salida como
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BAM (-b) y los demas pardmetros por defecto. En seguida los alineamientos fueron
ordenados por ubicacion gendmica (coordenadas) con SortSam (Galaxy Version
2.18.2.1) de Samtools y usando RmDup (Galaxy Version 2.0.1) de Samtools se
conservaron los alineamientos con la calidad de mapeo mas alta en el caso de que
existieran lecturas con coordenadas externas idénticas, especificando datos tipo
paired-end. Finalmente, se realizo la llamada a picos usando MACS2 Callpeak
(Galaxy Version 2.1.1.20160309.6) agrupando las muestras (CTCF) asi como los
controles de carga (no CTCF), seleccionando el formato de entrada a paired-end
BAM, tamafio efectivo del genoma de 1.87e9, sin construcciéon de modelo (--
nomodel), tamafio de extension de 200, una deteccidn del pico basada en el g-value

con corte minimo del FDR (g-value) de 0.05.

Los picos descargados del proyecto ENCODE asi como los generados con los datos

de secuenciacion fueron visualizados con el software IGV (v 2.8.9) e IGB (v 9,1,6).

6.2 Purificacion de DNA

Para la purificacion de DNA se utilizé el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System siguiendo el protocolo del fabricante asi como extraccion por el
método de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico. Los protocolos se describen a

continuacion.
6.2.1 Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

Se peso un microtubo de 1.5 ml por cada fragmento de DNA aislado y se registro el
peso. Se cort6 el fragmento de DNA de interés en el menor volumen posible de gel
de agarosa usando un bisturi limpio y se transfirié el fragmento de gel al microtubo
correspondiente. El tubo se pes6 de nuevo, se calculé el peso del gel y se agregaron
10 ul de Membrane Binding Solution por cada 10 mg de gel. Se agité brevemente
en vortex, se incubo6 a 60°C durante 10 min o hasta disolver completamente el gel y
se dio un spin. A continuacion, se coloc6 una minicolumna SV en un tubo de
coleccion, se agrego el gel disuelto a la minicolumna SV y se incub6 durante 1 min
a TA. En seguida se centrifugd durante 1 min a 13,500 rpm a TA y se descarté el

liquito del tubo de coleccion. Para lavar la columna se agregaron 700 pl de
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Membrane Wash Solution previamente diluida con etanol al 95%, se centrifugo
durante 1 min a 13,500 rpm a TA, se descarto el liquido del tubo de coleccion y se
repitié el proceso con 500 pl de Membrane Wash Solution. Se centrifug6 durante 1
min a TA para evaporar cualquier residuo de etanol y a continuacion se transfirio la
columna SV a un microtubo de 1.5 ml limpio. Se agregaron 20 pl de agua milliQ
estéril en el centro de la columna sin tocar la membrana, se incub6 a TA por 1 min
y se centrifugd durante 2 min a 13,500 rpm a TA. Finalmente, se descart6 la columna

SV y el DNA se cuantifico y almacen6 a -20°C hasta su uso.
6.2.2 Extraccion de DNA por Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (25:24:1)

Se agrego6 un volumen de Fenol:Cloroformo:lsoamilico 25:24:1 al tubo que contiene
el DNA, se agit6é en vortex por 20 seg y se centrifugé a 13,500 rpm durante 10 min
a 4°C. Se transfirio la fase acuosa (sobrenadante) a un tubo nuevo, cuidando no
llevar nada de fenol. Se agreg6 1 volumen de Cloroformo: alcohol isoamilico (24:1),
se agitdo y se centrifugd a 13,500 rpm durante 10 min a 4°C. Se transfirio el
sobrenadante a un tubo nuevo, se agregé 1 pl de Glucégeno 20 pg/ul, 40 pl de
Acetato de sodio 3M y 1 ml de etanol absoluto. Se agité cuidadosamente y se
precipité el DNA a -70°C toda la noche. Al dia siguiente, se centrifugd a 13,500 rpm
durante 20 min a 4°C y se decanto el sobrenadante. La pastilla de DNA formada se
lavd con 200 pl de etanol al 70%, se centrifugd a 13,500 rpm durante 2 min a 4°C.
Se retird el etanol sin perturbar la pastilla y se dej6 secar completamente a TA.
Finalmente, el DNA se resuspendi6 en el volumen deseado de agua milliQ estéril,

se cuantific y se almacend a -20°C hasta su uso.

6.3 Preparacién de bacterias 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 3 ml de medio LB. Se inocul6 1 ml del cultivo en 100 ml de
medio LB fresco, se incubo a 37°C con agitacion a 180 rpm en un matraz Erlenmeyer
hasta alcanzar una absorbancia de 0.6-0.9 a 600 nm. Posteriormente se
centrifugaron las bacterias a 6000 rpm 10 min a 4°C, se desechdé el sobrenadante y

se resuspendio en 25 ml de una solucion de CaCl2 0.1 M recién preparada. Se repitio

26



el ciclo de centrifugado y de resuspension con CaClz2 0.1 M agregando 20 ml, 15 ml,
10 ml, 5 ml'y 2.5 ml. Finalmente, a los 2.5 ml de bacterias se agregaron 250 ul de
glicerol estéril, se realizaron alicuotas de 100 ul de bacterias manteniéndolas en

hielo y finalmente se almacenaron a -70°C hasta su uso.

6.4 Transformacioén bacteriana

Se utilizaron de 10-25 ng de plasmido o 5 pl de mezcla de ligacion para transformar
50 pl 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 rapidamente se transfirieron a hielo por 2
min. Posteriormente se agregaron 0.5 ml de medio LB y se incub6 a 37°C durante
1 hora con agitacion constante a 200 rpm. Se sembraron 100 pl de la reaccion de
transformacién sobre placas de agar LB con ampicilina a 0.2 mg/ml y se incubaron
toda la noche a 37°C. Posteriormente se seleccionaron colonias candidatas y se

aislaron en placas de agar LB-ampicilina a 0.2 mg/ml.

6.5 Extraccion de DNA plasmidico

Para la extraccion de DNA plasmidico se utilizo el kit Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System y el kit QIAGEN Plasmid Midi, siguiendo las instrucciones
de los fabricantes. Los protocolos son los siguientes:

6.5.1 kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System

Se inocul6 una colonia transformada con el pldsmido de interés en 15 ml de caldo
LB con ampicilina 50 pg/mly se incub6 a 37°C en agitacion constante toda la noche.
Al dia siguiente, las bacterias se centrifugaron a 12000 rpm por 5 min y se descart6
el sobrenadante. Las bacterias se resuspendieron en 250 ul de solucion de
resuspension celular, se agregaron 250 ul de solucién de lisis celular y se mezclé
por inversion 4 veces; se adicionaron 10 pl de solucién de proteasa alcalina, se
mezclo por inversion 4 veces y se incubo a TA por 5 min. Posteriormente, se detuvo
la reaccién con 350 pl de solucion de neutralizacién y se centrifugdé a maxima
velocidad por 10 min a TA. El sobrenadante se transfirié a una columna del kit y se

centrifugd a 13000 rpm por 1 min a TA, se descarté el “flow through” y se realizaron
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dos lavados con 750 ul y 250 pl de Solucién de lavado y finalmente se transfirio la
columna a un tubo eppendorf de 1.5 ml, se agregaron 20 ul de agua estéril libre de
nucleasas y se centrifugé a maxima velocidad por 1 min a TA. El DNA se almaceno

a -20°C hasta su uso.
6.5.2 QIAGEN Plasmid Midi Kit

Se inocularon bacterias transformadas con el plasmido de interés en 100 ml de
caldo LB-ampicilina (0.2 mg/ml) y se incubaron a 37°C con agitacion constante de
180 rpm toda la noche. Al dia siguiente, se centrifugaron las células en un tubo
Falcon estéril a 6000 rpm por 15 min a 4°C y se desecho el medio. Las células se
resuspendieron en 10 ml de la solucion P1 (buffer de resuspension) del kit con 0.1
mg/ml de RNasa y luego se agregaron 10 ml de buffer P2 (buffer de lisis), se mezclé
por inversion 4-6 veces y se incubd a TA por 5 min. Después de la incubacion, se
neutralizé la reaccion afadiendo 10 ml del buffer P3 (buffer de neutralizacion) frio,
se mezclé por inversidon 4-6 veces y se incubo en hielo por 15 min. Posteriormente,
se centrifugd a 212500 rpm por 30 min a 4°C y se recuperd el sobrenadante en un
tubo nuevo, se repitié el paso anterior para eliminar cualquier residuo; luego, el
sobrenadante se pasoé por una columna de purificacion, previamente equilibrada con
10 ml de buffer QBT. En seguida, se lavé la columna 3 veces con 10 ml de buffer

QC y se transfirié a un tubo nuevo, en donde se eluyd el DNA con 15 ml de buffer

QF.

Se agregaron 10.5 ml de isopropanol a TA y se centrifugd a 212500 rpm por 30 min
para precipitar el DNA. El pellet se limpié con 5 ml de etanol 70% y se centrifugé a
212500 rpm por 10 min a 4°C. Se decanté el sobrenadante y se dejo secar el DNA.
Por ultimo, se resuspendio en 100 pl de agua estéril libre de nucleasas, se cuantificd

y se almacend a - 20°C.

6.6 Clonacion del promotor de Catsper3 murino

6.6.1 Amplificacién del promotor putativo de Catsper3 murino

Se realizé una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) usando DNA genémico

(gDNA) de ratdn de la cepa c57BL/6 como molde para amplificar las regiones de -
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2181..678 y -540..439 respecto al TSS del gen Catsper3 murino (Gene ID: 76856;
NCBI Reference Sequence: NC_000079.6) usando oligonucleotidos especificos
gue contienen sitios de reconocimiento para enzimas de restriccion. Las secuencias
de los oligonucledtidos utilizados, los sitios de restriccion que contienen y la region

gue amplifican se muestra en la tabla 3.

Se preparé la mezcla de reaccion para la PCR compuesta por: 2ul Phusion Buffer
GC 5X (1X), 0.5 pl de DMSO 100% (5%), 0.8 pl de dNTP’s 2.5 mM, ~150 ng de
gDNA o agua (control neg), 0.2 ul del oligonucleétido Cat3.FwdA -2181 10uM (0.2
puM), 0.2 ul del oligonucleotido Cat3.Rev_+678 10 uM (0.2 uM), 0.1 pl de Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase 2 U/ul (0.2 U) de NEB y se llevé a un volumen final
(Vf) de 10 pl con agua milliQ estéril. La PCR se llevé a cabo en un termociclador
Axygene Maxygene y las condiciones del programa de PCR utilizado en ambas
reacciones se muestra en la tabla 4. El producto de PCR fue observado en un gel
de agarosa al 1%, purificado mediante el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP
System de PROMEGA vy cuantificado por absorbancia utilizando el

espectrofotometro UV/VIS NanoDrop®.

Tabla 3 Oligonucledtidos utilizados.

Oligonucledtido Secuencia 5’ a 3’ Sitio de Objetivo
restriccion
Cat3.FwdA_-2181 TTATGGTACCGGATCCACTTTCCGCCTTACCA  Kpnl y
CTAACTG BamHI Cat3-
2181..678
Cat3.Rev_+678 ATTGCTCGAGCTTGCCTGAACCTGTGACATGA Xhol
C
Cat3.Fwd_-540 ATTTGGTACCACACTCCTGTCTGTAACC Kpnl
Cat3-540..439
Cat3.Rev_+439 ATAGCTCGAGGAAATAGGCCCTGTGAC Xhol
RVprimer3 CTAGCAAAATAGGCTGTCCC e
pGL4.10[Luc?]
Luc2Rev GTCCCGTCTTCGAGTGGGTAG e

Los nucledtidos marcados en negritas corresponden al sitio de restriccion.
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Tabla 4. Programas del termociclador empleados para reacciones de PCR

Region Etapa Ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 1 98°C 5 min
© Desnaturalizacion 98°C 50 seg
'5_ Alineamiento (gradiente) 67.2°C; 68.7°C; 50 seg
5 30 70.1°C; 71.3°C; 72°C
c?l,'d Extension 72°C 4 min
O Extensién final 1 72°C 10 min
Reposo 1 4°C 0
Desnaturalizacion inicial 1 98°C 5 min
Desnaturalizacion 98°C 30 seg
§_ Alineamiento (gradiente) 58°C; 61.9°C; 65.3°C; 30 seg
% 30 66.4°C; 67.4°C; 68°C
‘;% Extension 72°C 2 min
© Extension final 1 72°C 10 min
Reposo 1 4°C 0
- Desnaturalizacion inicial 1 95°C 5 min
% Desnaturalizacion 95°C 30 seg
_5 3 Alineamiento 30 53.3°C 15 seg
§ % Extension 72°C 2 min
E . Extension final 1 72°C 10 min
8 Reposo 1 4°C °0

6.6.2 Clonacioén de laregion -540..439 en pJET1.2/Blunt

Para clonar el amplicon correspondiente a la regién -540..439 y obtener la
construccion llamada pJETCat3-540..439, se utilizé el kit comercial CLONEJET™
PCR cloning de Thermo Fisher Scientific usando un radio inserto:vector de 3:1 y
siguiendo el protocolo descrito a continuacion: se incubaron ~28 ng del amplicon
Cat3-540..439 purificado, 5 pl del buffer de reaccion 2X (1X), 0.5 pl del plasmido
pJET1.2/blunt 50 ng/ul (25 ng), 0.5 pl de T4 DNA ligasa 5 U/ul (2.5 U) y se llevo a
un Vf de 10 pl con agua milliQ estéril. Se incubo la reaccion durante 2 h a 22°Cy se

transformaron 50 pl células DH5a competentes con 5 pl de la mezcla de ligacion.
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6.6.3 Subclonacién de la regién -540..439 en pGL4.10[luc?2]

Para subclonar la regién -540..439, se liber6é el inserto de pJETCat3-540..439
mediante restriccion enzimatica y se religd en el vector pGL4.10[luc2], que carece
de promotor y contiene el gen reportero de luciferasa de Photinus pyralis rio abajo
del sitio de clonacion multiple (MCS) (Anexo 1). El procedimiento para obtener la
construccion llamada pCat3-540..439 se describe a continuacion.

Se realizo la restriccion de 20 pug de pJETCat3-540..439 y 20 ug de pGL4.10[luc2]
con 20 U de Kpnl-HF (NEB) y 20 U Xhol (NEB), una concentracion final 1X de buffer
cutsmart 10X (NEB), se llevé a un Vf de 50-60 pl y se incubé a 37°C toda la noche.
La mezcla de restriccion se corrié en un gel de agarosa al 1% y los fragmentos
correspondientes a Cat3-540..439 cortado y pGL4.10[luc2] linealizado fueron
cortados del gel, purificados mediante extraccion fenol:cloroformo:isoamilico y
cuantificados por absorbancia utilizando el espectrofotémetro UV/VIS NanoDrop®.
A continuacion se realizé la reaccidn de ligacion para lo cual se mezclaron 6 pl de
Cat3-540..439 cortado ~150 ng/ul (~900 ng) con 3 pl de pGL4.10[luc?] linealizado
~100 ng/pl (=300 ng), 1.25 pl de buffer T4 DNA ligasa 10X (1X), 1 pl de T4 DNA
ligasa 5 U/l (5 U) (Thermo Scientific™) y 1.25 pl de H20 milliQ estéril para
completar un Vf de 12.5 ul. La mezcla de ligacion se incubd 1 h a TA, toda la noche
a 4°C y 2 h a TA. En seguida, se usaron 5 pl de la mezcla de ligacién para

transformar bacterias E. coli DH5a competentes.

6.7 Deleciones del promotor de Catsper3 murino
6.7.1 pCat3-540..5

Se realiz6 la restriccién de 20 ug de pCat3-540..439 con 20 U de EcoRI-HF (NEB)
y 20 U de Xhol (NEB), una concentracion final 1X de buffer cutsmart 10X (NEB), se
llevd a un Vfde 60 ply se incub6 a 37°C toda la noche. La mezcla de restriccion se
corrié en un gel de agarosa al 1% y el fragmento correspondiente a pCat3-540..5
linealizado fue cortado del gel, purificado mediante extraccion
fenol:cloroformo:isoamilico y cuantificado por absorbancia utilizando el
espectrofotometro UV/VIS NanoDrop®. A continuaciéon se repararon los sitios
cortados para generar extremos romos con 450 ng de pCat3-540..5 lineal, una
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concentracion final a 1X de 2X Reaction buffer, 0.5 pl de Blunting enzyme,
(ThermoScientific™) y suficiente H20 milliQ estéril para alcanzar un volumen final
de 20 ul. La mezcla se incubd a 70°C durante 5 min y en seguida se agregaron 2.5
U de T4 DNA ligasa (ThermoScientific™) para religar el plasmido. La mezcla de
ligacion se incub6 1 h a 22°C, toda la noche a 4°C y 2 h a 22°C. Finalmente se
usaron 10 pl de la mezcla de ligacion para transformar 100 pl de bacterias E. coli

DH5a competentes.
6.7.2 pCat3-198..439

Se realiz0 la restriccion de 10 pg de pCat3-540..439 y 5 pug de pGL4.10[luc2] con
10 U de Bglll (Fermentas), una concentracion final 1X de buffer PO (Fermentas), se
llevé a un Vfde 40 ul y se incub6 a 37°C toda la noche. La mezcla de restriccion se
corrid en un gel de agarosa al 1% y los fragmentos correspondientes a Cat3-
198..439 cortado y pGL4.10[luc?] linealizado fueron cortados del gel, purificados
mediante extraccion fenol:cloroformo:isoamilico y cuantificados por absorbancia
utilizando el espectrofotometro UV/VIS NanoDrop®. A continuacion se realizo la
reaccion de ligacion con un radio inserto:vector de 10:1 para lo cual se mezclaron
77 ng de Cat3-198..439 cortado con 50 ng de pGL4.10[luc?] linealizado, se us6 una
concentracion final de 1X de buffer T4 DNA ligasa, 1 Weiss U de T4 DNA ligasa
(Thermo Scientific™) y se llevé a un Vf de 10 pl con H20 milliQ estéril. La mezcla
de ligacion se incub6 1 h a 22°C, toda la noche a 4°C y 2 h a 22°C. En seguida, se
usaron 5 pl de la mezcla de ligacién para transformar 50 ul de bacterias E. coli DH5a

competentes.
6.7.3 pCat3-198..5

Se realizo la restriccion de 20 ug de pCat3-540..5 con 10 U de Bglll (Fermentas),
una concentracion final 1X de buffer PO (Fermentas), se llevo a un Vf de 50 pl y se
incubo a 37°C toda la noche. La mezcla de restriccion se corrié en un gel de agarosa
al 1.5% y el fragmento correspondiente a Cat3-198..5 restringido fue cortado del gel,
purificado mediante el Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System vy
cuantificados por absorbancia utilizando el espectrofotometro UV/VIS NanoDrop®.

A continuacién se realiz0 la reaccién de ligacién con un radio inserto:vector de 10:1
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para lo cual se mezclaron 26 ng de Cat3-198..5 cortado con 50 ng de pGL4.10[luc2]
linealizado con Bglll, se us6 una concentracion final 1X de buffer T4 DNA ligasa, 1
Weiss U de T4 DNA ligasa (Thermo Scientific™) y se llevé a un Vf de 10 pl con H20
milliQ estéril. La mezcla de ligacién se incub6 1 h a 22°C, toda la noche a4°Cy 2 h
a 22°C. En seguida, se usaron 5 pl de la mezcla de ligacion para transformar 50 pl

de bacterias E. coli DH5a competentes.

6.8 Secuenciacion de DNA

Para verificar la secuencia de las construcciones en el plasmido pGL4.10[Luc2] se
utilizé el kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). Las
reacciones consistieron de 4 pl de Buffer de secuenciacion 5X, 1 pl de mix de
reaccion, 5 pMol de oligonucle6tido, 500 ng de DNA plasmidico y suficiente H20
milliQ estéril para completar un volumen final de 20 pl. La reaccién se llevé a cabo
en un termociclador con un ciclo inicial de desnaturalizacion a 96°C por 4 min, 35
ciclos a 96°C/30 s, 54°C/30s (para el oligonucleétido RVPrimer3) o 59°C/30 s (para
el oligonucledtido Luc2Rev) y 60°C/4 min. Finalmente, un ciclo de 4°C/«. Los
productos de PCR fueron purificados mediante precipitacion por etanol y las
muestras secas fueron secuenciadas en el Laboratorio de Secuenciacion del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI y en los

Laboratorios Nacionales de Servicios Experimentales (LANSE).

6.9 Cultivos celulares
6.9.1 lineas celulares

Debido a que no existe una linea celular que se encuentre en el estadio de
espermatidas a partir del cual se expresa el gen Catsper3, se utilizé la linea celular
GC1-spg (ATCC® CRL-2053™) 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), pertenecientes al linaje celular

germinal masculino.

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
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previamente esterilizadas por filtracion con filtros de 0.22 pm de diametro de poro o
por autoclave. El medio de cultivo utilizado fue el Dulbeco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10% y antibioticos
penicilina-estreptomicina al 1%. Las células se mantuvieron en incubadora a 37°C,
90% de humedad relativa y 5% de COs..

6.9.2 Pase celular

Se elimind el medio de cultivo de las cajas con células adherentes y se lavaron con
PBS 1X estéril. Para despegar las células GC-1spg se adicionaron 2 ml de tripsina-
verseno (0.25%-0,02%) (Invitrogen), se incubo por 2 min a 37°C y se neutraliz6 con
2 ml de medio DMEM suplementado. Las células se transfirieron a un tubo falcon
de 15 ml y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 min. Posteriormente se decanto
el medio y el pellet celular se resuspendié en 1 ml de medio DMEM suplementado.
Se tomaron 10 pl, se mezclaron con 80 pl de medio DMEM suplementado y 10 pl
de azul de tripano para cuantificarlas en cAmara de Neubauer. Se sembraron 1x10°

células en una nueva caja con 7 ml de medio DMEM suplementado.
6.9.3 Criopreservacion

Las células se despegaron siguiendo el procedimiento descrito para el pase celular.
Posteriormente el pellet celular se resuspendié en 1 ml de suero fetal bovino (SFB)
y se tomaron 100 pl para dar un pase celular. En seguida se agregaron 100 ul de
DMSO a los 900 ul de células restantes, se resuspendieron y se transfirieron a
criotubos. Posteriormente las células se congelaron lentamente, primero
colocandolas en hielo, en seguida en hielo seco (-20°C), luego en un
ultracongelador (-70°C) y finalmente en nitrégeno liquido (-196°C), donde se

almacenaron hasta su uso.
6.9.4 Transfeccidén transitoria

La transfeccion de las construcciones del promotor del gen Catsper3 murino en la
linea celular GC1-spg se realizd con el sistema de transfeccion K2® (Biontex)
siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.
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De acuerdo al protocolo de pase celular, se sembraron 1x10° células en placas de
24 pozos con 500 pl de medio DMEM suplementado y se incubaron a 37°C por 24
h hasta una confluencia celular de 70-80%. Las células se sensibilizaron 2 h antes
de transfectar afiadiendo 5 pl del reactivo K2 Multiplier en cada pozo. En seguida
se prepararon las mezclas de transfeccion (Tabla 5), se incubaron a TA por 20 min
e inmediatamente se afiadieron a los pozos agitando suavemente. Cada cultivo se
incub6 48 h a 37°C, cambiando el medio a las 24 h y en seguida las células se
lisaron para obtener el extracto celular. Se utilizé el vector pGL4.10[luc2] vacio como
control de actividad basal de referencia, con el promotor de citomegalovirus
(pGL4.10-CMV) como control positivo de transfeccion (estos vectores contienen el
gen reportero de luciferasa de Photinus pyralis) y se dejé un pozo de células sin
transfectar para restar el ruido de fondo. En todos los pozos transfectados se afadio
como control interno de transfeccion el vector pRL-CMV, que contiene el gen

reportero de luciferasa de Renilla reniformis con el promotor de citomegalovirus.

Tabla 5. Mezclas de transfeccién usadas para linea celular GC-1 spg.

COMPONENTE CANTIDAD POR POZO
DNA (plasmido) 500 ng
pRL-CMV 0.4 ng

Construcciones pCat3 | K2 Transfection 2 ul

0 pGL4.10[Luc2] vacio | Reagent

DMEM sin Suficiente para completar
suplementar 60 ul
DNA (plasmido) 250 ng
pRL-CMV 0.4 ng

pGL4.10-CMV (control | K2 Transfection 2 ul

positivo) Reagent
DMEM sin Suficiente para completar
suplementar 60 pl
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6.10 Lisis celular y ensayo de luciferasa

Para cuantificar la actividad de luciferasa se utilizo el kit Dual-Luciferase® Reporter

(DLR™) Assay System de Promega.

A las 48 h pos-transfeccion se realizo la lisis de las células, para lo cual, se elimino
cuidadosamente todo el medio de cultivo, se lavaron las células con 100 pl de PBS
1X, se agregaron 100 pl de buffer de lisis pasiva 1X a cada pozo y se incub6 a TA
por 15 min en agitacion constante; finalmente, se disgregaron bien las células con
micropipeta y el contenido celular se transfirié a un tubo eppendorf, se centrifugo a

2500 rpm por 5 min y se almacend a -20°C por un maximo de 30 dias.

Las actividades de luciferasa se cuantificaron secuencialmente: se agregaron 20 pl
de lisado celular y 20 pl del Reactivo LARII (que contiene el sustrato para la
luciferasa de Photinus pyralis) en placas negras de 96 pozos e inmediatamente se
realizo la lectura en el luminémetro Fluoroskan Ascent® FL de Thermo Scientific.
Posteriormente, se agreg6 20 pl del reactivo Stop & Glo® para detener la primera
reaccion e iniciar la actividad de la luciferasa de Renilla reniformis en el mismo pozo

e inmediatamente se realiz6 la lectura en el lumindmetro.

La lectura de la muestra sin transfectar, correspondiente al ruido de fondo, se resto
a los valores obtenidos de cada una de las lecturas de las muestras transfectadas
(Photinus pyralis y Renilla reniformis). Las lecturas de luciferasa de las
construcciones analizadas (Photinus) fueron normalizadas con las del control
interno (Renilla) y la lectura para pGL4.10[luc2] fue asignada como una unidad
relativa de luciferasa. Cada construccién se realiz6 por triplicado. Se realizaron tres
experimentos independientes de cada construccidbn a menos que se indique lo

contrario

6.11 Anéalisis estadistico

En analisis estadistico de las diferentes construcciones y la generacién de las
gréaficas se realizo con el software GraphPad Prism 8. Los datos se procesaron con
un analisis de varianza de una via (ANOVA) y la prueba t-student. Las diferencias

significativas se representaron como sigue: *p<0.05; *p<0.01 y ***p<0.001.
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/7. RESULTADOS

7.1 Anélisis in silico de laregion promotora del gen Catsper3 murino.

7.1.2 Prediccion de regién promotora de Catsper3 murino

Previamente en nuestro grupo de trabajo se realizé un analisis in silico preliminar
en el cual se identificaron dos promotores putativos, uno de 634 pb (-513 a +120) y
otro en la cadena complementaria de 627 pb (-202 a +424) respecto al TSS usando
la suite de Genomatix (Romero-Tlalolini, datos no publicados). Ademas, con base a
los resultados arrojados por los programas Cpgplot, CpGFinder y CpGlslandDB se
identificé una isla CpG putativa con una longitud 343 pb (-1161 a -819), 52.8% de
CG y un radio observado/esperado de 0.81 (Figura 16).
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Figura 16. Representacion gréafica de laregién -2180/+678 de Catsper3 segln analisis
in silico. Se muestra el tamafio y la posicién del promotor putativo 1 (Azul), el promotor
putativo 2 (Naranja) y de la prediccién de unaisla CpG (Gris) respecto al TSS (+1). Ademas,
se ilustra el exonl, comprendido de la region traducida (verde) y el 5’UTR (verde limon),
anotados para el gen Catsper3 de Mus musculus (Gene ID: 76856; NCBI Reference
Sequence: NC_000079.6).

7.1.3 Prediccion de elementos caracteristicos de promotor basal

La secuencia correspondiente a los promotores putativos predichos por genomatix
fue usada para realizar la prediccion de elementos caracteristicos de promotor basal
con los programas YAPP y ElemeNTv2. Se encontraron distintos elementos de
promotor basal putativos en la region de -350 a +150 respecto al pl@Catsper3
(CTSS1 que corresponde al TSS encontrado con mas frecuencia), incluyendo tres
cajas TATA, cuatro secuencias iniciadoras (INR), dos DPE, una caja GC, una caja

CCAAT y un elemento de respuesta a TFIIA (Figura 17).
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Figura 17. Prediccién de elementos caracteristicos de promotor basal. Se muestran
las tres cajas TATA, cuatro secuencias INR, dos DPE, un elemento de respuesta a TFIIA,
una caja GC y una caja CCAAT predichas in silico dentro de la regién -540..439 respecto al

pl@Catsper3 (CTSS1).

7.1.4 Prediccion de sitios de unién a factores de transcripcion

La secuencia correspondiente a los promotores putativos predichos por genomatix

fue usada para realizar la prediccion de sitios de union a TF con los programas
Matlnspector, TFBind, Consite, PROMO, P-match 1.0, MatrixCatch v2.1 y
AliBaba2.1, las coordenadas exactas de los sitios predichos, su secuencia asi como

el puntaje (score) obtenido se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Coordenadas, secuenciay puntaje de sitios de unién a factores de
transcripcion predichos para Catsper3 murino.

Factor de

transcripcién  Sito  Posicién
+1..12
+41..52
-58..-38
-91..-80
+91..102
-117..-106
-128..-139
+176..183
+192..203
+206..213
+236..247
+299..309
+417..428
-13..-7
+137..143
-387..-381
-322..-309
-439..-415
-500..-476

CREB

ErR—==IOonEDOOR >

SOX5/9

Q= p

Secuencia 5’ a 3’ (cadena)
agaA'T'TCAggtg (-)
tgta TGAT Aaaa (+)
getttATGAggtegcetettag (-)
cccI'CTCAagece ()
catTTTCAccac (-)
caag'GAATagg (+)
ttaTCTCAggaa (-)
TTAAGTAA (+)
aagACTCAgtaa (-)
TTAAGTAA (+)
gaga'GAGTgaa (+)
tctcAGACAcg (+)
TCTTTTGTCACA ()
GCTGCTG (+)
CTACAGC (+)
CTACAGC (+)
gtccATTGCctgac(-)
tgtaaaCAA T gtctaaggtcccacg ()
ggggaatc AAT Gagtttgttggttt (-)

Puntaje de similitud
Matriz Core
0.926 0.988
0.853 0.976
0.924 1.000
0.870 0.988
0915 0.976
0.876 0.988
0.919 0.988
0.873321 -
0.900 1.000
0.873321 -
0.944 1.000
0.911 0.988
0.841508 -
1.000
0.9846 —
0.9846 ——
0.862 0.911
0.991 1.000
0.902 1.000
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Se encontraron un total de 13 sitios putativos de unién para el TF CREB distribuidos
a lo largo de la regidn analizada. El sitio A se traslapa con CTSS1 de Catsper3y los
sitios B y C se encuentran a una distancia menor de 60 nucleotidos alrededor del
CTSS1, sin embargo, la mayoria de los sitos CREB se encuentran rio abajo del
CTSS1. De manera interesante, se observa un patron similar en la posicion de los
sitios CREB respecto al TSS1 del IncRNA (p1@Rik), adyacente a Catsper3 (Figura
18A). Ademas se encontraron un total de 3 sitios putativos de unién para CREMt,
de los cuales el sitio N se ubicado cerca al CTSS1 de Catsper3, especificamente en
la region -13..-7 (Figura 18A). Es importante mencionar que los 16 sitios
mencionados se consideran como elementos de respuesta a cAMP (CRE). Por otro
lado, se encontraron 3 sitios putativos de union para los TF SOX5 y SOX9,
denominados SOXA, SOXB y SOXC. El mas cercano de estos sitios se encuentra
ubicado en -322..-309 respecto al CTSS1 de Catsper3 (Figura 18B) (Anexo 2)
Finalmente, se encontraron algunos sitios de union putativos para la familia de TF
SP(1y 3),RFX(1y7)y DMRT (4y 1) (Anexo 3).

. Sitios CREMTa |:| Inicio de traduccion

A p— B sitios cres
+1

-ﬁ’ +439

-400
p2@Rik
p1@Rik
B Clsfl B soX  []inicio de traduccién
CT
o Ssil :CTSS3 +439
Ekn## o #

-500 -476 -439 -415 -322 -309

Figura 18. Prediccion de sitios de unién a factores de transcripcién para Catsper3
murino. Se muestran los sitios putativos de unién para los TF CREB, CREMta (A) y SOX
(B) predichos in silico dentro de la region -540..439 respecto al CTSS1 del gen Catsper3
murino.

7.1.5 Andlisis de datos de ChlIP-seq para CTCF

Analizando los datos de ChlP-seq provenientes de testiculos, espermatidas
redondas (rST) y espermatocitos en pachiteno (pacSC) no se encontré ningun pico
que indique union de CTCF cerca o dentro del gen Catsper3. Los picos mas
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proximos al gen Catsper3 se encuentran a aproximadamente 24.9 kb rio arriba y
61.2 kb rio abajo respecto al inicio del gen en la muestra de testiculo. En las
muestras de pacSC y rST se encontré un pico a 142 kb rio arriba 'y 61.2kb rio abajo
del gen Catsper3, traslapandose con el pico reportado en la muestra de testiculo
(Figura 19).
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Figura 19. Sitios de unién para CTCF en las inmediaciones de Catsper3 murino. Se
muestran los picos (flecha roja) que representan los sitios de union de CTCF en testiculo
(testis), espermatocitos paquiteno (pacSC) y espermatidas redondas (rST) de raton. En la
parte superior los picos que representan los sitios de unién de CTCF en higado y rifion
como control reportados por el proyecto ENCODE. El sitio +1 representa el inicio del gen
Catsper3 y los numeros la distancia respecto al inicio del gen. Los picos mostrados para
pacSC y rST son resultado del analisis de datos RAW experimentales de ChlP-seq (Luo, Z.
et al., 2020 publicados en GEO bajo el niumero de serie GSE147536) con un g-value<0.05
y visualizados con el software IGV.

7.2 Clonacién del promotor de Catsper3

Con el objetivo de generar una construccion que contenga los promotores putativos
1y 2 predichos en genomatix, se amplificé la region correspondiente a -2181 a +678
(Cat3-2181..678) respecto al TSS del gen Catsper3 murino mediante PCR de
gradiente de temperatura utilizando los oligonucledtidos Cat3 Fwd.-2181 y
Cat3_Rev.+678, usando como molde DNA genomico de raton de la cepa C57BL/6
(Figura 20). El amplicon resultante y DNA gendémico fueron utilizados como molde

para amplificar la region correspondiente a -540 a +439 usando los oligonucleétidos
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Cat3_Fwd.-540y Cat3_Rev.+439, generando asi el amplicén Cat3-540..439 (Figura
21).

Figura 20.- Amplificacién de la regién -2181 a +678 (Cat3-2181..678). Se amplificé un
fragmento de 2886 pb que contiene los promotores putativos y la isla CpG putativa mediante
PCR en gradiente de temperatura a partir de DNA gendmico. Los amplicones se
visualizaron en un gel de agarosa al 1%.

DNA molde = Gendmico DNA molde =
<L < O Cat3-2181..678
L5 A X v L &
R & S A & c- & 8 c-
3 oo—|
1.5 kpb—| S : ‘ \

Y

1kpb—‘.~.§" - - . B .. ’

Figura 21.- Amplificacion de la region -540 a +439 (Cat3-540..439). Se amplific6 un
fragmento de 1000 pb que contiene los promotores putativos 1 y 2 mediante PCR en
gradiente de temperatura a partir de DNA gendmico y Cat3-2181..678. Los amplicones se
visualizaron en un gel de agarosa al 1%.

Posteriormente el amplicén Cat3-540..439 generado a partir de Cat3-2181..678 fue
purificado y clonado en el vector de transicion pJET1.2/blunt, generando la
construccion pJETCat3-540..439. La construccion pJETCat3-540..439 se usoé para
transformar bacterias E. coli DH5a competentes. Las transformantes candidatas se
analizaron por PCR de colonia usando los oligonucleétidos Cat3 Fwd.-540 y
Cat3_Rev.+439 y las 6 candidatas resultaron positivas, generando un amplicén de
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1kpb (Figura 22A). En paralelo se realizo la transformacion y seleccion de E. coli
DH5a competentes con el vector pGL4.10[luc2], que no tiene promotor y codifica el
gen reportero de luciferasa (Photinus pyralis). A continuacion se realizé la extraccion
de DNA plasmidico de las colonias candidatas 9 (C9) y 21 (C21) para pJETCat3-
540..439 y de las colonias 1y 2 para pGL4.10[luc2]. Para verificar la presencia del
inserto se realiz6 una doble digestion de la candidata 9 (pJETCat3-540..439 C9) con
las enzimas Kpnl y Xhol, generando un fragmento de 2964 pb correspondiente al
vector pJET1.2/blunt lineal y otro fragmento de 981 pb correspondiente al inserto
Cat3-540..439 (Figura 22B), en concordancia con la restricciébn in silico de
pJETCat3-540..439 utilizando las mismas enzimas (Figura 22C). Por otra parte, se
realizo la doble restriccion del vector pGL4.10 con Kpnl y Xhol para prepararlo para

la subclonacién (Anexo 4).

A
PM C1 C4 C9 C21 C25 C28 C-
3kpb —[
2 kpb —| 5 ¥
B C
pJETCat3-540..439 C9 pJETCat3 C9 pJETCat3-540..439 C9
PM Kpnl + Xhol -540..439 Kpnl + Xhol
3 kpb— —
1.5 kpb — =
1 kpb — =
pJETCat3-540..+439.dna
Kpnl + Xhol
1. 2964 bp
2, 981bp
3. 28 bp (off the gel)

Figura 22.- Obtencidén de la construccién pJETCat3-540..439. A) PCR de colonia de las
candidatas C1, C4, C9, C21, C25 y C28 transformadas con la construccion pJETCat3-
540..439 para determinar si contienen el fragmento esperado de 1000 pb. B) Andlisis por
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doble restricciébn enzimatica de la colonia candidata 9 con Kpnl y Xhol para verificar la
liberacion del fragmento de 981 pb correspondiente a Cat3-540..439. C) Andlisis de
restriccion enzimatica predictivo con Kpnl y Xhol de la construccion pJETCat3-540..439
usando el software SnapGene. Las muestras se visualizaron en geles de agarosa al 1%.

El inserto Cat3-540..439 liberado fue purificado y en seguida subclonado en el
vector pGL4.10[luc2] mediante ligacion de los extremos cohesivos generados por
Kpnly Xhol en ambas secuencias de DNA, creando la construccién pCat3-540..439.
La mezcla de ligacion que contiene pCat3-540..439 se uso para transformar E. coli
DH5a competentes y las transformantes candidatas se analizaron por PCR de
colonia usando los oligonucleétidos Cat3_Fwd.-540 y Cat3_Rev.+439, siendo
positivas las candidatas C1, C12 y C16 (Figura 23A). Se seleccioné la colonia C1,
se extrajo el DNA plasmidico y la presencia del inserto se verificO mediante su
liberacién al realizar la restriccion con Kpnl y Xhol (Figura 23B), cuyo tamafio

corresponde a lo esperado segun la restriccion realizada in silico (Figura 23C).

N N )
S o° o
2 N\ ) e
Y © S
A B fb'c’u <P o

& X

P& o

PM < <

3 kpb —| 5 kpb —|
4 kpb —|

1.5 kpb —| 3kpb —

M
v —
—
1kpb—= - e —

0.5 kpb —|

1 kpb —
0.9 kpb —|

pCat3-540..+439.dna
Kpnl + XhoI

1. 4227 bp

2. 981bp

Figura 23.- Obtencién de la construccién pCat3-540..439. A) PCR de colonia de las
candidatas C1, Cl12 y C16 transformadas con la construccion pCat3-540..439 para
determinar si contienen el fragmento esperado de 1000 pb. B) Andlisis por doble restriccion
enzimatica de la colonia candidata 1 con Kpnl y Xhol para verificar la liberacién del
fragmento de 981 pb correspondiente a Cat3-540..439. C) Andlisis de restriccion enzimatica
predictivo con Kpnl y Xhol de la construccion pCat3-540..439 wusando el software
SnapGene. Las muestras se visualizaron en geles de agarosa al 1%.
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Con el objetivo de verificar la presencia de la region esperada y la integridad de la
secuencia clonada, la region de interés del plasmido pCat3-540..439 C1 fue
secuenciada usando los oligonucleétidos RVprimer3 y Luc2Rev obteniendo un

100% de identidad con la secuencia anotada en el NCBI para la region de -540..439

respecto al TSS del gen Catsper3 murino (Figura 24).
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Figura 24.- Secuenciacion de pCat3-540..439. Se realiz6 el andlisis de las secuencias
mediante secuenciacion Sanger automatica y posteriormente fueron alineadas contra la
secuencia de referencia usando el programa MultiAlin.

Debido a que la presencia e integridad del inserto de interés en el vector reportero
pGL4.10[luc2] fue confirmada mediante PCR, digestion enzimatica y secuenciacion
automatica Sanger, el plasmido pCat3-540..439 C1 fue seleccionado para ser
transfectado en la linea celular GC1-spg con el objetivo de verificar su actividad

transcripcional.

7.3 Deleciones de laregion promotora de Catsper3 murino

Con el objetivo de delimitar el promotor minimo de Catsper3 se realizé la delecion
de regiones especificas considerando la disponibilidad de sitios de restriccion asi
como la presencia de sitios putativos de unién a los TF CREB, CREMt y SOX

encontrados.
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Se generaron tres construcciones en total: 1) pCat3-198..439 que contiene la regiéon
de -198 a + 439 respecto al TSS, 2) pCat3-540..5 que contiene la region de -540 a
+5 respecto al TSS y, 3) pCat3-198..5 que contiene la region de -198 a +5 respecto
al TSS de Catsper3 murino. En todos los casos las deleciones se generaron
mediante restriccibn enzimatica (ver secciébn 6.7 para protocolo detallado) y
posteriormente los plasmidos se usaron para transformar E. coli DHb5alfa
competentes. Las colonias candidatas resultantes se analizaron mediante PCR de
colonia y se confirmé el tamafio esperado de los fragmentos de 864 pb y de 746 pb
correspondientes a pCat3-198..439 (Figura 25A) y pCat3-540..5 (Figura 25B),
respectivamente. Posteriormente, se realizd la extraccion de plasmido de las
colonias seleccionadas y se analizaron mediante restriccion enzimatica para
verificar la liberacién del fragmento del tamafio deseado de 697 pb, 597 pby 216 pb
correspondiente a pCat3-198..439 (Figura 26A), pCat3-540..5 (Figura 26B) y pCat3-
198..5 (Figura 26C), respectivamente.

Figura 25.- Seleccién de colonias candidatas con deleciones del promotor. Todas las
colonias candidatas transformadas con las construcciones pCat3-198..439 (A) y pCat3-
540..5 (B) fueron analizadas mediante PCR de colonia usando los oligonucleétidos
RVprimer3y Luc2Rev dirigidos contra el plasmido pGL4.10[luc2]. La posicién del fragmento
del tamafio esperado para cada construccion se denota con una flecha color rojo. Las
muestras se visualizaron en geles de agarosa al 1.5%.
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Figura 26.- Confirmacion de las colonias candidatas por restriccién enzimatica. Todas
las colonias candidatas seleccionadas fueron analizadas mediante restriccion enzimatica
para linealizar el vector asi como para liberar el inserto. A) Andlisis de pCat3-198..439
colonia 5 por doble restriccién enzimética con Kpnl y Hindlll para verificar la liberacion del
fragmento de 687 pb correspondiente a Cat3-198..439. Restriccion Unica con Hindlll para
linealizar pCat3-198..439 y obteniendo el tamafio esperado de 4892 pb. B) Andlisis de
pCat3-540..5 colonia 2 por doble restriccion enzimatica con Kpnl y Hindlll para verificar la
liberacion del fragmento de 579 pb correspondiente a Cat3-540..5. Restriccion Unica con
Hindlll para linealizar pCat3-540..5 y obteniendo el tamafio esperado de 4774 pb. C)
Analisis de pCat3-198..5 colonias 1, 2, 3, 4 y 5 por restriccion enzimatica con Kpnl para
verificar la liberacién del fragmento de 216 pb correspondiente a Cat3-198..5. Restriccion
anica con Hindlll para linealizar pCat3-198..5 y obteniendo el tamafio esperado de 4458 pb.
El tercer carril de A y B asi como los carriles denotados como CCC en C corresponden al
plasmido sin digerir. La posicion del fragmento del tamafio esperado para la construccion
linealizada, asi como del inserto liberado de cada construccidén se denota con una flecha
color amarilla y roja, respectivamente, correspondiendo con la restriccion in silico. Las
muestras se visualizaron en geles de agarosa al 1.5%.

Finalmente, la integridad de la region de interés de cada una de las construcciones
fue analizada mediante secuenciacién automatica Sanger, encontrando un 100%
de identidad con la secuencia de referencia (Anexo 5). Inicialmente, la estrategia
seguida debié generar una construccién que va de -540 a +6 y otra de -198 a +6.

Sin embargo, la secuenciacion Sanger reveld la eliminacion inesperada del
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nucleétido +6, por lo que las construcciones obtenidas contienen realmente la regién
de -540 a +5y -198 a +5, es decir, pCat3-540..5 y pCat3-198..5, respectivamente.

7.4 Actividad transcripcional del promotor de Catsper3

La construccion pCat3-540..439, que contiene el promotor predicho, fue
transfectada en la linea celular GC-1 spg con el sistema de transfeccion K2 y su
actividad se determindé mediante ensayos de luciferasa. La presencia de pCat3-
540..439 resulto en una actividad de luciferasa de 2.6 veces la actividad del vector
pGL4.10 vacio, es decir, un incremento real del 160% respecto al vector vacio
(Figura 27). Debido al incremento significativo en la actividad transcripcional se

sugiere que la region de -540 a +439 contiene el promotor del gen Catsper3 murino.

GC-1 spg
-540 +439
pCat3-540..439 | | = sk
pGL4.10 (e
1 1 1 1 1
0 1 2 3 4

Actividad relativa de luciferasa

Figura 27.- Determinacion del promotor de Catsper3 murino. Las construcciones pCat3-
540..439 (Photinus pyralis) y pRL-CMV (Renilla reniformis) fueron co-transfectadas en la
linea celular GC-1 spg. Después de 48 h las células se lisaron y se analiz6 la actividad de
luciferasa en un luminémetro. La actividad de Photinus se normaliz6 con las lecturas Renilla
y la actividad del promotor de Catsper3 se calculé como veces de incremento respecto de
la actividad del vector pGL4.10 vacio la cual se llevo 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<0.01).

7.5 Actividad de las deleciones en el promotor de Catsper3

Con el objetivo de determinar el promotor minimo, las construcciones pCat3-
198..439, pCat3-540..5 y pCat3-198..5 se transfectaron en la linea celular GC-1 spg
y su actividad se determindé mediante ensayos de luciferasa (Figura 28).
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Se observo que la delecion de los nucledtidos -540 a -199 (pCat3-198..439) resultd
en una actividad de luciferasa de 3.5 veces la actividad del vector vacio, es decir,
un incremento real del 250%. Por otra parte, la delecion de los nucleotidos +6 a
+439 (pCat3-540..5) elimind la actividad de luciferasa, teniendo una actividad de
0.58 (reduccién del 42%) veces la actividad del vector vacio. Finalmente, la delecién
de los nucleétidos -540 a -199 y +6 a +439 (pCat3-198..5) también resulté en la
eliminacién de la actividad de luciferasa, siendo de 0.82 (reduccion del 28%) veces
la actividad del vector vacio. Estos datos indican que la region de -540 a -199 es
una region de represion y que el extremo 3" del promotor de Catsper3 es relevante

para su actividad transcripcional.

GC-1 spg
-540 +439

pCat3-540..439 | - b’ *k
pCat3-198..439 [ S SN x

pCat3-198..5 19.8__:5'/\@

pCat3-540..5 L Ly ||}

pGL4.10 [’ -
[TTTT[TTTT[ITTTT[TTITIT[TITIT]

0 1 2 3 4 5

Actividad relativa de luciferasa

Figura 28.- Actividad de las deleciones del promotor de Catsper3 murino. Las
construcciones pCat3-540..439 (Photinus pyralis) y pRL-CMV (Renilla reniformis) fueron co-
transfectadas en la linea celular GC-1 spg. Después de 48h las células se lisaron y se
analizé la actividad de luciferasa en un lumindmetro. La actividad de Photinus se normaliz
con las lecturas Renilla y la actividad del promotor de Catsper3 se calculé como veces de
incremento respecto de la actividad del vector pGL4.10 vacio la cual se llevo a 1. Los valores
representan la media de tres experimentos independientes para pCat3-540..439 y pCat3-
540..5, dos experimentos independientes para pCat3-198..439 y un experimento para
pCat3-198..5, todos realizados por triplicado. Los datos indican la media £+SEM, n=3 y los
asteriscos la diferencia significativa (*p<0.05 y **p<0.01).
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8. DISCUSION

Catsper3 pertenece a una de las cuatro subunidades alfa del canal de Ca?* CatSper,
ubicado exclusivamente en la membrana de la pieza principal de la cola de los
espermatozoides (Singh & Rajender, 2015). La disrupciéon de la actividad de este
canal debido al knock out de Catsper3 genera espermatozoides incapaces de llevar
a cabo el proceso de hiperactivacion, que en ultima instancia provoca un fenotipo
infértil ya que los ratones Catsper3 nulos son incapaces de generar camadas (Qi et
al., 2007). En humanos se han identificado mutaciones en las cuatro subunidades
alfa de CatSper, incluyendo a Catsper3. Estas mutaciones solo estuvieron
presentes en casos de hombres astenozoospermicos, es decir, que presentan una
disminucién en la motilidad de los espermatozoides. Su efecto putativo sobre la
estructura proteica, su ubicacion en dominios funcionales y su ausencia en los
controles sugieren que estas mutaciones pueden ser causales en el fenotipo de
astenozoospermia en humanos (Visser et al., 2011). Ademas, Carkciy col. en 2017
observaron una disminucion en la expresion génica de Catsper3 en pacientes con
astenozoospermia, teratozoospermia y oligoastenoteratozoospermia comparados
con el grupo control. Por lo que, ademas de astenozoospermia, la desregulacién
Catsper3 puede estar asociada con los fenotipos de teratozoospermia y
oligoastenoteratozoospermia en humanos. A pesar de la relevancia del canal
CatSper, poco se conoce sobre su regulacién a nivel transcripcional, siendo este
aspecto el principal tema de estudio de nuestro grupo de trabajo. Asimismo, nada
se conoce sobre la regulacién transcripcional de Catsper3, por lo que comenzar a
identificar el promotor y secuencias reguladoras es el principal objetivo del presente

trabajo.

Previamente, en nuestro grupo de trabajo se realizd0 una predicciéon usando el
software Genomatix que indicaba que el promotor de Catsper3 murino se
encontraba en la regiéon de -513 a +424 respecto al TSS (Romero-Tlalolini, datos no
publicados). Por esta razon, en el presente trabajo se realizé la amplificacion y
clonacion de la region -540 a +439, encontrando que la region de -540 a +439

efectivamente contiene el promotor de Catsper3 ya que la construcciéon pCat3-
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540..430 genera un aumento significativo en la actividad de luciferasa respecto al
vector pGL4.10[luc2] vacio (2.6 veces la actividad de pGL4.10[luc2]).

La proteina de unién al elemento de respuesta a cCAMP (CREB) y el modulador del
elemento de respuesta a CAMP (CREM) son factores de transcripcion que regulan
la actividad transcripcional en respuestas a sefiales metabdlicas, de estrés y de
desarrollo a través de la union a sus elementos de respuesta en el DNA (CRE)
(Martianov et al., 2010). A través del tiempo, se ha establecido que la via de
transduccion de sefales dependiente de cAMP es un mecanismo de regulacion
relevante en diferentes etapas de la espermatogénesis, via en la que participan los
TF CREB y CREM, que ademas han mostrado tener funciones sobre la
espermatogénesis (Don & Stelzer., 2002). Dentro del promotor de Catsper3 se
encontraron 16 sitios putativos CRE de los cuales 13 son considerados de union a
CREB y 3 a CREM. Diez de estos sitios se encuentran rio abajo y seis rio arriba
respecto al TSS. Anteriormente, se habia descrito que la mayoria de los sitios CRE
funcionales se encuentran de 50 a 250 pb del TSS (Sassone-Corsi, 1995), sin
embargo, mediante ensayos de ChiP-seq se ha observado que la mayoria de los
sitios de wuniébn para CREB y CREM se agrupan preferencialmente a
aproximadamente 150 nucleétidos alrededor del TSS en la linea celular GC-1 spg y
en espermatidas redondas de ratén (Martianov et al., 2010). De los sitios CRE
predichos en el promotor de Catsper3, nueve se encuentran a una distancia menor
de 150 pb alrededor del TSS por lo que alguno de estos sitios puede ser funcional
para la actividad del promotor, no obstante, esto necesitaria ser demostrado
mediante la delecion y mutacion de estos sitios como se ha hecho para dos CRE
encontrados dentro del promotor de CATSPER1 (Oviedo et al., 2018).

De igual forma, en la region 5’ del promotor de Catsper3 murino se encontraron tres
sitios putativos de union para los TF SOX, especificamente Sox5 y Sox9. Los TF
SOX activan o reprimen la expresion génica a través de interacciones especificas
con uno o0 mas factores asociados y estableciendo contactos con la maquinaria
transcripcional basal (Kamachi et al., 2000). Los TF SOX se pueden expresar

diferencialmente en los testiculos y se ha demostrado que Sox4, Sox8, Sox9 y
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Sox12 estan altamente expresados en células de Sertoli, los TF Sox3, Sox4, Sox12,
Sox13 y Sox18 en espermatogonias, que Sox5, Sox6 y que Sox30 se expresan
tipicamente en espermatocitos y espermatidas (Roumaud et al., 2018) mientras que
en la linea celular GC-1 spg solo se ha estudiado y probado la presencia de Sox5
(Mata-Rocha et al., 2014). El promotor de Catsperl murino contiene tres sitios de
unién a Sox funcionales pues se ha observado que los TF Sox5 y Sox9 causan un
aumento significativo en la transactivacion del promotor, ademas su interaccion in
vivo con el promotor Catsperl se demostr6 mediante ChIP (Mata-Rocha et al.,
2014). Acorde a estos datos, es interesante observar que el promotor Catsper3
también contenga 3 sitios putativos de union para los factores SOX pero su
funcionalidad deberia ser confirmada mediante los métodos usados por Mata-

Rocha y colaboradores.

La unién del TF CTCF (Factor de Union a CCCT) al DNA contribuye a la formacion
de loops de DNA tridimensionales generando interacciones de cromatina de largo
alcance que regulan diversos procesos nucleares, incluyendo la regulacién
transcripcional por interaccion directa con la RNApolll y mediando interacciones
promotor-promotor y potenciador-promotor, entre otros (Chernukhin et al., 2007;
Ong & Corces, 2014). Interesantemente, CTCF contribuye de manera critica al
proceso de espermiogénesis asociado con la regulacion negativa de la expresion
de genes asociados a la espermiogénesis en ratones Ctcf-cKO, entre los que se
encuentra Catsper3 con una reduccién significativa de 3 veces en sus niveles de
MRNA (Hernandez-Hernandez et al.,, 2016). Apoyando estos datos, se ha
observado que CTCF se une a promotores de genes expresados activamente en
esperméatidas redondas con un fenotipo canceroso, sugiriendo igualmente que
CTCF contribuye a la expresién génica en estas células (Pugacheva, E. et al., 2015).
A pesar de que no se encontré ningun sitio de unién putativo para CTCF dentro del
promotor de Catsper3 mediante el analisis in silico, la reduccion en su expresion en
ratones Ctcf-cKO implica que de alguna manera CTCF esta regulando
positivamente la expresion de Catsper3 en espermatidas redondas. Para verificar si
CTCF regula la actividad de Catsper3 mediante la union directa a su promotor 0 a

alguna region intragénica se analizaron datos crudos de ChlP-seq para CTCF de

51



espermatocitos y espermatidas redondas (Luo, Z. et al., 2020) y se compararon con
datos procesados en el proyecto ENCODE para testiculo completo, higado y rifidn.
Segun el analisis, CTCF no se une al promotor y tampoco a regiones intragénicas
de Catsper3 en espermatocitos, espermatidas redondas y en testiculo completo. Sin
embargo, en higado y rifibn se une al principio del intrén 8 y al ex6n 9. En
espermatocitos y espermatidas, el pico de unién de CTCF mas cercano es de 142
kb rio arriba (tercer intron de Ddx46) y 61.2kb rio abajo (entre Pitx1 y H2afy) del
inicio de Catsper3 mientras que en testiculo se encuentra a 24.9kb rio arriba y
61.2kb rio abajo, union que se encuentra conservada en higado y rifiédn en donde
ademas se encuentran multiples sitios de unibn que no estan presentes en
espermatocitos y espermatidas redondas (region que comprende 142 kb rio arriba
y 61.2kb rio debajo de Catsper3). Por esta razon podemos decir que CTCF no
regula la expresion de Catsper3 mediante la union directa con su promotor sino
indirectamente, posiblemente mediante la desregulacibn de TF que regulan
Catsper3 o quizd mediante la formacion de loops de largo alcance en
espermatocitos y esperméatidas en lugar de interacciones cortas como podria ser el
caso de higado y rifién.

La prediccidon de elementos caracteristicos de un promotor minimo mostré la
presencia de varios de estos elementos en la region de -350 a +150 respecto al
pl@Catsper3 (CTSS1). Debido a su posicion, es probable que la regulacion
transcripcional del pl@Catsper3, el principal pico de inicio transcripcional, sea
independiente de caja TATA al igual que en los promotores de Catsperl (Mata-
Rocha et al.,) y Catsper2 (Contreras-Marciales, tesis de maestria, 2018). Sin
embargo, la presencia de las cajas CCAAT y GC podrian sustituir su funcién como
se ha demostrado en los promotores de los genes Mipul (Ben-Lv et al., 2009) y
DHFR (Blake et al., 1990). Por otro lado, la secuencia INR1 abarca el p2@Catsper3
(CTSS2) y se encuentra rodeado por la caja TATA3 y el DPE1 a una distancia
posiblemente funcional por lo que la transcripcion a partir de esta posicion podria
ser mediada por estos tres elementos, pero esto deberia demostrarse mediante la
mutacion de estos sitios. Aparentemente no hay mas elementos en posiciones

adecuadas para iniciar la transcripcion a partir de p3@cCatsper3. De manera
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interesante, las secuencia INR(-) y TATA3 coincide con la posicién de un TSS para
el IncRNA de funcion desconocida 4930451E10Rik (p2@4930451E10RIiK).
Considerando que su transcrito se genera a partir de la cadena complementaria
dentro el promotor de Catsper3, es posible que se trate de un promotor divergente
y de transcribirse en la linea celular GC-1 spg este pueda regular indirectamente la
actividad observada del promotor de Catsper3. Este fendmeno se presenta en el
promotor de Catsperl, considerado como un promotor divergente ya que tiene
actividad en antisentido y genera el INcCcRNA Catsperlau (Jiménez-Badillo et al.,
2017). Asimismo, el promotor de Catsper2 clonado en antisentido también presenta
actividad transcripcional, aunque esta podria atribuirse a la presencia en la cadena
antisentido del gen Pdia3 dentro de esta region o bien tratarse de un promotor
divergente (Contreras-Marciales, tesis de maestria, 2018). De cualquier forma, la
funcion de 4930451E10Rik y si desempefia algun papel sobre la expresion Catsper3

in vivo 0 in vitro aun se desconocen.

Un promotor minimo frecuentemente comprende un segmento de DNA de 50 a 100
pb alrededor del TSS (Danino, et al., 2015; Roy & Singer, 2015). Ademas, la
actividad puede ser afectada considerablemente por el promotor proximal presente
normalmente rio arriba del promotor minimo, asi como las secuencias de activacion
o represion que contenga (Harbele & Stark, 2018). Al realizar deleciones del
promotor de Catsper3 se encontro que la delecion de los nucleétidos -540 a -199
genera un aumento en la actividad de luciferasa respecto al promotor completo
(pCat3-540..439), lo que sugiere gue esta es una region de represion de la actividad
transcripcional del promotor proximal. Dentro de esta regién se encuentran los 3
sitios predichos para los TF SOX, un sitio CRE, una caja GC y una caja CCAAT, por
lo tanto, es probable que alguno de estos sitios sea funcional sobre la regulacion

transcripcional de Catsper3.

Por otra parte, la eliminacion de los nucleétidos +6 a +439 (pCat3-540..5) genera el
abatimiento de la actividad transcripcional, observando incluso una disminucién
significativa respecto al vector vacio. Ademas, al combinar la eliminacién de los

nucleotidos -540 a -199 con los nucléotidos +6 a +439 (pCat3-198..5), el abatimiento
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de la actividad se mantiene pero regresa a niveles comparables con el vector vacio,
indicando nuevamente que el segmento de -540 a -199 es una region de represion.
No obstante, esta Ultima conclusion solo debe tomarse como apoyo de los
resultados obtenidos para pCat3-198..439 ya que solo se realizé una réplica
biologica para pCat3-198..5. Esta claro que el extremo 3’ del promotor de Catsper3
es indispensable para su actividad, sin embargo, el minimo de nucleoétidos hacia el
extremo 3’ necesario para dirigir la transcripcion eficientemente aun no se ha
determinado. Dentro de la region 3’ eliminada se encuentran 10 de los 16 sitios CRE
predichos y de los cuales 4 (CREBA, CREBB, CREBE y CREMO) se encuentran
antes del nucleétido +150 por lo que estos sitios tienen un gran potencial de
regulacion y podrian ser causales del abatimiento de la actividad promotora. No
obstante, también se encuentra el elemento de respuesta al factor general TFIIA y
un elemento promotor rio abajo (DPE1) por lo que es posible que el abatimiento de
la actividad transcripcional sea resultado de la eliminaciébn de los nucleotidos
necesarios para el ensamblaje de la maquinaria transcripcional basal alrededor TSS
y no directamente a la eliminacion de los sitios CRE putativos. Con los datos
obtenidos actualmente solo se puede sugerir que el promotor minimo de Catsper3
podria encontrarse dentro de la region de -198 a +439 respecto TSS
(pl@Catsper3), sin embargo, considerando la posiciéon del elemento de respuesta
a TFIIA y el DPE1, la presencia de un pico de inicio transcripcional alterno
(p3@Catsper3d), asi como el tamafio de los promotores minimos descritos para
Catsperl (Mata-Rocha et al., 2014) y Catsper2 (Contreras-Marciales, tesis de
maestria, 2018), hace necesario evaluar otra construccion que contenga al menos
100 nucleotidos del extremo 3’ y determinar su activad para delimitar el promotor

minimo de Catsper3 murino.

Aunqgue la linea celular empleada GC-spgl, que corresponde a espermatogonia de
raton, puede no ser la adecuada dado que en esta etapa de la espermatogénesis
no se expresa Catsper3, ha permitido el analisis de los promotores Catsper 1y 2y
al menos con Catsperl los resultados obtenidos han sido validados en la linea de
células de Sertoli MSC-1 e inclusive in vivo mediante transfeccion de testiculos en

el modelo murino.

54



Finalmente, los resultados del presente proyecto contribuyen a la caracterizacién de
la region promotora de Catsper3 murino, la cual previamente no se habia
identificado, asi como regiones y posibles factores en trans que regulan su actividad.
Sin embargo, futuros experimentos son necesarios para caracterizar formalmente

el promotor de Catsper3.
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9. CONCLUSIONES

I. El promotor de Catsper3 murino se encuentra en la region -540 a +439
respecto al sitio de inicio transcripcional reportado.

Il. Laregién de -540 a-199 es una region de represion del promotor de Catsper3

murino, posiblemente regulada por los factores de transcripcion Sox o Creb.

[ll.  El promotor minimo de Catsper3 podria encontrarse dentro de la region -198

a +439 respecto al sitio de inicio transcripcional reportado.

10. PERSPECTIVAS

Reducir el tamafio el tamafio de las construcciones generadas mediante deleciones
para identificar con precision la region correspondiente al promotor minimo de

Catsper3 murino.

Analizar la actividad transcripcional de las construcciones con el promotor de

Catsper3 en la linea de células de Sertoli MSC.

Determinar la operatividad y efecto sobre la actividad del promotor de Catsper3
murino de los sitios de unién predichos para los TF SOX, los sitios CRE y los
elementos de promotor basal mediante mutagénesis dirigida, sobreexpresion y/o

silenciamiento.

Realizar mutaciones de los sitios de union predichos para los TF SOX, los sitios
CRE vy los elementos de promotor basal mediante mutagénesis dirigida para
determinar su operatividad y efecto sobre la actividad del promotor de Catsper3

murino.

Determinar la operatividad y rol de la isla CpG predicha de 343 pb sobre la expresion
de Catsper3 murino mediante ensayos de metilacion in vitro y conversion por

bisulfito acoplado a secuenciacion.

Identificar las interacciones proteina-DNA de los factores predichos en el promotor
de Castper3 murino in vitro mediante ensayos de movilidad electroforética (EMSA)

e in vivo mediante inmunoprecipitacion de cromatina (ChlIP).
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Anexo 1 (continuacién). Mapa de las construcciones generadas en el vector
pGL4.10[Luc?2]. A) pCat3-540..439. B) pCat3-198..439. C) pCat3-540..5 y D) pCat3-198..5.



-540 ACACTCCTGTCTGTAACCCCTTTTTTGTGCTCTGTAAGACAANCCAACAAACTCATTGATTCCCCGGAGT
Sox5/9-C
-470 GAACTTTGGTGCCCTCCTCCCCAGGTGTGTCCGTGGGACCTTAGACATTGTTTACATTTTCCTCAGGAAA
Soxs/9-B
-400 GGAATTTTGTTATCTACAGCCCAAGCCTCCTCCTAGCAAGATCTGCTGTGCCCCCTCTGCACCTCCCGTG
CREM-P
-330 GGTTTTGTGTICCATTGCCTGACCCACTGCAAACTTCTCTTCCTTCTAGGTATCTCTGGTGCTGGCTCACC
Soxs/9-A
-260 TTATAAAAGGCCTTTGCCTGCCAAAGCGGGCACATCATGAGGGAAGGCCTTCACATCTCTAAAGATCTCT

-190 TGCCCTGCTTTCCCCAGGGTTGCTAGGTACTCACCCTCTCTGGAGCATTCCTTATCTCAGGAAGAAGGAA

CREB- G
-120 CCACAAGTGAATAGGCCTTAGCCAGGCCTCCCTCTCAAGCCTACTAGTGACAGCTAGAATGCCTAAGAGC
CREBF CREB D lﬂ, ______

-50 GACCTCATAAAGCAGAGAACCCTTCCCAGGGTCCCTTGCTGCTGCCTCGTAGAATTCAGGTGCCAAGGAC +20
CREB-C "CREM-N " CREB-A
CTTAGGCAGAGGTGTTTATCTGTATGATAAAAGTGAGGAAGGAAGACAGAAAATTTGGAAAATGTCCCAA  +90

CREB B
CATTTTCACCACAACCCTGTACGAGTCAAGTCGGGCTCACTGTTTGCTACAGCATCGGAAGCATTGCAGG +160
CREB-E CREM-O
CAAGACTGAGCAAGATTAAGTAAGTACCTGCAAGACTCAGTAAGATTAAGTAAGTATCCTTTACCTCCAT 4230
"CREBH CREB-I CREB-]
GTTAGGAGATGAGTGAAGGGTAGCCTCTTCCACAGGTGTCTGTGTGCACCCCAAGATAGAAGGGCTTGTC  +300
CREBK

ZgﬁgégﬁggCTAGTCTCTCTGGAGGCCAAGGTCGGCACAGTTGCTGTTAACCTGGAGTAATGTTTTTTTT +370
CREB-L

TTTTTTTTTTCTATTAAAGTATTGGATAATTTGAAGAATTTTTCTTTCTTTTGTCACAGGGCCTATTTC +439

CREB-M

Anexo 2.- Sitios putativos de unién a TF Sox, Creb y Crem en el promotor de Catsper3.
Se muestra la secuencia nucleotidica de 979 pb del promotor de Catsper3. Los sitios
putativos de union encontrados mediante el analisis in silico se encuentran subrayados y
los nucle6tidos marcados en negritas representan el sitio nacleo de union. La flecha
representa el sitio de inicio de la transcripcion.

Factor de transcripciéon Posicion Secuencia 5’ a 8’ (+) (direccion)

SP1 -96..-87 GGCCTCCCTC ()

SP3 +99..+109 CCACAACCCTG (+)

SP1 -162..-153 ACTCACCCTC ()

SP1 -246..-237 TGCCTGCCAA ()
SP1/SP3 -356..-347 GCTGTGCCCC (-

SP1 -380..-368 CCAAGCCTCCTCC (+)

SP1 -459..-447 CCCTCCTCCCCAG ()
RFX1/7 -177..-157 CCAGGGTTGCTAGGTACTCAC (-)

RFX -451..-431 CCCAGGTGTGTCCGTGGGACC (+)
DMRT4 +75..495 aaatgttggGACAttttccaa (-)
DMRT1 +86..+106 gottgtggtgaaaA TG Ttggg (-)
DMRT1 -436..-416 gggaccttagaca TTGTttac (+)
DMRT3 -427..-407 Gacattgtt TACAttttecte (+)

Anexo 3. Sitios putativos de unién a otros factores de transcripcion predichos dentro
del promotor de Catsper3 murino.
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Anexo 4. pGL4.10[Luc?2] linealizado. El vector se linealiz6 usando las enzimas de
restricciéon Kpnl y Xhol para ser utilizado posteriormente en las subclonaciones. El
DNA visualizé en un gel de agarosa al 1%.
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CCGGTACCTGAGCTCGCTAGCCTCGAGGATATCARGATCTCTTGCCCTGCTTTCCCCAGGGTTGCTAGGTACTCACCCTCTCTGGAGCATTCCTTATCTL CACARGTGARTAGGCCT
GGTACCTGAGCTCGCTAGCCTCGAGGATATCARGATCTCTTGLCCTGCTTTCCCCAGGGTTGCTAGGTACTCACCCTCTCTGGAGCATTCCTTATC TCAGGARGARGGAACCACARGTGAATAGGCCT

+.GGTACCTGAGCTCGCTAGCCTCGAGGATATCARGATCTCTTGCCCTGCTTTCCCCAGGGTTGCTAGGTACTCACCCTCTCTGGAGCATTCCTTATCTC CACARGTGAATAGGCCT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

|

TAGCCAGGCCTCCCTCTCARGCCTACTAGTGACAGC TAGAATGCCTARGAGCGACCTCATARRGCAGAGARCCCTTCCCAGGGTCCCTTGLTGCTGCCTCGTAGAATTCAGGTGCCARGGACCTTAGGCA
TAGCCAGGCCTCCCTCTCARGCCTACTAGTGACAGC TAGARTGCCTARGAGCGACCTCATARAGCAGAGARCCCT TCCCAGGGTCCCTTGCTGCTGCCTCGTAGAATTCAGG TGCCARGGACCTTAGGCA
TAGCCAGGCCTCCCTCTCARGCCTACTAGTGACAGC TAGAATGCCTARGAGCGACCTCATARAGCAGAGARCCCTTCCCAGGGTCCCTTGCTGCTGCCTCGTAGAATTCAGGTGCCARGGACCTTAGGCA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
|

GAGGTGTTTATCTGTATGATARARGTGAGGARGGAAGACAGARAAT T TGGARAATGTCCCARCATTTTCACCACARCCCTGTACGAGTCARGTCGGGC TCACTGTTTGCTACAGCATCGGARGCATTGCA
GAGGTGTTTATCTGTATGATARARGTGAGGARGGAAGACAGARAATTTGGARRRTGTCCCARCATTTTCACCACARCCCTGTACGAGTCARGTCGGGC TCACTGTTTGCTACAGCATCGGARGCATTGCA
GAGGTGTTTATCTGTATGATARARGTGAGGARGGAAGACAGARAATTTGGARRRTGTCCCARCATTTTCACCACARCCCTGTACGAGTCARGTCGGGC TCACTGTTTGCTACAGCATCGGARGCATTGCA
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1

GGCARGACTGAGCARGAT TARGTARGTACC TGCARGACTCAGTARGATTARGTAAGTATCCTTTACCTCCATGT TAGGAGATGAGTGAAGGGTAGCCTCTTCCACAGGTGTCTGTGTGCACCCCARGATA
GGCARGACTGAGCARGATTARGTARGTACC TGCARGACTCAGTARGATTARGTAAGTATCCTTTACCTCCATGTTAGGAGATGAGTGAAGGGTAGCCTCTTCCACAGGTGTCTGTGTGCACCCCARGATA
GGCAAGACTGAGCARGATTAAGTARGTACCTGCAAGACTCAGTARGATTARGTARGTATCCTTTACCTCCATGT TAGGAGATGAGTGAAGGGTAGCCTCTTCCACAGGTGTCTGTGTGCACCCCARGATA

521
|
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|
TTGTCTCAGACACGCTAGTCTCTCTGGAGGCCAAGGTCGGCACAGT TGCTGTTARCCTGGAGTARTGTTTTTTTTITITITITTTTCTATTARAGTATTGGATARTTTGAAGARTTTTTCTTTC
GARGGGCTTGTCTCAGACACGCTAGTCTCTCTGGAGGCCARGGTCGGCACAGT TG TGTTARCCTGGAGTARTGTTTTTTTTITTTTITITTTTCTATTARAGTATTGGATARTTTGAAGAATTTTTCTTTC

SngpCat.3-198,439C3.5
pCat3-198, .439
Consensus

TTGTCTCAGACACGCTAGTCTCTCTGGAGGCCAAGGTCGGCACAGT TGCTGTTARCCTGGAGTARTGTTTTTTTTITTTTTITTTTCTATTARAGTATTGGATARTTTGAAGARTTTTTCTTTC

651 660 670 680 690 700 711

| |
TTTIGTCACAGGGCCTATTTCCTCGAGGATATCAAGATC TGGCCTCGGCGGCCARGLT TGG
TTTTGTCACAGGGCCTATTTCCTCGAGGATATCAAGATCTGGCCTCGGCGGCCARGCTT

TTTTGTCACAGGGCCTATTTCCTCGAGGATATCAAGATCTGGCCTCGECGGCCARGLTT. .

Anexo 5. Secuenciaciéon de las construcciones con deleciones generadas. A)
pCat3-198..439 colonia 3.5, B) pCat3-540..5 colonia 2 y C) pCat3-198..5 colonia 3.
Se realizé el analisis de las secuencias mediante secuenciacion Sanger automéatica
y posteriormente fueron alineadas contra la secuencia de referencia usando el
programa MultiAlin.
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HindIIL

EETrey

1 10 20 30 40 50 1] F0 80 90 100 110 120 130

| |
CCGETACCTGAGC TCGCTAGCCTCGAGGATATCARGATCTCTTGCCCTGCTTTCCCCAGGGT TGCTAGGTACTCACCCTCTCTGGAGCATTCCTTATCTCAGGARGARGGARCCACAAGTGARTAGGCCT

GGTACCTGAGCTCGCTAGCCTCGAGGATATCARGATCTCTTGCCCTGCTTTCCCCAGGGTTGCTAGGTACTCACCCTCTCTGGAGCATTCCTTATCTCAGGARGARGGARCCACARGTGARTAGGCCT
+.GGTACCTGAGCTCGCTAGCCTCGAGGATATCARGATCTCTTGCCCTGCTTTCCCCAGGGTTGCTAGGTACTCACCCTCTCTGGAGCATTCCTTATCTCAGGARGARGGARCCACARGTGARTAGGCCT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 |
TAGCCAGGCCTCCCTCTCARGCCTACTAGTGACAGCTAGARTGCCTAAGAGCGACCTCATARAGCAGAGARCCCTTCCCAGGGTCCCTTGCTGCTGCCTCGTAGART--CGAGGATATCARGATCTGECL
TAGCCAGGCCTCCCTCTCARGCCTACTAGTGACAGCTAGARTGCCTAAGAGCGACCTCATARAGCAGAGAACCCTTCCCAGGGTCCCTTGCTGCTGCCTCGTAGARTTTCGAGGATATCARGATCTGGCL
TAGCCAGGCCTCCCTCTCARGCCTACTAGTGACAGCTAGAATGCCTAAGAGCGACCTCATARAGCAGAGARCCCTTCCCAGGGTCCCTTGCTGCTGCCTCGTAGAAT . . CGAGGATATCARGATCTGGCL

_______________
TEEEEEEEERREETTEE
TCGECGGCCARGCTT

TCGECGGCCARGCTT, .

Anexo 5 (continuacion). Secuenciacion de las construcciones con deleciones
generadas. A) pCat3-198..439 colonia 3.5, B) pCat3-540..5 colonia 2 y C) pCat3-
198..5 colonia 3. Se realizo el analisis de las secuencias mediante secuenciacion
Sanger automatica y posteriormente fueron alineadas contra la secuencia de
referencia usando el programa MultiAlin.



