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RESUMEN

El gen Catsper2 codifica para la proteina CATSPER?2 (proteina 2 asociada al canal catidnico
del espermatozoide), una de las subunidades principales del canal CATSPER, expresada
Unicamente en testiculo durante el proceso de espermatogénesis. Catsper2 es
indispensable para el proceso de hiperactivacién y para la fertilidad masculina, como ha
sido demostrado en pacientes con deleciones o mutaciones sobre este gen y que
presentan el sindrome de sordera-infertilidad o infertilidad masculina no sindrémica; sin
embargo, los mecanismos que regulan su expresion se desconocen. En este trabajo se
evalud la regulacién del promotor de Catsper2 delimitado previamente durante la tesis
de maestria y se observd mediante analisis de datos de secuenciacidn por bisulfito de
todo el genoma (WGBS) que la isla CpG presente en el promotor se encuentra en un
estado de no metilacién, de forma independiente del tejido; asimismo, mediante analisis
de datos de inmunoprecipitacién de la cromatina (ChIP)-seq se evidencio la presencia de
las marcas de histonas H3K4me3 y H3K36me3, ampliamente relacionadas al proceso de
transcripcion. Ademds, mediante mutagénesis y ensayos de transfeccién celular y de
luciferasa se determind la importancia de diferentes sitios de unién para los factores de
transcripcion CTCF y SP1 en la actividad transcripcional del promotor minimo de
Catsper2. Finalmente, se comprobd la interaccion in vitro de Spl mediante ensayos de
EMSA e in vivo de CTCF mediante ChIP con el promotor de Catsper2 murino en testiculo.
Este estudio representa el primer analisis funcional sobre los mecanismos que regulan la

expresion tejido-especifica del gen Catsper2 murino.



ABSTRACT

The Catsper2 gene encodes the CATSPER2 protein (cation channel sperm-associated
protein 2), which is one of the main subunits of the CATSPER channel, expressed only in
the testis during the spermatogenesis process. Catsper2 is essential for the
hyperactivation process and male fertility since patients with deletions or mutations of
this gene present deafness-infertility syndrome or non-syndromic male infertility;
however, the mechanisms that regulate its expression are unknown. In this work, the
regulation of the Catsper2 promoter, previously delimited during the master's thesis,
was analyzed. It was observed through the analysis of whole genome bisulfite
sequencing (WGBS) data that the CpG island located in the promoter is non-methylated
in a tissue-independent manner; likewise, through analysis of chromatin
immunoprecipitation (ChlP)-seq data, the presence of histone marks H3K4me3 and
H3K36me3, widely related to the transcription process, was evidenced. In addition, the
importance of different binding sites for the transcription factors CTCF and SP1 in the
transcriptional activity of the Catsper2 minimal promoter was determined by
mutagenesis, transfection of GC-1 spg cells, and luciferase assays. Finally, the binding of
Sp1lin vitro by EMSA assays and CTCF in vivo by ChIP with the murine Catsper2 promoter
in the testis was corroborated. This study represents the first functional analysis of the

mechanisms that regulate the tissue-specific expression of the murine Catsper2 gene.

Xl



1 INTRODUCCION

1.1 Canales idnicos de calcio en el espermatozoide

Los canales idnicos son elementos esenciales en la sefializacién celular para los
espermatozoides maduros y son importantes para el potencial de membrana que
modula la actividad de unién membrana-enzimas [1]. Los canales idnicos difieren unos
de otros por la secuencia de sus aminodcidos, la composicién de subunidades, la
naturaleza de los iones que conducen, las propiedades de cierre y sus mecanismos
regulatorios. Una de las formas en que se pueden clasificar estos canales, es segun los
iones especificos que conducen y entre los mas importantes se encuentran los canales
de Na+, K+y Ca2+ [2]. De estos canales idnicos, los que son especificos de Ca2+ son claves
en el movimiento flagelar y en la fusion de la vesicula acrosomal, ya que estos procesos
dependen de la concentracién intracelular de Ca2+. La motilidad del espermatozoide
estd controlada por iones Ca2+ y por nucleétidos ciclicos, por lo que se han descrito
diferentes canales de Ca2+ presentes en el espermatozoide, sin embargo, es probable
gue no todos sean esenciales para la motilidad, ya que también se expresan en otros
tejidos como el cerebro [2,3]. Es por esta razén, que uno de los canales que representa
mayor interés en este campo de estudio es el canal CATSPER, el cual es especifico del
espermatozoide, tiene una dependencia débil al voltaje y es sensible al pH; este canal
permite la entrada de iones cargados positivamente, esenciales para la hiperactivacion

y la fertilidad masculina.

1.2 Canal CATSPER

El canal CATSPER (Cation channel of Sperm) es un canal idnico selectivo para Ca?*

formado por cuatro subunidades alfa (o) denominadas CATSPER1, CATSPER2, CATSPER3



y CATSPER4 [4-6], las cuales, a diferencia de un canal de Ca?* dependiente de voltaje
(Cay) son codificadas por genes distintos y se unen como un heterotetrdmero para
formar el poro del canal [7]. Asimismo, cuenta con subunidades accesorias conocidas
como CATSPERP [8], CATSPERy [9] y CATSPERS [10], que intervienen en la estructura y

estabilidad del canal.

Al igual que otros canales de calcio, las subunidades alfa del canal CATSPER cuentan con
seis fragmentos transmembranales; sin embargo, este canal es mucho mas complejo y
tiene caracteristicas distintas. Ademas de que cada subunidad que conforma el canal es
codificada por un gen diferente, las subunidades alfa tienen un par de residuos de acido
aspartico, de los que se ha inferido, usan su carga negativa para unir los iones Ca?*; otra
caracteristica inusual es que CATSPER1 posee un dominio amino terminal rico en

histidinas que probablemente sirve para la sensibilidad a protones o la unién de Zn?*

1.2.1 Catsper2

En 2001, se reportd la existencia de un gen que codifica para una proteina con topologia
similar a las proteinas de los canales de potasio dependientes de voltaje, pero con la
secuencia del dominio del poro parecida a los canales de calcio, a este gen se le llamd
Catsper2. La proteina CATSPER2 tiene 588 aminoacidos (aa), forma seis fragmentos
transmembranales, en donde los residuos ubicados entre los fragmentos cinco vy seis,
conocidos como regién P, determinan la selectividad del canal (figura 1). CATSPER2
contiene en su dominio C-terminal un motivo de cierre de leucina que posiblemente
media la interaccion proteina-proteina para la formacion del canal. La proteina
CATSPER2 de humanos tiene una identidad de 63-67% con la proteina de ratdn, en la
que la regién transmembranal esta conservada con un 77% de identidad que incluye una

region P idéntica [4].



1.2.1.1 Catsper2 es especifico de testiculo

El perfil de expresion de los genes Catsper se ha evaluado en diferentes grupos de
trabajo. El mRNA de estos genes, incluido Catsper2 es detectado Unicamente en testiculo
tanto de humano como de ratoén (figura 2) mediante técnicas de Northen blot [4] o RT-
PCR. Por otro lado, la localizacién especifica de la proteina CATSPER2, asi como del canal
funcional en la pieza principal del flagelo de los espermatozoides, se ha determinado

mediante técnicas de inmunofluorescencia [11,12].

1 MAQEQGHFQLLRADAIRSKLIDTFSLIEHLQGLSQAVPRHTLREILDPAY
51 QQKLMSGDQEQLVRFSIKPRRMGHITHSRRLLSRLRVRCSRMPPLSLWAG
101 WVLDSSVFSKFIISLIFLNTFVLMVEIELMESTNTALWPVKLALEVADWF
$1
151 ILLSFIVEILLMWLASFSLFWKDAWNVFDFFVTLLSLLPELVVLLGVPAH
S2 S3
201 SVWLQLLRVCRVLRSLKLFARFROTRVILLALVRALKSMTFLLMLLLIFF
S4 S5
251 YIFAVTGVYFFREYSRSTIEGLEYNMFFSDLLNSLVTVEILFTLDHWYAV
P
301 LONIWKVPESSRVESSIYVILWLLLGSIIFRNIIIAMMVTNFQONIRSELS
S6
351 EEMSHLEVQYKADMFKQQIIQRRQHSESLRGTSLGKVSEDIIETSDASDD
401 DDDDDDDDDDDDDDDDDKSDATESDGEESDSENSESENSESEKIDPEKDY
451 AKKSYPEKSHPEKSYPEKSHPEKSYPEKSHPEKSYDEQAEAEKVKEESKE
501 KAYPVSHSISSHGSIAADTAFLENLDWETLVHENLPGLMDMDQDDRIVWP
551 RDSLFRYFELLEKLQYNLEERKKLQEFAVQALMSFEDK

Figura 1. Secuencia de aminoacidos de CATSPER2. Se muestran los fragmentos
transmembranales (S1-S6) subrayados en negro y los residuos de la regién P que determinan la
selectividad del canal estan subrayados en rojo. [4]
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Figura 2. Catsper2 se expresa Unicamente en testiculo. (A) Northen blot de RNA total de tejidos
de raton. Br: cerebro, He: corazdn, In: intestino, Ki: rifidn, Li: higado, Ov: ovario, Sk: musculo
esquelético, Sp: bazo, St: estdmago, Te: testiculos. (B) Northen blot de RNA poli(A) de testiculos
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de ratén (M), rata (R) y humano (H). En los dos experimentos se utilizé una sonda de cDNA de
Catsper2 murino marcada radioactivamente [4].

1.2.1.2 Catsper2 es el gen de la familia Catsper que se expresa primero

A pesar de que todos los genes de la familia Catsper se expresan especificamente en
testiculo y que la falta de alguno impide la formacion del canal [13], la fase de la
espermatogénesis en la que ocurre su transcripcion es diferente. Mientras que Catsperl,
3y 4 seexpresan en etapas tardias de la espermatogénesis, es decir, en las espermatidas
[13-15], Catsper2 se expresa antes que cualquiera de los otros genes Catsper (en
espermatocitos paquiteno), segun estudios de PCR cuantitativa (qPCR) e hibridacion in
situ, en los que se detecta a partir del dia 8 después del parto (dpp), con una expresién
significativa entre los dias 15-18 y llegando a una expresion maxima que supera la
expresion de los otros genes a los 35 dpp, que es donde se completa la diferenciacién de

los espermatozoides en ratén (figura 3) [16].
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Figura 3. Catsper2 es el primer gen de la familia Catsper que se expresa durante la
espermatogénesis. Expresion temporal de los mRNA de Catsperl, Catsper2 (A), Catsper3 y
Catsper4 (B), en testiculos de ratén desde el desarrollo postnatal hasta la adultez medidos por
gPCR y normalizados a la expresion de 8-Actina. Los niveles de los mRNAs se expresan en
proporcién relativa a los valores en testiculo de adulto (120 dias) (Modificado de [16]).



1.2.1.3 Catsper2 es esencial en la fertilidad masculina

En el esperma se han detectado varios canales de Ca?*, debido a que es un importante
mensajero para el proceso de capacitacidn e hiperactivaciéon del espermatozoide; sin
embargo, canales como Ca,1.3, Ca,2.2, Ca,2.3, Ca,3.1y Ca,3.2 no son importantes en la
fertilidad masculina segin se desprende de ensayos de interrupcion de genes. Asi
mismo, mutaciones encontradas en los canales CNGA3, TRPC2 y TRPC3, tampoco
ocasionan disminucidn de la fertilidad y finalmente, mutantes nulos para los canales
Cav1.2 y Cay2.1 ocasionan la muerte del embrién, por lo tanto, se descartan como
causantes de infertilidad. De esta manera, se puede argumentar que sélo los genes
Catsper son requeridos para la fertilidad masculina lo que los convierte en blancos para

el desarrollo de drogas anticonceptivas masculinas [2,12,17].

Debido a la expresion especifica del canal CATSPER en el espermatozoide y a su gran
afinidad por el Ca?*, se han realizado diferentes ensayos para determinar su funcién. Se
produjeron ratones mutantes sin el gen Catsper2 (Catsper2”") con los que se hicieron
ensayos de fertilizacion in vitro, enfrentandolos a ovocitos con o sin zona peltcida (ZP) y
ensayos in vivo. En el ensayo in vitro se observé que los espermatozoides Catsper2”- no
pudieron fertilizar ovocitos normales, pero si ovocitos sin ZP. Por otro lado, en el ensayo
in vivo se observé que sélo los ratones machos Catsper2” no tuvieron descendencia [18].
Con estos resultados, se demostré que Catsper2 es importante en la fertilidad masculina,
concretamente en el proceso de hiperactivacidn, que es necesario para atravesar la ZP

del ovocito y llevar a cabo la fertilizacion.

Asimismo, la infertilidad masculina humana no sindrémica se ha vinculado a mutaciones
en el gen CATSPER2 [19]. En una familia de origen francés en la que dos hermanos
presentaban anemia diseritropoyética congénita tipo | y ambos sufrian de una reduccion
severa de la motilidad de sus espermatozoides, se encontrd que tenian una delecion de
aproximadamente 70 kb que removia parte del gen CATSPER2, sugiriendo su papel en la
astenoteratozoospermia y describiendo por primera vez el sindrome de sordera e

infertilidad (DIS) en el 2003 [11].



Mas adelante, en un estudio realizado en 2007 [20], evaluaron a miembros de tres
familias de Iran, diagnosticados con el sindrome descrito en 2003 [11]. Mediante
escaneo del genoma completo y secuenciacién directa, encontraron deleciones en el
cromosoma 15q15.3 sobre el gen STRC, al que asociaron la sordera y sobre el gen
CATSPER2, concluyendo que la ausencia de este ultimo era la causa del fenotipo de

infertilidad.

Posteriormente, investigadores de India, analizaron a 150 pacientes masculinos
infértiles, realizando amplificaciones y secuenciaciones directas sobre el gen de
CATSPER2. En esta investigacién, detectaron una mutacién de cambio de sentido sobre
el exdn 6 en 8 pacientes, dicha mutacion genera el cambio de una arginina por una
prolina; razén por la que los autores concluyen que una conformacion diferente de la
proteina CATSPER2 puede ser la causa de infertilidad en los pacientes en que fue

encontrada la mutacién [21].

Por otro lado, en un caso reportado en Estados Unidos [22], se analizo el genoma de un
paciente masculino de 4 semanas en el que se detecté sordera y se encontrd una
deleciéon homocigota sobre el cromosoma 15, igual a la reportada anteriormente en el
DIS; de forma inusual, el genotipo presentado por este paciente, se debid a herencia por

disomia uniparental por parte de su madre.

Finalmente, en 2019 describen a un paciente infértil que aunque tiene una de las dos
copias de CATSPER2 intacta, los niveles de expresién de mensajero y proteina
disminuyen 92% y 95%, respectivamente; ademas, proponen a este paciente como un

modelo de estudio CATSPER2 “knockout” [23].

A pesar de la evidencia que existe sobre la importancia de este gen en la fertilidad
masculina, no se ha reportado ninguna investigacion sobre los mecanismos que regulan

la expresién de Catsper2.



2 ANTECEDENTES

2.1 Andlisis in silico del promotor de Catsper2 murino

En nuestro grupo de trabajo se realizd un analisis in silico para encontrar la regién
promotora del gen Catsper2 murino, usando el software Mathlnspector de Genomatix

(https://www.genomatix.de/matinspector.html). Se encontraron dos promotores

putativos de 601 pb y 784 pb (figura 4A) y ambos fueron clonados en un fragmento de
1598pb rio arriba del gen reportero de la luciferasa del vector pGL4.10 (pCat2-1598pb).
Ademas, se encontrd una isla CpG sobre el promotor putativo de 784pb que se ubica
sobre el inicio de la transcripcidon (TSS por transcription start site) del gen, mediante el

software CpGFinder de softberry (figura 4B).

A Catsper2
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[PmmnturpuhtivnEMpb] [ Promotor putativo 784pb ]

[ Secuencia clonada en pGL4.10 1598pb ]
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Figura 4. Analisis in silico de la regién promotora de Catsper2 murino. (A) Se encontraron 2
posibles secuencias promotoras del gen (rectangulos azules). Un fragmento de 1598pb
(rectangulo rojo) que contiene ambos promotores y un fragmento de 798 pb con el promotor
que incluye el inicio transcripcional (TSS) fueron clonados rio arriba del gen reportero de
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luciferasa en el vector pGL4.10. (B) Se muestra la ubicacidn del promotor con respecto al TSS de
Catsper2 y se sefialan los 2 primeros exones, que al unirse forman la secuencia Kozak sobre el
inicio de la traduccién (fucsia). La region promotora de 798pb (azul) coincide con la prediccidon
de unaisla CpG (naranja).

2.2 Actividad transcripcional del promotor de Catsper2 murino

Con el objetivo de determinar la actividad transcripcional de los promotores encontrados
en el andlisis in silico, se realizaron ensayos de transfeccién transitoria de las lineas
celulares GC-1 spg y MSC-1 con la construccién pCat2-1598pb y otra construccion en la
que se clond un fragmento de 798 pb que contiene el promotor de 784 pb, rio arriba del
gen reportero de la luciferasa del vector pGL4.10 (pCat2-798pb, figura 4A). Con las
células transfectadas se realizaron ensayos de luciferasa y los resultados demostraron la
actividad transcripcional de las secuencias evaluadas; se observd que el promotor de
Catsper2 murino se encuentra en el fragmento de 798 pb que se ubica sobre el TSS de
geny que presentd una actividad de 11.7 y 100 veces mayor que el control (pGL4.10) en

las células GC-1 spg y MSC-1, respectivamente (figura 5) (Contreras-Marciales, tesis de

Maestria).
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Figura 5. Actividad transcripcional del promotor de Catsper2 murino en células GC-1 spg y MSC-
1. Las construcciones con las regiones de 1598pb y 798pb clonadas en sentido o antisentido rio
arriba del gen de la luciferasa de Photinus pyralis fueron co-transfectadas con el plasmido pRL-
CMV (luciferasa de Renilla reniformis con el promotor de citomegalovirus) para normalizacién de



los datos, a las 48h post-transfeccidon se realizd lisis celular para analizar la actividad de las
luciferasas. La actividad transcripcional de los promotores putativos de Catsper2 en las lineas
celulares GC-1 spg y MSC-1 se calculé como numero de veces de incremento respecto de la
actividad del vector pGL4.10 la cual se llevd 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 las diferencias significativas.

2.3 El promotor minimo de Catsper2 murino se encuentra en una region de 243 pb

Para delimitar el promotor basal de Catsper2 murino, se realizaron deleciones en los
extremos 5’ y 3’ del promotor de Catsper2 y la actividad transcripcional de dichas
construcciones se evalud mediante ensayos de transfeccion y actividad de luciferasa.
Como se observa en la figura 6, la actividad promotora de la construccidon pCat2-287, que
no contiene el TSS, no presenté diferencias significativas con la actividad presentada por
el control negativo en la linea celular GC-1 spg, demostrando que esa regién es esencial
para la expresidn de Catsper2 en las células germinales. Ademas, el fragmento de la
construccion pCat2-243 pb, que se ubica de -54 a +189 respecto del TSS (Contreras-
Marciales, tesis de Maestria), resulté ser el fragmento mas corto evaluado que presenté
actividad transcripcional con diferencia significativa respecto del control (pGL4.10),

concluyendo que dentro de esta regién se encuentra el promotor minimo de Catsper2.
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Figura 6. Promotor minimo de Catsper2 murino. Para delimitar el promotor minimo de Catsper2,
las construcciones con las deleciones del promotor de Catsper2 clonadas rio arriba del gen de
luciferasa de Photinus pyralis fueron co-transfectadas con el plasmido pRL-CMV (luciferasa de



Renilla reniformis con promotor de citomegalovirus) para normalizacion de los datos; a las 48h
post-transfeccién se realizd lisis celular para analizar la actividad de luciferasa. La actividad
transcripcional de las construcciones en las lineas celulares GC-1 spg y MSC-1 se calculé como
numero de veces de incremento con respecto a la actividad del vector pGL4.10, la cual se llevé a
1. Los valores representan la media de tres experimentos independientes realizados en
triplicado. Los datos indican la media + SEM, n=3, los asteriscos (*) las diferencias significativas
con la actividad del promotor completo (pCat2-798) y los # las diferencias significativas con la
actividad de la construccién pCat2-287.

2.4 El promotor minimo de Catsper2 tiene sitios de union a diferentes factores de

transcripcion

Una vez que la region que contiene el promotor minimo de Catsper2 fue encontrada (-

54, +189), se realizé un andlisis in silico (https://www.genomatix.de/matinspector.html)

para determinar los sitios de union a factores de transcripcion, localizando varios sitios

de unidn para los factores CTCF y SP1 (figura 7).

Sp1l Spl Spl +1
CTCF CTCF I;'
gaacagctggtaadtgedgattggegggegegeggagchdagdgbgglbgacgcttaggegaacgeeege  ( +16)
cggtetggetgtggeggaggectggacggggggteggtgggaagtagggggetcagegaagecggagegg (- +86)

CTCF
ccctgagccgctggggaggagtgaagctctgggcgccggcgcggaaggcggaggggtgaagtca (+156)

gggctgagtgggcggaagtgaggcccgcgaaag (+189)

Figura 7. El promotor minimo de Catsper2 tiene sitios de unidn para los factores de transcripcion
CTCF y Sp1. Mediante andlisis bioinformatico se encontraron 3 sitios de unién para Sp1 (cuadros
azules) y 3 sitios de unién para CTCF (cuadros rojos).

2.5 Factores de transcripcion con el dominio dedos de zinc (Zn finger)

Las proteinas con dominios dedos de Zn son uno de los grupos mas abundantes y
diversos y tienen una gran variedad de funciones bioldgicas, que incluyen degradacién
de proteinas mediada por ubiquitina, transduccion de senales, reparacion del DNA,

migracion celular y regulacién transcripcional [24].

10


https://www.genomatix.de/matinspector.html

Un dedo de Zn puede ser definido como una unidad pequena y funcional que requiere
de uno o mas iones de Zn para estabilizar su estructura [25]. Este dominio permite que
ocurran interacciones proteina-DNA, proteina-RNA vy proteina-proteina [26]. La
estabilidad de un dedo de Zn se logra cuando se forman enlaces coordinados entre el idn
y combinaciones de los residuos cisteina (Cys) e histidina (His), en donde la combinacién
C2H2 (también Cys;Hisz) es la mas comun y se conoce como estructura clasica [27]. Con
estudios de cristalografia se ha observado que la estructura C2H2 de un dedo de Zn
posee dos hojas B y un a-hélice (BBa), en donde la regién a-hélice contiene la mayoria
de residuos polares y cargados que permiten que el dedo de Zn haga contacto con el
surco mayor del DNA [28]. En la figura 8 se puede observar la estructura de un dedo de
Zn cldsico, asi como de algunos de los dedos de Zn con estructura no cldsica mas

abundantes e importantes.
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Figura 8. Representacion esquematica de la estructura de los dominios dedos de zinc mas
abundantes e importantes. Estructura cldsica C2H2 de un dedo de Zn, la unién del i6n a los
residuos de Cys e His confieren la estabilidad de la estructura. B. Estructura no cldsica del dominio
RING (really interesting new gene), las proteinas con este dominio incluyen numerosas E3
ubiquitin ligasas. C. Estructura no cldsica del dominio PHD (plant homeodomain), las proteinas
con este dominio tienen actividad remodeladora de la cromatina por lo que estan involucradas
en la regulacion de modificaciones epigenéticas. D. Estructura no clasica del dominio LIM (Lin-II,
Isl-1 and Mec-3), las proteinas con este dominio incluyen factores de transcripcion y otras
proteinas importantes en interacciones del citoesqueleto y adhesién focal, entre otras.
Modificado de [24].

Dentro de este gran grupo de proteinas con dedos de Zn, se encuentran CTCF y SP1, las

cuales utilizan estos dominios para actuar como factores de transcripcion.
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2.5.1 Factor de transcripcion CTCF

La proteina CTCF o proteina de unién a CCCTC, fue descubierta en 1990 [29] al estudiar
una proteina con la capacidad de unirse a una region rica en GCs del promotor del gen

c-myc de pollo, encontrando que podia regular la transcripcion de este gen [30].

Aunque se existen algunas isoformas del mensajero de este gen que se pueden encontrar
en bases de datos, sdlo una de ellas se traduce (NM_001358924/NM_181322). La
proteina CTCF se expresa de forma ubicua y estd formada por 736 aminoacidos (aa)
distribuidos en tres dominios (figura 9): los dominios N- y C-terminal, los cuales
presentan divergencia entre organismos y, un dominio de unidn a DNA formado por 11
dedos de Zn de tipo C2H2, el cual presenta cerca del 100% de homologia entre el raton,

pollo y humano [31].

Dedos de zinc

A1 K2 X3 X AXS X6 XT38 X9 X10311

1 265 h78 736
. n A J

b b b
Daminia N-terminal Daominio dedos de zinc Daominia C-terminal

Figura 9. Dominios de la proteina CTCF.La proteina CTCF esta formada por el dominio N-terminal
gue comprende los aminoacidos 1 a 265, seguido por el dominio dedos de Zn (residuos 266-578)
y el dominio C-terminal ubicado en los residuos 579 a 736.

Desde que se descubrid a CTCF, se han realizado diversos estudios que indican que esta
proteina estd involucrada en diferentes funciones que incluyen la organizacién de la
cromatina, factor de transcripcion, mediacién en la interaccion de enhancers-
promotores, splicing alternativo y proteina de union a secuencias aislantes (insulator en
inglés), para impedir la transcripcion de genes; los ejemplos mds importantes de esta
ultima son el locus del gen 8-globina y el locus H19/1gf2 en el que los genes H19 e Igf2

se encuentran separados por una region de control de impronta (ICR) [32].
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Ademas, en varios trabajos se han revisado otras funciones de la proteina CTCF
incluyendo regulacién de las recombinaciones V(D)J [33], induccién de tumorigénesis en

cancer de mama [34] y otros tipos de cancer [35] y diferenciacion celular [36].

Por otro lado, en un estudio realizado en 2016 [37], se evalud el papel de CTCF en la
espermatogénesis, encontrando que los ratones con un knockout condicional de este
gen (Ctcf-cKO), presentaron dafos en la espermiogénesis e infertilidad, evidenciado por
un menor numero total de espermatozoides, mayor frecuencia de aberraciones
morfolégicas de los espermatozoides en los ratones Ctcf-cKO, respecto de los ratones

silvestres (wild type, WT) (figura 10) y en los intentos de reproduccidn fallidos.

Ademas, en este estudio se realizaron ensayos de microarreglos para determinar cuales
genes se veian afectados al inactivar a Ctcf en células germinales de ratéon; encontrando
gue algunos genes Catsper, incluido Catsper2 presentaron regulacidn a la baja, siendo la
expresion para este ultimo, 2.7 veces menos con respecto a los ratones wild-type (WT),

sugiriendo un papel importante de la proteina CTCF en la expresién de Catsper?2.
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Figura 10. Los espermatozoides maduros de los ratones Ctcf-cKO presentan morfologia anormal
en cabezay cola. El conteo de espermatozoides fue menor en los ratones Ctcf-cKO. Se analizé el
esperma de 3 ratones WT y 12 ratones Ctcf-cKO. (B). Imagenes en campo claro de
espermatozoides de ratones Wild-type y ratones Ctcf-cKO (arriba), las flechas sefalan las cabezas
anormales y los asteriscos las colas anormales. En la grafica (abajo) se observan los porcentajes
de tres réplicas bioldgicas de las estructuras normales (azul), y de las colas (rojo) y cabezas
(verde) anormales. Tomado de [37].
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2.5.2 Factor de transcripcion Spl

La proteina especifica 1 o Spl fue descubierta en 1983 [38], al buscar elementos
necesarios para la transcripcion en un extracto de células Hela; estos autores
describieron a Spl como un factor de transcripcidon especifico e importante para la

activacion de los promotores temprano y tardio del virus SV40.

La proteina Sp1 presenta dos isoformas: la proteina completa de 781 aa y una isoforma
mas pequeiia de 467 aa [39]. Sp1l se expresa de forma ubicua y pertenece a la familia de
factores de transcripcién Kriippel-like Factor (KLF), que se caracteriza por un dominio de
union a DNA altamente conservado; este dominio consiste en tres dedos de Zn
consecutivos (figura 11), que se ubican entre los aminoacidos 627-714 en la proteina de
ratén. Ademas, la proteina Sp1 cuenta con un dominio de inhibicién o represidn ubicado
en el N-terminal (aminodcidos 2 a 84) y 2 dominios de transactivaciéon (entre los

aminodcidos 148 y 496) [40,41] (figura 11).

Dominio de union al DNA

1 T81
pﬂ_! DA 1| DTA ZH| ZF| ZF

| |
2 84 148 498 B27 T14

Figura 11. Dominios de la proteina Spl. La proteina Spl esta formada por un dominio de
inhibicién o represion (DR), 2 dominios de transactivacion (DTA) y el dominio de unién a DNA
compuesto por 3 dedos de ZN (ZF) consecutivos.

La proteina Sp1 puede unirse y actuar a través de elementos ricos en guaninas, también
conocidos como cajas GC (GC box), los cuales se encuentran ampliamente en las
secuencias promotoras de genes celulares y virales [41,42]. Diferentes estudios han
reportado que la actividad de Spl puede ser inhibida por metilacién de las citosinas

presentes en la caja GC [43—45] o no verse afectada por dicha metilacion [46,47].
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La funcidon de Sp1l como factor de transcripcién ha sido ampliamente estudiada, por
ejemplo, se sabe que puede actuar como activador o represor y que puede regular tanto
promotores que contienen la caja TATA como aquellos que no la presentan. En una
revision sobre esta proteina [48], se mencionan diferentes procesos celulares en los que
Sp1 participa como regulador transcripcional, entre los que se encuentran: crecimiento
y diferenciacion celular, apoptosis, angiogénesis y respuesta inmune. En otros estudios,
se observd que la sobreexpresion de Spl desencadena arresto del ciclo celular y
posterior apoptosis de células normales (no transformadas) [49]; mientras que el
silenciamiento de SP1 mediado por RNA de interferencia (RNAi) en células tumorales
resulta en la inhibicién del crecimiento celular y de la invasidon/migracion, asi como en

una disminucidn de la supervivencia [50].

Respecto a su papel en la espermatogénesis, se ha evaluado su perfil de expresidon en
las diferentes etapas de diferenciacién de las células germinales, encontrando que la
expresion de la proteina Spl esta restringida a estadios tempranos, es decir, desde
espermatogonias hasta espermatocitos primarios en paquiteno temprano [51] (figura

12).
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Figura 12. Expresion de Spl analizada por Western Blot. Se analizaron extractos de células
germinales purificadas que corresponden a una mezcla de espermatogonias A y B (Sp’gonia),
espermatocitos paquiteno tardios (Sp’cytes) y espermatidas redondas (Sp’tids). Como control se
utilizé extracto de testiculo completo de adulto (testis) y rifién (kidney).
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Debido a ese perfil de expresién, varios grupos de investigacién han sugerido que la
proteina Sp1 puede tener un papel inhibitorio sobre genes especificos de testiculo cuya
transcripcion se detecta a partir de espermatocitos paquiteno y que poseen sitios de

union para Sp1l en su promotor [51,52]; como seria el caso de Catsper?2.

3 JUSTIFICACION

Catsper2 es uno de los genes que codifican para las proteinas del canal CATSPER, el cual
es importante en la fertilidad masculina. En los andlisis in silico del promotor de Catsper2
se encontraron diferentes sitios de unidn para factores de transcripcion que pueden ser
reconocidos por las proteinas CTCF y Spl. Se ha demostrado que CTCF participa en la
regulacién de genes esenciales en el proceso de espermatogénesis, ya que los ratones
sin este gen son infértiles. Asimismo, Sp1 disminuye su expresion a la par que empieza
la expresiéon de Catsper2. Por esta razdn, la evaluacion de estas proteinas como
reguladoras de la transcripcion de Catsper2 representa la posibilidad de una mejor

comprensién de los mecanismos que subyacen en la expresion de este gen.

4 HIPOTESIS

El promotor minimo de Catsper2 murino esta bajo regulacién epigenética y ademas es

regulado por los factores de transcripciéon CTCF y SP1.

5 OBIJETIVOS

5.1 Objetivo general
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Caracterizar molecularmente la regulacion genética y epigenética del promotor de

Catsper2 murino

5.2 Objetivos especificos

e Analizar in silico los elementos que pueden actuar en la regulacidn epigenética

del promotor minimo de Catsper2 murino

e Evaluarsilas proteinas CTCF y Sp1 tienen efecto sobre la actividad transcripcional

del promotor minimo de Catsper2 murino

e Determinar silos factores de transcripcién CTCF y SP1 se unen in vitro al promotor

de Catsper2 murino

e Determinar si el factor de transcripcién CTCF se une in vivo al promotor de

Catsper2 murino
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6 DISENO EXPERIMENTAL
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7 METODOLOGIA

7.1 Material biolégico

En este trabajo se utilizo la linea celular GC-1 spg (ATCC® CRL-2053™), que son células
germinales de ratdn con caracteristicas de un estado entre espermatogonias tipo B y
espermatocitos primarios. Las células se manipularon en campana de flujo vertical, se
cultivaron en medio Dubelco’s Modified Eagle Medium (DMEM) de SIGMA
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) de GIBCO y 1% de antibidticos
penicilina-estreptomicina. Los cultivos se mantuvieron en incubadora a 37°C con 5% de

CO; y 90% de humedad relativa.

Ademas, se utilizaron ratones de la cepa CD1 en edades entre 3-4 y 6-8 semanas; los
animales fueron proporcionados por la Unidad de producciéon y experimentacion de
animales de laboratorio (UPEAL) y los experimentos se realizaron de acuerdo con el
protocolo 0113-14 aprobado por el Comité Interno para el cuidado y uso de los animales

de laboratorio (CICUAL) del CINVESTAV.

7.2  Analisis bioinformatico

Para evaluar los posibles mecanismos de regulacion epigenética que controlan la
expresion de Catsper2 murino, se realizaron analisis in silico de diferentes bases de

datos.
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7.2.1

Para verificar y comparar el estado de metilacion de la isla CpG presente en la region
promotora de Catsper2 murino, se realizd una busqueda de datos de WGBS en la base

de datos ENCODE (https://www.encodeproject.org/) para diferentes tejidos y etapas de

Andlisis de datos de Secuenciacion de bisulfito del genoma completo —

WGBS

la espermatogénesis. Los datos fueron descargados en formato BigWig (

Tabla 1) y graficados en la regién de interés usando RStudio v. 1.4.1103.

Tabla 1. Datos utilizados en los andlisis in silico de WGBS y ChIP-Seq de marcas de histonas

Ensayo

WGBS

H3K4me3
ChiP-seq

H3K36me3
ChiP-seq

Numero de acceso o enlace

https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hub 8415 Sperm

https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/Hon Mouse 2013

SRR1049855 (A)
SRR1049857 (1)
SRR1049856 (A)
SRR1049858 (1)
SRR566800 (A)
SRR566962 (1)

SRR317233 (A)
SRR317274 (I)

SRR566775 (A)
SRR566962 ()
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Tipo celular
Espermatogonias
Espermatocitos [53]
Espermatidas
Higado

[54]
Bazo
Espermatocitos
paquiteno

[55]
Espermatidas

redondas

Testiculo 8 semanas

Higado 8 semanas [56]

Testiculo 8 semanas

Referencia


https://www.encodeproject.org/
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTrackUi?hgsid=1476398977_K84VmGHbrISfjVpFhNlOyb29ajd9&db=mm10&c=chr12&g=hub_8415_Sperm
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTrackUi?hgsid=1476398977_K84VmGHbrISfjVpFhNlOyb29ajd9&db=mm10&c=chr12&g=hub_8415_Sperm
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTrackUi?hgsid=1476398977_K84VmGHbrISfjVpFhNlOyb29ajd9&db=mm10&c=chr12&g=hub_8415_Hon_Mouse_2013
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTrackUi?hgsid=1476398977_K84VmGHbrISfjVpFhNlOyb29ajd9&db=mm10&c=chr12&g=hub_8415_Hon_Mouse_2013

SRR566943 (A)
Higado 8 semanas
SRR317274 (1)

SRR6437434 (A) Espermatocitos [57]
SRR6437435 (I) paquiteno

SRR6437436 (A) Espermatocitos

SRR6437437 (1) paquiteno, KO Setd?2

7.2.2 Andlisis de bases de datos de ChIP-Seq

Para verificar y comparar la presencia de las marcas de histonas H3K4me3 y H3K36me3
sobre la regidn promotora de Catsper2 murino, se realizé una busqueda de datos de

ChIP-Seq en las bases de datos ENCODE (https://www.encodeproject.org/) y Gene

Expression Omnibus, GEO (https://www.nchi.nlm.nih.gov/geo/) para diferentes tejidos

o tipos celulares (

Tabla 1). Los datos evaluados fueron descargados de la base de datos Sequence Read

Archive, SRA (https://www.nchi.nlm.nih.gov/sra) y analizados en UBUNTU v. 18.04.5 (los

comandos utilizados para hacer los diferentes andlisis hasta la llamada a picos se
especifican en el Anexo 1). Con los datos obtenidos, se realizaron graficas de
comparacion entre diferentes tipos celulares para ambas marcas de histonas utilizando

RStudio v. 1.4.1103.

7.3 Construcciones con el promotor de Catsper2 murino

Para evaluar el papel de los sitios de unién a los factores de transcripcion CTCF y SP1, se
realizaron diferentes construcciones partiendo de la construccion pCat2-243 que

contiene el promotor minimo de este gen.
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7.3.1 Mutagénesis sitio dirigida

Los sitios de unién para los TFs CTCF y SP1 encontrados in silico en el promotor minimo
de Catsper2 se mutaron mediante la técnica de mutagénesis sitio dirigida. Para esto, se
disefiaron un par de oligonucledtidos que poseen mutaciones para cada sitio a evaluar
(Tabla 2). Se hizo una mezcla de PCR que contenia: Buffer de reaccién 1X, MgS0O4 1 mM,
Buffer enhancer 1X, mezcla de dNTPs 0.2 mM, 50-120 ng de DNA, 1U de la enzima
platinum y agua libre de nucleasas hasta completar 25 pL. Posteriormente, la mezcla se
dividio en 2 tubos de PCR y a cada uno se le adiciond6 7.5 uM de uno de los
oligonucleétidos con la mutacién. Las reacciones se llevaron a un termociclador Axygene
Maxygene, con un paso de desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 min y 10 ciclos de
94°C/30 s y 68°C/ 6 min, al término de los cuales, ambas reacciones se mezclaron en un
solo tubo y se dieron 25 ciclos adicionales de 94°C/30 s y 68°C/6 min. Finalmente, el DNA
molde de la PCR se elimind agregando 1 plL de la enzima Dpnl a la reaccién y se incubd
por 1h a 37°C. Se utilizaron 5 puL de la reaccion final para transformar bacterias quimio
competentes. Cada una de las construcciones fue verificada mediante secuenciacién con

los oligonucledtidos RVPrimer3 y Luc2Rev (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencias de los oligonucleétidos usados en el proyecto

Ensayo en el
Nombre del
Secuencia 5’-> 3’ que fue
oligonucleétido
usado

CTCF(1)mut Fw GCGGAACAGCTGGTATTCTTATTGTGGCGGGCGCGCGGG
CTCF(1)mut Rev CCCGCGCGCCCGCCACAATAAGAATACCAGCTGTTCCGC
CTCF(2)mut Fw GGGCGCGCGGGGCGATTCTTATTGTTCGCTTAGGCGAACGC
CTCF(2)mut Rev GCGTTCGCCTAAGCGAACAATAAGAATCGCCCCGLCGLGLCC
CTCF(3)mut Fw AGCCGGAGCGGCCCTTATTCTTGCCCGCTGGGGAGGAG Mutagénesis
CTCF(3)mut Rev CTCCTCCCCAGCGGGCAAGAATAAGGGCCGCTCCGGCT sitio dirigida
Sp1(1)mut Fw CCGATTGGCGGGCGCGCGTTATGAGGCGGGGCGGACGC
Sp1(1)mut Rev GCGTCCGCCCCGCCTCATAACGCGCGCCCGCCAATCGG
Sp1(2)mut Fw GGCGGGCGCGCGGGGCGATTATGGGCGGACGCTTAGGCG
Sp1(2)mut Rev CGCCTAAGCGTCCGCCCATAATCGCCCCGLCGLGLCLGLC
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Sp1(3)mut Fw
Sp1(3)mut Rev
RVPrimer3*

Luc2Rev

VP1.5*%

XL39*

CTCF(1) Wt EMSA Fw
CTCF(1) Wt EMSA Rev
CTCF(2) Wt EMSA Fw
CTCF(2) Wt EMSA Rev
CTCF(3) Wt EMSA Fw
CTCF(3) Wt EMSA Rev
mMyc ChIP Fw

mMyc ChIP Rev

Intl mMyc ChIP Fw
Intl mMyc ChiIP Rev
mCat2 ChIP Fw
mCat2 ChIP Rev

GCGCGCGGGGCGAGGCGTTATGGACGCTTAGGCGAACG
CGTTCGCCTAAGCGTCCATAACGCCTCGCCCCGLGLGC
CTAGCAAAATAGGCTGTCCCCAG (Tm = 54°C)
GTCCCGTCTTCGAGTGGGTAG (Tm =59°C)
GGACTTTCCAAAATGTCG (Tm = 51°C)
ATTAGGACAAGGCTGGTGGG (Tm = 60°C)
GAGAACAGCTGGTAACTGCCGATTGGCGGGCGCGCGGG
CCCGCGCGCCCGCCAATCGGCAGTTACCAGCTGTTCTC
GCGGGCGCGCGGGGCGAGGCGGGGCGGACGCTTAGGCG
CGCCTAAGCGTCCGCCCCGLLTCGLCCCcGLaLaLccaC
AGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGGGGAGGAG
CTCCTCCCCAGCGGGTGGCGCTCAGGGCCGCTCCGGCT
GAACCTGGAAACCCTGCAGCCC
GCCTCAAACACCAAGAGCCACC
GCGTTGGAAACCCCGGTAAGC
CGTCAGCCCATAGTAACCTCGG
GCGGAACAGCTGGTAACTGCCG
CTTTCGCGGGCCTCACTTCC

*QOligonucledtidos reportados

7.3.2 Preparacion de bacterias competentes

Secuenciacion
en pGL4.10
Secuenciacion

en pCMV6

EMSAs

ChiPs

Para obtener células competentes se empled la cepa bacteriana Escherichia coli DH5a

(genotipo: F—- ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA

supE44 A—thi-1 gyrA96 relAl). Con este fin, se inoculd una colonia en 5 mL de caldo Luria-

Bertani (LB) y se incubd toda la noche a 37°C en agitacidén constante. Al dia siguiente, se

tomo 1 mL de ese cultivo para inocular 100 mL de caldo LB nuevo y se incubd a 37°C en

agitaciéon constante hasta que el cultivo alcanzé una densidad dptica (OD) de 0.6 a 600

nm. Seguido de esto, se centrifugd en tubo falcon estéril a 7000 rpm por 10 min a 4°C;

posteriormente se descartd el sobrenadante y el pellet de células se resuspendié en 15
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mL de CaCl; 0.1 M frio y se incubd en hielo por 10 min; nuevamente se centrifugd a 7000
rom por 10 min a 4°C, este proceso se repitié con 10 mL/incubacién por 20 miny 5
mL/incubacion por 30 min. Finalmente, las células se resuspendieron en 2 mL de CaCl;
0.1 M frioy se agregaron 200 pL de glicerol estéril. Las células competentes se dividieron
en alicuotas de 50 pL o 100 pL en tubos eppendorf estériles y se congelaron rdpidamente

en nitrégeno liquido para luego ser almacenadas a -70°C hasta su uso.

7.3.3 Transformacidn de bacterias competentes

Se colocaron 20-50 ng de pldsmido o 5 uL de reaccidon de mutagénesis en un tubo de
bacterias competentes (50 o 100 pL, respectivamente) y se mantuvo en hielo por 30 min;
a continuacion, se realizd un choque térmico, incubando a 42°C por 1 min y nuevamente
en hielo por 1 min. Posteriormente, se agregd 1 mL de caldo LB a las células y se
incubaron a 37°C por 1h en agitacidon constante. Pasado ese tiempo, las células se
centrifugaron a 5000 rpm por 3 min a TAy se descarté 1 mL de medio. Las bacterias se
resuspendieron en el volumen restante y se sembraron en placas de agar LB con
kanamicina (0.05 mg/mL) o ampicilina (0.1 mg/mL) para seleccionar las colonias
transformadas. Las placas se incubaron a 37°C por 18h aproximadamente. Las candidatas

seleccionadas se aislaron en placas de agar LB con kanamicina o ampicilina.

7.4  Extraccidon de DNA plasmidico

Para la extraccion de DNA plasmidico se utilizé el kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System y el kit QIAGEN Plasmid Midi, siguiendo las instrucciones de los
fabricantes. El contenido de cada buffer se especifica en el Anexo 2. Los protocolos son

los siguientes:
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7.4.1 Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System

Se inoculd una colonia transformada con el plasmido de interés en 15 mL de caldo LB-
ampicilina y se incubd a 37°C en agitacidn constante toda la noche. Al dia siguiente, las
bacterias se centrifugaron a 12000 rpm por 5 min y se descanté el medio. Las bacterias
se resuspendieron en 250 pL de solucién de Resuspensién celular, se agregaron 250 plL
de solucion de Lisis celular y se mezcld por inversion 4 veces; se adicionaron 10 pL de
solucion de proteasa alcalina, se mezcld por inversidon 4 veces y se incubd a TA por 5 min.
Posteriormente, se detuvo la reaccion con 350 puL de solucidn de neutralizacién y se
centrifugéd 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 dos lavados con 750 plL y 250 plL de Solucién de lavado, respectivamente.
Finalmente, se transfirié la columna a un tubo eppendorf de 1.5 mL, se agregaron 50 plL
de agua estéril libre de nucleasas y se centrifugd a maxima velocidad por 1 min a TA. El

DNA se almacend a -20°C.

7.4.2 QIAGEN Plasmid Midi Kit

Se inocularon bacterias transformadas con el pldsmido de interés en 100 mL de caldo LB-
ampicilina (0.1 mg/mL) o LB-kanamicina (0.05 mg/mL) y se incubaron a 37°C en agitacion
constante toda la noche. Al dia siguiente, se centrifugaron las células en un tubo falcon
estéril a 7000 rpm por 15 min a 4°Cy se decanté el medio. Las células se resuspendieron
en 10 mL de la solucidn P1 del kit con 0.1 mg/mL de RNasa y luego se agregaron 10 mL
de buffer P2 (buffer de lisis), se mezclé por inversidén 4-6 veces y se incubd a TA por 5
min. Después de la incubacidn, se neutralizo la reaccién afiadiendo 10 mL del buffer P3
frio, se mezcld por inversién 4-6 veces y se incubd en hielo por 15 min. Posteriormente,
se centrifugd a 212500 rpm por 30 min a 4°C vy se recupero el sobrenadante en un tubo
nuevo, se repitio el paso anterior para eliminar cualquier residuo; luego, el sobrenadante
se paso por una columna de purificacion, previamente equilibrada con 10 mL de buffer

QBT. Seguidamente, se lavo la columna 2 veces con 30 mL de buffer QC y se transfirid a
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un tubo nuevo, en donde se eluyd el DNA con 15 mL de buffer QF. Se utilizaron 10.5 mL
de isopropanol a TA y se centrifugd a 212500 rpm por 30 min para precipitar el DNA. El
pellet se limpid con 5 mL de etanol 70% y se centrifugd a 212500 rpm por 10 min. Se
decantd el sobrenadante y se dejo secar el DNA. Por ultimo, se resuspendié en 100 pL

de agua estéril libre de nucleasas y se almacend a -20°C.

7.5 Secuenciacion del DNA

Para verificar la secuencia de las diferentes construcciones, se utilizé el kit BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing de Applied Biosystems. Las reacciones se realizaron
en un volumen final de 20 uL que contenia 4 pL de Buffer de secuenciacién 5X, 2 ulL de
mix de reaccién, 10 pM de oligonucleétido (Tabla 2) y 1 ug de DNA plasmidico. La
reaccion se llevé a cabo en termociclador con un ciclo inicial de desnaturalizacidn a 96°C
por 4 min, 30 ciclos a 96°C/30 s, Tm/30 s (ver Tm de cada oligonucleétido en la Tabla 2)

y 60°C/4 min y un ciclo de extensidn final a 60°C por 5 min.

7.6  \Verificacidn de las construcciones con los genes de los factores transcripcionales

CTCFy SP1

Para evaluar el efecto de las proteinas CTCF y SP1 sobre el promotor de Catsper2, se
adquirieron plasmidos comerciales (10ug) de la empresa OriGene© con el marco abierto
de lectura (ORF) de cada uno de los TFs: CAT# MR210366 para CTCF (CTCF-pCMV6) y
CATH# MR225692 para Spl (Sp1-pCMV6). La identidad de ambos plasmidos se evalud
mediante ensayos de restriccion enzimatica y de secuenciacion. Para esto, los plasmidos
liofilizados se resuspendieron en 20 pL de agua libre de nucleasas estéril y se
transformaron bacterias competentes con 50 ng. Posteriormente se extrajo el DNA

plasmidico de las bacterias transformadas y se realizé digestién enzimatica a 1 ug de DNA
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en una reaccion de volumen final 20 uL (Buffer de la enzima 1x, 1U de BamHI o Dpnly
agua libre de nucleasas hasta completar el volumen). Ademds, se usaron los
oligonucledtidos VP1.5 y XL39 (Tabla 2) para realizar secuenciacién siguiendo la

metodologia descrita anteriormente.

7.7 Cultivos celulares

Se descongeld un vial de la linea celular GC-1 spg y las células se cultivaron en una placa
con medio DMEM suplementado y se incubaron a 37°C. Para el pase de las células, se
elimind por completo el medio de cultivo, se agregaron 2 mL de tripsina-verseno
(Invitrogen) y se incubd a 37°C por 2 min para permitir que las células se despegaran;
seguido de esto, se agregaron 2 mL de medio DMEM suplementado y se transfirieron las
células a un tubo falcon para centrifugar a 2500 rpm por 5 min. El pellet de células se
resuspendid en 1 mL de DMEM suplementado y se usaron 10 pL para contarlas en
camara de Neubauer. Se sembré la cantidad apropiada de células en cajas de Petri para

cultivo celular.

Para conservar la linea celular se congelaron células siguiendo el procedimiento descrito
en el pase celular, pero en este caso se resuspendieron en 900 pL de SFB + 100 uL de
DMSO estéril, finalmente se transfirieron a criotubos para ser conservadas en nitréogeno

liquido.

7.7.1 Transfeccion de la linea celular

Siguiendo el procedimiento descrito en el pase celular, se sembraron 1x1075 células en
500 pL de medio DMEM suplementado en placas de 24 pozos. Las células se incubaron
a 37°C por 24h hasta una confluencia de 70-80%. Las células GC-1 spg se prepararon 2h

antes de ser transfectadas, agregando 5 plL del reactivo K2 multiplier en cada pozo;
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posteriormente, las mezclas de transfeccion se prepararon con el reactivo K2®

Transfection System (Tabla 3).
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Tabla 3. Mezclas de transfeccién empleadas en el proyecto
Sobreexpresion CTCF

Promotor Wt (pCat2-

243)

Promotor mutado,
CTCF(1), (2) o (3)
Promotor mutado,
Sp1(1), (2) o (3)
CTCF-pCMV6
Spl-pCMV6
pGL4.10
pGL4.10-CMV
pRL-CMV

K2 transfection
Reagent

DMEM no
suplementado

Sitios CTCF

250 ng -

0.4 ng para cada pozo

2 pl para cada pozo

250 ng

Sitios Sp1

250 ng -

Hasta completar un volumen de 60 pl para cada pozo
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Sobreexpresién Sp1l

250 ng -

- 250 ng

pGL4.10

pGL4.10-CMV

25 ng



Cada mezcla se incubo a TA por 15 min y luego se depositaron en los pozos (placas de 24
pozos). Se usé el plasmido pGL4.10 con el promotor de Citomegalovirus (pGL4.10-CMV)
como control positivo de transfeccién, el plasmido pGL4.10 vacio como actividad basal
de referencia y un plasmido con la luciferasa de Renilla reniformis y el promotor de CMV
(pRL-CMV) como control interno de transfeccién con el que se realizé la normalizacion
de los datos obtenidos. Ademas, se dejé un pozo de células sin transfectar para restar el

fondo de las células.

7.7.2 Lisis celular y ensayos de luciferasa

Para cuantificar la actividad de luciferasa se utilizd el kit Dual-Luciferase® Reporter
(DLR™) Assay System de Promega. A las 48h pos-transfeccién se realizé la lisis de las
células, para lo cual, se elimind 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 incubd a TA por 15 min en agitacidon constante; finalmente, se disgregaron bien las
células con micropipeta y el contenido celular se transfirié a un tubo eppendorf, se

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

Para la cuantificacion de las actividades de las luciferasas se agregaron 20 uL de la
muestra y 20 uL del Reactivo para el ensayo de luciferasa (LARII), el cual contiene el
sustrato para la luciferasa de Photinus pyralis, en placas negras de 96 pozos vy la lectura
se realizé en el equipo Fluoroskan Ascent® FL de Thermo Scientific. Posteriormente, se
agregaron 20 uL del reactivo Stop & Glo® para detener la primera reaccion e iniciar la
actividad de la luciferasa de Renilla reniformis en el mismo pozo y realizar la segunda

lectura en el equipo.

La lectura de la muestra de las células sin transfectar y de un pozo sin muestra se usaron
para restar los fondos, la lectura de la actividad de Renilla reniformis se usé para
normalizar los valores de Photinus pyralis y el valor obtenido para pGL4.10 se tomé como
una unidad relativa de luciferasa para escalar los valores obtenidos en los diferentes

ensayos.
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7.8 Deteccidn de la expresiéon de CTCF y SP1

La sobreexpresion de las proteinas SP1y CTCF en las lineas celulares GC-1 spg y HEK293
se comprobd a partir de la extraccion de proteina total de células transfectadas (9x10°
células) con las respectivas construcciones CTCF-pCMV6 y Spl-pCMV6, mediante

inmunodeteccion por Western Blot (WB).

7.8.1 Extraccién de proteina total

Se retird cuidadosamente todo el medio de cultivo de las células y se lavaron 3 veces con
PBS 1X estéril; posteriormente, se agregd 1 mL de PBS 1X a cada pozo de células y se
resuspendieron con la pipeta para luego ser transferidas a un tubo de 1.5 mL estéril. El
pellet de células se obtuvo centrifugando a 2500 rpm por 5 min. Las células se
resuspendieron con ayuda de una jeringa de insulina, en el buffer RIPA (Anexo 3)
suplementado con inhibidores de proteasas y se incubaron 30 min en hielo. Finalmente,
se centrifugdé a maxima velocidad por 30 min a 4°Cy se recuperd el sobrenadante con la

proteina total.

7.8.2 Cuantificacion de proteinas

La cantidad de proteina obtenida en la extraccion se cuantific6 por el método
colorimétrico de Bradford. Para esto, se realizé una curva de calibraciéon, usando
diferentes concentraciones de albumina de suero bovino (BSA) y el reactivo de Bradford,
en un volumen total de 1 mL (Tabla 4). En el caso de las muestras evaluadas, se diluyé 1
puL de proteina en 799 pL de agua destilada y se agregaron 200 pL del reactivo de
Bradford. En todos los casos, la reaccién se incubd a TA en oscuridad por minimo 5 min
y posteriormente se leyé la absorbancia de las muestras a 595 nm en un

espectrofotémetro.
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Con los datos obtenidos para el BSA, se graficd una curva y se calculd el valor de R?y la
ecuacién de la recta, para calcular la concentracion de cada muestra en pg/uL.
Tabla 4. Concentraciones de BSA empleadas para obtener la curva de calibracion en el método

de cuantificacién Bradford
Agua destilada BSA (ng/uL) Reactivo de Bradford

(nL)

800 0
799.5 0.5

799 1

798 2 200 pL cada uno
796 4

792 8

788 12

7.8.3 Electroforesis SDS-PAGE

Para separar las proteinas se usaron geles de poliacrilamida 10% de 1.5 mm (Tabla 5).
Cada una de las muestras (50 pg) se mezclé con buffer de carga de proteinas 2Xy se llevd
a 95°C por 10 min, posteriormente se pusieron en hielo hasta que se cargaron en el gel
de poliacrilamida. La electroforesis se realizé en buffer TANK 1X (Buffer TANK 10X: 25
mM Tris, 192 mM Glicina y 1% SDS) a amperaje constante de 0.02-0.03 A. Se corrieron 2
geles idénticos, uno con el que se transfirieron las proteinas para la inmunodeteccion y

el otro que se tifié con azul de Comassie y se observd la separacion de las muestras.

Tabla 5. Reactivos y cantidades para geles de electroforesis SDS-PAGE

Reactivo Cantidad

Gel de resolucion  Acrilamida-Bisacrilamida 30% 29:1 2.67 mL
Bufer Tris-SDS pH 8.8 2mL
H.0d 3.33mL
Persulfato de amonio (APS) 10% 60 L
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TEMED 6 puL

Gel concentrador  Acrilamida-Bisacrilamida 30% 29:1 492 uL
Bufer Tris-SDS pH 6.8 780 uL
H.Od 1.74 mL
APS 10% 40 pL
TEMED 4 uL

7.8.4 Inmunodeteccidn de proteinas por Western-blot

El gel de poliacrilamida se transfirié en semiseco a una membrana de PVDF. Primero, la
membrana de PVDF del tamafio adecuado se equilibré en metanol por 1 min;
posteriormente, la membrana, el gel de poliacrilamida, 2 blot paper y 4 papeles filtro, se
equilibraron en buffer de transferencia (Buffer TANK 1X sin SDS mas 20% de metanol),
por al menos 30 min a 4°C en agitacion constante. Una vez equilibrados, los
componentes se acomodaron en la cdmara de transferencia como se muestra en la

Figura 13 y el proceso se llevd a cabo a 25V por 1h.

1 blot paper y 2 papeles filtro

4 52| d poliacrilamida
4 Vlembirana

&\ 1 blot paper y 2 papeles filtro

Figura 13. Esquema del proceso de transferencia de un gel de poliacrilamida a una membrana.
Se ilustra la forma en que se acomoda la cdmara de transferencia en semiseco para transferir un
gel de poliacrilamida a una membrana, ya sea de PDVF o de nylon.
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Una vez se obtuvo la membrana con la proteina, esta fue bloqueada en un volumen
suficiente de solucién de bloqueo (buffer TBS-T 1X [NaCl 15 mM, Tris 20mM, 0.1% Tween
20, pH 7.6] con 5% de leche Svelty), por 2h a temperatura ambiente. Pasado este tiempo,
se retird la solucidon de bloqueo y se incubd la membrana con el anticuerpo anti-c-myc
(Cat. No. SC-40 Santa Cruz) o con el anticuerpo anti-CTCF (Cat. No. SC-271474 Santa
Cruz), cada uno diluido 1:500 en buffer TBS-T 1X, toda la noche a 4°C en agitacion
constante. Al dia siguiente, se retird el anticuerpo primario y se realizaron 5 lavados con
buffer TBST por 5 min en agitacién constante cada uno para luego incubar la membrana
con el anticuerpo AP-Goat anti-Mouse 1gG (H+L) (Cat. No. 62-6522 Invitrogen) diluido
1:1000 en buffer TBS-T 1X por 1h a TA en agitacion constante. Finalmente, se retird el
anticuerpo secundario y se realizaron 5 lavados con buffer TBST por 5 min en agitacion

constante cada uno.

Al terminar los lavados de la membrana, se incubd con el reactivo BCIP®/NBT Liquid
Substrate System (Cat. No. B1911 SIGMA) por 20 min a TA para revelar las bandas
detectadas correspondientes a la proteina sobre-expresada. Se utilizaron las bandas

correspondientes a c-myc enddgeno como control de carga de proteina.

7.9 Prediccidn de lainteraccion de Spl con el promotor de Catpser2 murino

Para evaluar in silico la interaccion del factor de transcripcion Spl con el promotor
minimo de Catsper2, se descargaron los archivos de las coordenadas atémicas (x, y, z en
formato pdb) de los tres dedos de zinc que forman el dominio de unidon a DNA de Sp1 de

la base de datos RCSB (https://www.rcsb.org/, ID 1VA1, 1VA2 y 1VA3); ademas, con la

herramienta “DNA sequence to structure” (http://scfbio-
iitd.res.in/software/drugdesign/bdna.jsp#) se generd un archivo con las coordenadas
atémicas en formato pdb de la secuencia de DNA de una regién de 18 pb que contiene
los tres sitios de unidn para Sp1 del promotor de Catsper2 (CGGGGCGAGGCGGGGCGG);

con estos archivos se generaron modelos de interaccién utilizando el servidor HDOCK
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(http://hdock.phys.hust.edu.cn/) y diagramas de las interacciones ligando-proteina con

el programa LigPlot (LigPlot+ v.2.2 https://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/software/LigPlus/), los resultados fueron visualizados y editados en el programa

Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html, Chimera v.1.14).

7.10 Ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA)

Con el fin de analizar la interaccidn in vitro de las proteinas CTCF y Sp1 con la region
promotora de Catsper2, se realizaron ensayos de cambio en la movilidad electroforética
(EMSA), utilizando las sondas descritas en la Tabla 2 y extracto total de proteina de

células GC-1 spg transfectadas con CTCF-pCMV6 o Sp1-pCMV6.

7.10.1 Marcado y verificacién de sondas

Para el ensayo de EMSA de CTCF se utilizé el kit EMSA quimioluminiscente LightShift™
por lo que las sondas se marcaron con biotina; para esto, se usé 1 nmol de cada oligo
complementario (Tabla 2) y se resuspendieron en 50 ul de Tris (10 mM), EDTA (1 mM,
pH 8) y NaCl (100 mM), se calentd a 95°C por 10 min y se dejé enfriar lentamente a
temperatura ambiente. Para marcar la sonda, se tomaron 5 pL (100 pmol) del oligo en
cadena doble y se mezclaron con 2.5U de la enzima terminal transferase (TdT), buffer de
la enzima 1X, buffer de CoCl; 1X, 1 mM de Biotin 11-dUTP (Cat. No NU-1619-BIOX-L, Jena
Bioscience), en un volumen final de 20 uL; la reaccion se incubé a 37°C por 1h.
Posteriormente, la sonda marcada se precipitd agregando 2 uL de LiCl 4M y 60 plL de
etanol absoluto frio y se incubd a -70°C por 2h; seguido de esto, el DNA se recolectd por
centrifugacién a maxima velocidad por 30 min a 4°C; el pellet se lavd con etanol al 70%
y se centrifugd nuevamente a maxima velocidad por 15 min a 4°C. Finalmente, el DNA
seco se resuspendié en 40 pL de agua mili Q estéril para obtener una concentracion final

de 2.5 pmol/ulLy se guardé a -20°C.
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Para verificar el marcado de las sondas se realizd la técnica de dot-blot como sigue: se
diluyé la sonda a una concentracidn final de 500 fmol y 1000 fmol y se puso 1 plL de cada
concentracion sobre una membrana de nylon cargada positivamente (Amersham
Hybond- N+, GE Healthcare), seguido de esto se fijé el DNA en la membrana con luz UV
312 nm por 15 min. Para revelar se siguieron las indicaciones del kit, brevemente: se
bloqued la membrana con buffer de bloqueo por 30 min, después se incubd en una
solucion 1:300 de estreptavidina-HRP en buffer de bloqueo por 15 min, a continuacion,
se realizaron 4 lavados de 5 min cada uno con buffer de lavado y posteriormente, se
equilibré la membrana por 5 min en buffer de equilibrio. Finalmente, se incubd la
membrana en solucion de Luminol/Enhancer por 5 min y la sefial fue revelada en cuarto

oscuro con radiografias.

Para el ensayo de EMSA de Sp1l, se utilizaron las construcciones pCat2-243, Sp1(1),
Sp1(2), Sp1(3) para hacer restriccion enzimdtica con las enzimas Hindlll y Xhol y liberar
el fragmento con el promotor minimo de Catsper2 WT y con los sitios de unién a Sp1l

mutados; los fragmentos fueron cortados del gel, purificados y cuantificados.

7.10.2 Reacciones de union proteina-DNA

Las reacciones de interaccion se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pL
conteniendo binding buffer 1x, ZnSO4 0.1 mM, 2.5 pmol o0 200 ng de sonda para CTCF o
Sp1, respectivamente, para las muestras de sonda libre; para la formacion de complejos
se agrego 3 ug de proteina total de células sobreexpresando a CTCF o Spl. En el ensayo
para Spl, ademas se hizo una reaccién en la que se agregé 1 ug de anticuerpo anti-Sp1
(Santa Cruz, sc-17824). Las reacciones se incubaron a temperatura ambiente por 20 min

y finalmente se agregd buffer de carga para realizar la electroforesis.
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7.10.3 Electroforesis, transferencia y revelado

Para el ensayo de CTCF, la electroforesis se realizd6 en gel de acrilamida (80:1) 5%,
preparado con buffer TBE. Antes de cargar las muestras, el gel se pre corrié en buffer
TBE 0.5x frio a 80 V por 45 min. La electroforesis se llevd a cabo a 100 V por 1 hy la
transferencia se hizo siguiendo la metodologia descrita en el apartado 7.8.4 con
pequefias variaciones: la transferencia se hizo a una membrana de nylon cargada
positivamente (Amersham Hybond- N+, GE Healthcare) usando buffer TBE 0.5x a 70V por
30 min. Finalmente, la membrana fue procesada como se describié previamente para el

ensayo de dot blot en el apartado 7.10.1.

Para el ensayo de Sp1, la electroforesis se realizé en gel de agarosa 2.5% preparado con
TBE 0.5x y bromuro de etidio 0.5 pg/mL, las muestras se corrieron a 250 V por 15 min 'y

se revelaron en un transiluminador.

7.11 Ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP)

Para analizar la interaccion in vivo del factor de transcripcion CTCF con la region
promotora de Catsper2 murino, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de la
cromatina utilizando testiculo, higado o bazo de ratones de 3-4 y 6-8 semanas de edad,
de acuerdo con el protocolo de X-ChlIP del libro de protocolos de abcam

(https://docs.abcam.com/pdf/misc/abcam-protocols-book.pdf) con pequefias

modificaciones.

7.11.1 Crosslinking y sonicacidn de las muestras

Para cada ensayo se partié de 70 mg de tejido fresco, el cual fue lavado con PBS 1x frioy
puesto en una caja de Petri sobre hielo y con ayuda de bisturi, jeringas y micropipetas se
disgregd muy bien el tejido tratando de separar las células lo mejor posible.

Posteriormente, se transfirid a un tubo falcon y se dejé sedimentar por 3 minutos en
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hielo para descartar el tejido que no se disgregd por completo. Seguido de esto, se
devolvié el sobrenadante con las células a la caja de Petriy se completd el volumen hasta
4.5 mL con PBS 1X frio, se agregaron 0.148 mL de formaldehido 37% vy 0.352 mL de HEPES
1M pH 7.8. Esta mezcla se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente en agitacién
suave y constante y posteriormente se detuvo la reaccidon agregando glicina a una
concentracion final de 0.125M. Después de 5 minutos de agitacion suave, las células se
transfirieron a un tubo falcon y se centrifugaron a 2000 rpm por 5 minutos a 4°C, se
descarté el sobrenadante y se hicieron 2 lavados con PBS 1X frio. Para lisar las células, se
resuspendieron en 1.6 mL de buffer Swelling (Anexo 4) y se incubaron en hielo por 10
minutos; seguido de esto, las células se centrifugaron (2000 rpom/5 min/4°C), se descartd
el sobrenadante y se resuspendieron en 1.6 mL de buffer de sonicacion (Anexo 4). Para
lisar los nucleos y fragmentar la cromatina se analizaron diferentes condiciones de
sonicacion, incluyendo tres porcentajes de amplificacidon (30%, 50% y 80%), diferentes
numeros de pulsos (10, 20, 30, 40, 50, 60, 80) y tiempo de cada pulso (15/45 y 30/30).

Los fragmentos obtenidos se evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa 1.5%.

7.11.2 Incubacidn con el anticuerpo y precipitaciéon de los complejos

Una vez que se seleccionaron las condiciones dptimas de sonicacion de la cromatina, se
utilizaron aproximadamente 25 pg de cromatina para cada ensayo de
inmunoprecipitacion, diluyendo 1:10 en buffer RIPA. Se realizé un pre-aclarado de la
muestra con 20 pl de perlas de proteina G agarosa (Cat. No. SC-2002, Santa Cruz) por 2h
en agitacién constante a 4°C, transcurrido este tiempo, se centrifugaron las muestras a
2000 rpm por 1 min a 4°C y se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo en el que se
agregaron 2 ug del anticuerpo anti-CTCF (Ver 7.8.4) o anti-MHC-II (eBioscience, 14-5321-
81) como control IgG irrelevante; las muestras se incubaron en agitacién constante a 4°C
toda la noche (aproximadamente 16h). Al dia siguiente, se agregaron 20 pL de perlas de
proteina G agarosa a cada tubo y se incubé nuevamente a 4°C en agitacién constante

por 2h para luego centrifugar las muestras (2000 rpm/1 min/4°C), las perlas se lavaron
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sucesivamente con buffer bajo en sales, buffer alto en sales y buffer de cloruro de Litio
(Anexo 4), después de cada lavado se centrifugaron las perlas y descartd el
sobrenadante. Finalmente, el DNA se eluyd agregando 120 ulL de buffer de elucion
(Anexo 4) a cada tubo e incubando por 15 min a 30°C. Después de centrifugar, el
sobrenadante se transfirid a un tubo nuevo y se agregaron 4.8 puL de NaCl 5M y 2 uL de
RNAsa A (10 mg/mL), se incubd a 65°C por 4h y posteriormente se agregaron 2 plL de
proteinasa K (20 mg/mL) y se incubd a 60°C por 30 min. El DNA se extrajo mediante el
método de fenol cloroformo, se resuspendid en 20 pL de agua miliQ estéril y se almacend

a -20°C hasta su uso.

7.11.3 Amplificacion de la regién promotora de Catsper2 murino

Para evaluar la presencia del promotor de Catsper2 en el DNA precipitado, se realizaron
ensayos de PCR utilizando los oligos descritos en la Tabla 2. Las mezclas de PCR
consistieron en buffer 1X de la polimerasa, 200 uM de dNTPs, 0.2 uM de cada
oligonucleétido (forward y reverse), 1U Taq Polimerasa (NEB) y 2 uL de DNA. La reaccién
se llevé a cabo en un termociclador de BioRad bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo
inicial de desnaturalizacion a 96°C por 5 min, 40 ciclos de: desnaturalizacion 96°C/30 s,
alineamiento 68°C/30 sy extension 72°C/30 s y 1 ciclo final de extensidén a 72°C por 5min.

Los fragmentos fueron observados mediante electroforesis en gel de agarosa 1.5%.

8 RESULTADOS

8.1 La isla CpG que se encuentra sobre el promotor minimo de Catsper2 no estd

metilada

En un andlisis in silico previo se encontrd una isla CpG sobre la regiéon promotora del gen

Catsper2 murino; con el objetivo de determinar el estado de metilacidn de esta region,
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se hizo una busqueda de datos de WGBS en el Genome Browser de la UCSC, para etapas
especificas de la espermatogénesis y para érganos control y los archivos se descargaron
en formato BigWig (Tabla 1). Con estos datos, se obtuvo una grafica del perfil de
metilacion de la regidn del cromosoma 2 en donde se ubica el inicio de la transcripcidn
de Catsper2 (Figura 14) en donde se pudo observar que la isla CpG presente en esta zona
se encuentra no metilada tanto en células de espermatogonias, espermatocitos y
espermatidas, que forman parte del proceso de espermatogénesis, asi como en higado
y bazo en donde normalmente no hay expresion de Catsper2; indicando que la expresién
tejido especifica de este gen no se debe a un patrén diferencial de metilacion en la isla

CpG de su promotor.

8.2 La marca de histonas H3K4me3 se localiza sobre el promotor de Catsper2 murino.

Otro mecanismo de regulacion epigenética es mediante las marcas de histonas y una de
las mas estudiadas es la H3K4me3, ya que ha sido relacionada a regiones promotoras.
Con el fin de determinar si esta marca se encuentra sobre el promotor de Catsper2, se
hizo una busqueda en diferentes bases de datos y los archivos de datos de ChIP-seq para
H3K4me3, se procesaron de acuerdo con lo descrito en la metodologia. Con los archivos
BiGWig que se generaron, se graficd la seiial en la regiéon del promotor de Catsper2
(Figura 15), con lo que se evidencid la localizacién de la marca H3K4me3 en esta region
tanto para células de testiculo como para higado (usado como tejido control),

demostrando la funciéon promotora de esta regién in vivo.
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Figura 14. Estado de metilacién de la isla CpG encontrada en el promotor de Catsper2, basado
en analisis de datos de WGBS. Los datos de WGBS para espermatogonias, espermatocitos,
espermatidas, higado y bazo fueron obtenidos de ENCODE y se graficé la regién promotora del
gen Catsper2 murino; la escala muestra a los sitios CpG no metilados como 0 y a los sitios CpG
completamente metilados como 1, representada en color gris. El rectangulo verde indica la
posicidn de la isla CpG vy el rectangulo azul la posicién del promotor minimo de Catsper2. Los
inicios de transcripcion se indican con flechas rojas.
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Figura 15. Patron de H3K4me3 en el locus de Catsper2 basado en andlisis de datos de ChiP-seq.
Los datos de ChIP-seq para H3K4me3 en espermatocitos (Pachytene), espermatidas (Roundsp),
testiculo (testis) e higado (liver) fueron analizados como se describe en la metodologia; la seial
de H3K4me3 esta representada en color verde. Las lineas y rectangulos en gris representan la
estructura del gen Catsper2 murino y el primer exdn y parte del primer intrén del gen divergente
Pdia3. La fleche roja marca el sitio de inicio de la transcripcion.

8.3 La marca H3K36me3 sobre Catsper2 murino es especifica de testiculo

Otra marca de histonas que ha sido asociada con elongacién de la transcripcién y por
tanto a genes transcripcionalmente activos, es la marca H3K36me3. Con el fin de evaluar
la presencia de esta marca sobre Catsper2, los datos de ChlIP-seq para H3K36me3
obtenidos de la busqueda en bases de datos, se procesaron de la forma anteriormente
descrita; los archivos BigWig que contienen la sefial de las lecturas, fueron utilizados para
graficar la region que corresponde al locus de Catsper2 y de Pdia3 (Figura 16), mostrando
un patrén diferente en la presencia de esta marca sobre el locus de Castper2, cuando se
compara testiculo contra higado, diferencia que se hace mds notoria en el higado al

comparar la sefial de esta marca sobre Catsper2 con respecto a Pdia3, gen que tiene una
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expresion ubicua. Estos resultados que revelan una posible implicacién de la marca

H3K36me3 en la expresion tejido-especifica de Catsper2.
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Figura 16. Patrones de la marca H3K36me3 en el locus de Catsper2 y Pdia3 basado en analisis de
datos de ChiIP-seq. Los datos de ChIP-seq para H3K36me3 de testiculo e higado de ratones de
ocho semanas de edad se graficaron en la regién que comprende los genes Catsper2 y Pdia3. Las
lineas y rectdngulos grises representan la estructura de los genes Catsper2 y Pdia3. Las lineas
punteadas negras muestran un incremento de 2 veces normalizado con las muestras input de
cada tejido, respectivamente. Las flechas rojas marcan el sitio de inicio de la transcripcion.

Para confirmar los resultados anteriores, se comparé la sefial de H3K36me3 en células
de espermatocitos wild-type (WT) con células de espermatocitos knock out (KO) para
Setd2, gen que codifica para la proteina encargada de poner el grupo metilo en la marca
H3K36me. Como se observa en la Figura 17, hay una clara diferencia entre la presencia
de esta marca de histonas entre los espermatocitos WT y los espermatocitos KO,

reafirmando que H3K36me3 se encuentra sobre el gen Catsper2 en células de testiculo.
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Figura 17. Seiial de H3K36me3 en espermatocitos wild-type y espermatocitos Knock out de
Setd2. Los datos de ChIP-seq para H3K36me3 de espermatocitos wild-type (SpWT) vy
espermatocitos Knock out de Setd2 (Sp_Setd2KO) se graficaron en la region que comprende los
genes Catsper2 y Pdia3. Las lineas y rectangulos grises representan la estructura de los genes
Catsper2 y Pdia3. Las lineas punteadas negras muestran un incremento de 2 veces normalizado
con las muestras input de cada tejido, respectivamente. Las flechas rojas marcan el sitio de inicio
de la transcripcion.

8.4 Funcionalidad de los sitios putativos CTCF y Spl en el promotor minimo de

Catsper2

Para determinar la funcionalidad de los sitios putativos de union a los factores de
transcripciéon CTCF y Spl, encontrados a través del analisis in silico en el promotor
minimo de Catsper2, se generaron mutaciones sobre los sitios “core” de interaccion para
estas proteinas en la construccién con el promotor minimo previamente obtenida (tesis
maestria). Se obtuvieron las mutantes CTCF(1), CTCF(2) y CTCF(3) y las mutantes Sp1(1),
Sp1(2) y Sp1(3) para evaluar los 3 posibles sitios de unién de CTCF y Spi,
respectivamente. Estas construcciones fueron verificadas mediante secuenciaciéon

(Figura 18 y Figura 19) y el efecto de las mutaciones sobre la actividad transcripcional del
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promotor minimo de Catsper2 fue analizado realizando transfecciones en la linea celular

GC-1 spg y posteriormente, ensayos de luciferasa.

A 1 10 20 30 10 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I 1

pCot2-243 GAACAGCTGGTARCTGCCGAT TGGCGGGCGCELGEGGCEAGECGEGECGEACGCTTAGGCGAACGCCCGLCGGTCTGGCTGTGGCGEAGGCCTGOACGEEEEGTCGGTGCGANGTAGGGGGLTCA
CTICF(1)nut CTCGAGRACRGCTGGTATTCTTATTGTGGCGGGCGCGCEEEGCGRGECEGGECGGACGLTTAGGCGAACGCCCGLCEGTCTGGCTGTGGCGEAGECCTGGACGEEEEGTCGETGGGRRGTAGGGGGCTCA
Consensus  .....GARCAGCTGGTRaccgcagagTGGCGGCGCGCGGGGCGAGGCGGECGEACGCTTAGGCGARCGCCCGCCGGTCTRGCTGTGGCGEAGGCCTGOACGGEGEGTCGGTGGGARGTAGGGGGCTCA

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

| I
pCat2-243 GCGARGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGLTRGGGAGGAGTGRAGCTCTGGECGCCGGCECGEARGECGEAGGGGTGARGTCAGGGCTGAGTGGECGGARGTGAGGCCCGCGARRGCT

CTICF{1)nut GCGARGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGOGGAGGAGTGAAGCTCTGGGCGCCGLCGCGOANGGCGGAGGGGTGARGTCAGGGCTGAGTGGGCGGARGTGAGGCCCGCGARRGCTTGGCARTCCG
Consencus  GCGARGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGGGEAGEAGTGAAGCTCTGGECGLCGGCECEEARGECGEAGEEETGAAGTCAGEGCTGAGTGGGCGEARGTGAGGCCCELGAARAGET sevveneess

B 1 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 1

pCot2-243 GARCAGCTGGTARCTGCCGATTGGCGGGCGCGLGGEGCGAGGCGGEGCGGACGCTTAGGCGARCGCCCGCCGGTCTGECTGTGGCGGAGGCCTGGACGEGEGGTCGGTGGGARGTAGGGGGCTCAG
CICF(2)nut TCGAGARCAGCTGGTARCTGCCGATTGGCGGGCELGLGEG-CCATTCTTATTGTTCGLT-AGGCGARCGCCCGCCGGTCTGGLTGTGGCGEAGELCTGGACGLGGEETCGGTGGGARGTAGGGEECTCAG
Consensus ....GARCAGCTGGTARCTGCCGATTGGCGGGCGCGCGGG. CoAgglegagchgaCGlT . AGGCOARCGCCCGCCGRTCTGRCTRTROCGGAGGCCTOGACGGGGEETCOGTGGCARGTAGGGGGCTCAG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I 1
pCat2-243 CGAAGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGLTGEGGAGGAGTGARGLTCTGEGCGCCGELGEGGAAGGCGGAGEEETGARGTCAGGELTGAGTGGGCGGAAGTGRGGCCCGCGARAGET

CTCF(2)nut. CGAAGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCOCTOGGGAGGAGTGARGCTCTGGGCGCCGGCGCGGARGGCGGAGGLGTGARGTCAGGGCTGAGTGGGCGGARGTGAGGCCCGCGARAGCTTGGCARTCCGG
Consensus  CGARGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGGGGAGGAGTGARGCTCTGEGCGCCGELGLOGANGGCGGAGGLGTGARGTCAGGGCTGAGTGEGCGGARGTGAGGCCCGCGARAGET s 0veneaaans

C 1 10 20 30 10 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I 1

pCot2-243 GARCAGCTGGTARCTGCCGATTGGCGGGCECECEEG6GCEAGECEGEECGGACGLT TAGGCGARCGCCCGCCGGTCTGELTGTGECEGAGECCTGGACGEGEGGTCEGTGGGARGTAGGGGGLTC
CTICFC dnut CCTCGAGARCAGCTGGTARCTGCCGATTGGCEGGCGCGCGE6GCGAGECGEEGCGEACGET TAGGCGARCGCCCGLCGGTCTGELTGTGECGGAGGCLTGGACGGEEGGTCGGTGEGARGTAGGGGECTC
Consensus  ......GARCAGCTGGTARCTGCCGATTGOCGGGCGCGCOGGGCEAGECEGEGCGGACGCTTAGGCGARCGCCCECCGGTCTGGCTRTGECGEAGGCCTRGACGOGEGGTCOGTGGEARGTAGGGGECTC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1

| I

pCat2-243 AGCGARGCCGGAGCGECCCTGAGCGCCACCCGCTGEEGAGGAGTGARGCTCTGGGCGCCGGCGCGEARGGCEGAGGEEGTGARGTCAGGGCTGAGTGEGCGGAAGTGAGGCCCGCGRRAGLT
CICF(3)nut  AGCGARGCCGGAGCGGCCCTTATTCTTGCCCGCTGGGGAGGAGTGARGCTCTGGECGCCOGCGCOGANGGCGGAGGEGTGARGTCAGGGCTGAGTGGECGGANGTGAGGCCCGCGARAGCTTGGCARTCC
Consensus AGCGAAGCCGGAGCGGLCCCTgRgecccaCCCGLTGEEGAGGAGTGARGCTCTGEGCGCCGELGCGEAAGGCELAGEEETGARGTCAGGGLTGAGTGGGCGGAAGTGAGGCCCGCGARAGLT s0vaeeeee

Figura 18. Verificacion de la mutacién de los sitios de union a CTCF del promotor minimo de
Catsper2 murino. Las construcciones conteniendo cada uno de los posibles sitios de unién para
CTCF del promotor minimo de Catsper2, (A) CTCF(1), (B) CTCF(2) y (C) CTCF(3) fueron verificadas
mediante secuenciacion y alineamiento con la secuencia wild type del promoto minimo (pCat2-
243). En color azul y negro se muestran las bases mutadas en cada construccion.

A 1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

| 1
pCat2-243 GAGAACAGCTGGTAACTGCCGATTGGCGGGCGCGCGEGGCGAGGCGGGGCGGACGCTTAGGCGARCGCCCGCCGGTCTGGCTGTGGCGGAGGCCTGGACGGGGGGTCGGTGGGARGTAGG
SP1{(1)nut CGCTAGCCTCGAGAACAGCTGGTAACTGCCGATTGGCGGGCGCGCGTTATGAGGCGGGGCGGACGCTTAGGCGARCGCCCGCCGGTCTGGCTGTGGCGGAGGCCTGGACGGGGGGTCGGTGGGAAGTAGG
ConSensus ,..e..+++.6AGAACAGCTGGTARCTGCCGATTGGCGGGCGCGCGggacGAGGCGGGGCGGACGCTTAGGCGARCGCCCGCCGGTCTGGCTGTGGCGGAGGCCTGGACGGGGGGTCGGTGGGAAGTAGG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
pCat2-243 GGGCTCAGCGARGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGGGGAGGAGTGARGCTCTGGECGCCGGCGCGGARGGCGGAGGGGTGARGTCAGGGCTGAGTGGGCGGAAGTGAGGCCCGCGAA

SP1{1>nut GGGCTCAGCGAAGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGGGGAGGAGTGAAGCTCTGGGCGCCGGCGCGGARGGCGGAGGGETGAAGTCAGGGCTGAGTGGGCGGARGTGAGGCCCGCGARAGCTTGG
Consensus GGGCTCAGCGAAGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGGGGAGGAGTGAAGCTCTGGGCGCCGGCGCGGARGGCGGAGGGGTGAAGTCAGGGCTGAGTGGGCGGAAGTGAGGCCCGCGAR. cur. ..

B 1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
|

pCat2-243 CGAGARCAGCTGGTARCTGCCGATTGGCGGGCGCGCGGGGCGAGGCGGGGCGGACGCTTAGGCGARCGCCCGCCGGTCTGGCTGTGGCGGAGGCCTGGACGGGGGGTCGGTGGGAAGTAGGG
Sp1(2) GCTAGCCTCGAGARCAGCTGGTARCTGCCGATTGGCGGGCGCGCGGGGCGATTATGGGCGGACGCTTAGGCGAACGCCCGCCGGTCTGGCTGTGGCGGAGGCCTGGACGGGGGGTCGGTGGGAAGTAGGG
Consensus ,,......CGAGAARCAGCTGGTARCTGCCGATTGGCGGGCGCGCGGGGCGAggagGGGCGGACGCTTAGGCGAACGCCCGCCGGTCTGGCTGTGGCGGAGGCCTGGACGGGGGGTCGGTGGGARGTAGGG

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
1

|
pCat2-243 GGCTCAGCGAAGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGGGGAGGAGTGARGCTCTGGGCGCCGGCGCGGARGECGGAGGGGTGARGTCAGGGCTGAGTGGGCGGARGTGAGGCCCGCGAR
Sp1{2} GGCTCAGCGAAGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGGGGAGGAGTGARGCTCTGGGCGCCGGCGCGGARGGCGGAGGGGTGARGTCAGGGCTGAGTGGGCGGARGTGAGGCCCGCGARAGCTTGGL
Consensus GGCTCAGCGAAGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGGGGAGGAGTGARGCTCTGGGCGCCGGCGCGGARGGCGGAGGGGTGARGTCAGGGCTGAGTGGGCGGARGTGAGGCCCGLGAN. . ...

C 1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I I

pCat2-243 CGAGAACAGCTGGTARCTGCCGATTGGCGGGCGCGCGGGGCGAGGCGGGELCGEACGCTTAGGCGARCGCCCGCCGGTCTGGCTGTGGCGEAGGCCTGGACGGGGGGTCGGTGGGARGTAG
Sp1{3} TCGCTAGCCTCGAGAACAGCTGGTARCTGCCGATTGGCGGGCGCGCGGGGCGAGGCGTTATGGACGCTTAGGCGARCGCCCGCCGGTCTGGCTGTGGCGGAGGCCTGGACGGGGGGTCGGTGGGARGTAG
Consensus ..........CGAGAACAGCTGGTARCTGCCGATTGGCGGGCGCGCGGGGCGAGGCGggacGGACGCTTAGGCGAACGCCCGCCGGTCTGGCTGTGGCGGAGGCCTGGACGGGGGGTCGGTGGGAAGTAG

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

pCat2-243 GGGGCTCAGCGARGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGGGGAGGAGTGARGCTCTGGGCGCCGGCGCGGARGGCGGAGGGGTGARGTCAGGGCTGAGTGGGCGGARGTGAGGCCCGCGAR
Spl{(3} GGGGCTCAGCGARGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGGGGAGGAGTGARGCTCTGGGCGCCGGCGCGGARGGCGGAGGGGTGARGTCAGGGCTGAGTGGGCGGAAGTGAGGCCCGCGARRGCTGG
Consensus GGGGCTCAGCGARGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGGGGAGGAGTGARGCTCTGGGCGCCGGCGCGGARGGCGGAGGGGTGAAGTCAGGGCTGAGTGGGCGGARGTGAGGCCCGCGAA,. ...

Figura 19. Verificacion de la mutacién de los sitios de unién a Spl del promotor minimo de
Catsper2 murino. Las construcciones conteniendo cada uno de los posibles sitios de unién para
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Spl del promotor minimo de Catsper2, (A) Sp1(1), (B) Sp1(2) y (C) Sp1(3) fueron verificadas
mediante secuenciacion y alineamiento con la secuencia wild type del promotor minimo (pCat2-
243). En color azul y negro se muestran las bases mutadas en cada construccion.

8.5 Papel de los sitios de unién para CTCF y Sp1 del promotor de Catsper2 murino

Como se observa en la Figura 20, la mutacién del sitio 1 de unién para CTCF (CTCF(1)),
disminuyd la actividad transcripcional del promotor minimo de Catsper2 de 36.92
unidades a 20.50 unidades, representando una disminucién del 44.5%, asimismo, la
mutante CTCF(2), presentd una disminucidn de la actividad transcripcional hasta 8.80
unidades, es decir, el 76.1%. Por otro lado, la mutante CTCF(3) tuvo una disminucién del
5% de la actividad transcripcional, sin embargo no fue estadisticamente significativa al
compararse con la actividad del promotor wild-type. Estos resultados permitieron
concluir que los sitios 1y 2 de unidn para CTCF del promotor minimo de Catsper2 murino
influyen en la actividad promotora de esta regién como sitios activadores de la

transcripcion.

GC-1spg

W ! pCat2-243

; CTCF(1) *
J CTCF(2)
; CTCF(3)

pGL4.10 s peocs
I I T T 1 ** p<0.01
0 10 20 30 40 50 *** p<0.001

) . i *E5% P<0,0001
Unidades relativas de luciferasa

P

Figura 20. Efecto de la mutacidén de los sitios de unién para CTCF sobre la actividad del promotor
minimo de Catsper2 murino. Las construcciones con los sitios de unién para CTCF del promotor
minimo de Catsper2 mutados, fueron transfectadas en la linea celular GC-1 spg y 48h después,
las células fueron lisadas para realizar ensayos de luciferasa. Para cada condicidn, se realizé la
co-transfeccion con el vector pRL-CMV (luciferasa de Renilla reniformis con el promotor de
citomegalovirus) para realizar la normalizacidon de los datos. La actividad transcripcional se
calculé como numero de veces de incremento con respecto a la actividad del vector vacio
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pGL4.10 (luciferasa de Photinus pyralis), la cual se llevé a 1. Los valores representan la media de
tres experimentos realizados de forma independiente por triplicado (media + SEM, n=9). Los *
indican las diferencias estadisticamente significativas, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Por otro lado, la mutacion del sitio Sp1(1) tuvo una tendencia hacia el aumento de la
actividad promotora del 60% con respecto del promotor wild-type, sin embargo, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas como también se observé con las
construcciones Sp1(2) y Sp1(3), . Estos resultados sugieren que los sitios mutados en las
construcciones evaluadas no tienen un efecto sobre la actividad del promotor minimo

de Catsper2.

GC-1spg

sp1(1)

Sp1(2)

sp1(3)

L¢L¢ 1_¢

pGL4.10

T T T 1
0 20 40 60 80

Unidades relativas de luciferasa

Figura 21. Efecto de la mutacion de los sitios de union para Sp1 sobre la actividad del promotor
minimo de Catsper2 murino. Las construcciones con los sitios de unién para Sp1 del promotor
minimo de Catsper2 mutados, fueron transfectadas en la linea celular GC-1 spg y 48h después,
las células fueron lisadas para realizar ensayos de luciferasa. Para cada condicidn, se realizé la
co-transfeccion con el vector pRL-CMV (luciferasa de Renilla reniformis con el promotor de
citomegalovirus) para realizar la normalizacidon de los datos. La actividad transcripcional se
calculé como numero de veces de incremento con respecto a la actividad del vector vacio
pGL4.10 (luciferasa de Photinus pyralis), la cual se llevé a 1. Los valores representan la media de
tres experimentos realizados de forma independiente por triplicado (media + SEM, n=9).

8.6 Andlisis de la sobreexpresion de las proteinas CTCF y Sp1l
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Con el fin de tener una mayor comprensién del papel de los factores de transcripcion
CTCF y Sp1l sobre la actividad del promotor minimo de Catsper2, se adquirieron los
plasmidos CTCF-pCMV6 y Sp1-pCMV6 y se realizé el analisis de la sobreexpresion de cada
una de estas proteinas sobre las diferentes construcciones del promotor. Inicialmente,
se verificé la identidad de los pldsmidos de expresion mediante ensayos de restriccion
enzimatica utilizando las enzimas BamHI y Dpnl y se observd en un gel de agarosa el

patrén de corte esperado para ambos vectores (Figura 22).

3000bp=—p S

1500bp—p s

500bp=—4 s

Figura 22. Andlisis por restriccion de los plasmidos Sp1-pCMV6 y CTCF-pCMV®6. (A) Andlisis in
silico mediante el programa Snapgene del patrén de corte y (B) restriccion enzimatica con la
enzima BamHI o Dpnl de los vectores Sp1-pCMV6 (carriles 1y 2, respectivamente) y CTCF-pCMV6
(carriles 3 y 4, respectivamente), en gel de agarosa 1.2%. M o MW indican el marcador de peso
molecular.

Ademas, mediante secuenciacién se confirmd la presencia del sitio de inicié de

traduccidn (atg) y las banderas myc y flag en los dos plasmidos (Figura 23).
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Figura 23. Analisis por secuenciacion de los plasmidos CTCF-pCMV6 y Sp1-pCMV6. Se realizé el
analisis de los plasmidos (A) CTCF-pCMV6 y (B) Sp1-pCMV6 mediante secuenciacion. El sitio de

inicio

de la traduccidn “atg” se encuentra subrayado en negro y las bases que codifican para las

banderas myc y flag estan delimitadas por recuadros negros, para ambas construcciones.

Finalmente, se realizd la transfeccion de las células HEK293 y de las células GC-1 spg para

analizar la sobreexpresién de los factores de transcripcion CTCF y Spl1, mediante ensayos

de western blot (Figura 24 y Error! Reference source not found.), con lo que se pudo

determinar que a las 48h post-transfeccién es el tiempo adecuado para realizar la lisis

celular y los ensayos de luciferasa.
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Figura 24. Analisis de la sobreexpresion de CTCF y Sp1 en células HEK293 y GC-1 spg. La proteina
total de células HEK293 (A) o GC-1 spg (B y C) transfectadas con los plasmidos CTCF-pCMV6
(CTCF), Sp1-pCMV6 (Spl) o sin transfectar (ST) fue analizada por western blot. Las proteinas
recombinantes fueron detectadas con un anticuerpo dirigido a la bandera Myc (a-Myc) o un
anticuerpo especifico para CTCF; en el panel (C) se determind la sobreexpresion de Spl a
diferentes horas post-transfeccion (6h, 12h, 24h y 48h). En todos los paneles se utilizé la
deteccién de c-myc enddgeno como control de carga. Las bandas fueron reveladas con fosfatasa
alcalina.

8.7 Lasobreexpresion de CTCF y Sp1 aumentan la actividad del promotor de Catsper2

murino

El efecto de la sobreexpresién de los factores de transcripcién CTCF y Sp1 sobre las
diferentes construcciones del promotor minimo de Catsper2, se evalué mediante
ensayos de co-transfeccién en las células GC-1 spg y ensayos de luciferasa. Como se
observa en la Figura 25, la sobreexpresién de CTCF aumentd 3 veces la actividad
transcripcional de las mutantes CTCF(1), CTCF(2) y CTCF(3) del promotor, comparada con

la actividad basal de cada una, respectivamente; reforzando lo observado en ensayos
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anteriores, de una funcion activadora de estos sitios posiblemente a través de la

interaccion con la proteina CTCF.

GC-1spg
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mm CTCF

=i o CTCF(1) 2

; CTCF(3) —! g
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Figura 25. Efecto de la sobreexpresion de CTCF en la actividad del promotor minimo de Catsper2.
Las construcciones con los sitios de union para CTCF del promotor minimo de Catsper2 mutados
(esquema en la parte izquierda), fueron co-transfectadas con el vector CTCF-pCMV6 en la linea
celular GC-1 spg y 48h después, las células fueron lisadas para realizar ensayos de luciferasa
(barras de color naranja). Para cada condicidn, se realizd la co-transfeccion con el vector pRL-
CMV (luciferasa de Renilla reniformis con el promotor de citomegalovirus) para realizar la
normalizacién de los datos. La actividad transcripcional se calculé como nimero de veces de
incremento con respecto a la actividad del vector vacio pGL4.10 (luciferasa de Photinus pyralis),
la cual se llevd a 1. Los valores representan la media de tres experimentos realizados de forma
independiente por triplicado (media + SEM, n=9). Los * indican las diferencias estadisticamente
significativas, al comparar con la actividad basal de la misma construccién (barras de color azul)
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Este mismo efecto activador se pudo observar con la sobreexpresion de Sp1 sobre las
construcciones pCat2-243, Sp1(1) y Sp1(2), con incrementos de 3, 1.8 y 2.2 veces,
respectivamente, con respecto a la actividad basal de cada construccién (Figura 26).
Estos resultados, a diferencia de los obtenidos al transfectar Unicamente las mutantes
del promotor (Figura 21), mostraron la posibilidad de una regulacién positiva del
promotor minimo de Catsper2 a través de Sp1l, que podria efectuarse utilizando a los

sitios Sp1(1), Sp1(2) y Sp1(3) como un Unico sitio de reconocimiento en el promotor.
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Figura 26. Efecto de la sobreexpresion de Sp1 en la actividad del promotor minimo de Catsper2.
Las construcciones con los sitios de unién para Spl del promotor minimo de Catsper2 mutados
(esquema en la parte izquierda), fueron co-transfectadas con el vector Sp1-pCMV6 en la linea
celular GC-1 spg y 48h después, las células fueron lisadas para realizar ensayos de luciferasa
(barras de color verde). Para cada condicidn, se realizé la co-transfeccidon con el vector pRL-CMV
(luciferasa de Renilla reniformis con el promotor de citomegalovirus) para realizar la
normalizacién de los datos. La actividad transcripcional se calculd como nimero de veces de
incremento con respecto a la actividad del vector vacio pGL4.10 (luciferasa de Photinus pyralis),
la cual se llevd a 1. Los valores representan la media de tres experimentos realizados de forma
independiente por triplicado (media £ SEM, n=9). Los * indican las diferencias estadisticamente
significativas, al comparar con la actividad basal de la misma construccion (barras de color azul)
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

8.8 Modelo de la interaccién de Sp1 con el promotor de Catsper2 murino

La interaccién in silico del factor de transcripcién Spl con el promotor minimo de
Catsper2, se evaludé mediante la obtencién de modelos 3D de interaccion con el servidor
HDOCK (Figura 27), con los que se pudo inferir que cada dedo de zinc de Sp1 utiliza al
menos 2 de los sitios de union presentes en el promotor de Catsper2 para llevar a cabo
lainteraccidn con el DNA. Igualmente, el analisis a detalle con el programa LigPlot, de las
bases nucleotidicas involucradas en estas interacciones, permitié confirmar que los
enlaces mas fuertes de cada motivo se formarian usando como minimo 2 sitios de unién

presentes en esta region del promotor (Figura 28).
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Figura 27. Modelos de la interaccion de los dedos de zinc de Sp1 con el promotor de Catsper2
murino. Los modelos de interaccidn se obtuvieron a partir de archivos en formato pdb y usando
el servidor HDOCK. La secuencia de DNA utilizada que contiene los sitios Sp1(1) (rojo), Sp1(2),
azul y Sp1(3) (verde) se especifica en la parte superior de la figura. Los modelos muestran la
interaccion de la region del promotor de Catsper2 con el dedo de Zn 1 (A), el dedo de Zn 2 (B) y
el dedo de Zn 3 (C) de Sp1. La estructura de aminoacidos se ilustra en color violeta y la de acidos
nucleicos en color gris.
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Figura 28. Modelo de las bases nitrogenadas del promotor de Catsper2 que tienen contacto con

el dominio de union al DNA de Sp1. Se utilizé el programa Ligplot para determinar los nucledtidos
que interactian de forma directa con el dedo de Zn1 (A), dedo de Zn2 (B) y dedo de Zn3 (C) del
dominio de unién a DNA de la proteina Sp1, segun los modelos generados con el servidor HDOCK
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(Figura 27). Se muestran las interacciones atémicas y se resalta en la parte inferior de cada panel
la posicidn de los nucleétidos implicados en dichas interacciones.

Ademas, al unir estos 3 modelos en uno solo para poder visualizar la interaccién del
dominio de uniéon a DNA completo con el promotor de Catsper2 (Figura 29), se pudo
concluir que es probable que la proteina Sp1 utilice toda esta regién, es decir, los sitios
Sp1(1), Sp1(2) y Sp1(3) para interactuar con el promotor minimo de Catsper2 y esto
podria explicar el hecho de que no se ve cambio en la actividad del promotor cuando se

mutan estos sitios de forma individual.

Figura 29. Modelo de la interaccion de Sp1 con el promotor minimo de Catsper2 murino. A partir
de los modelos mostrados en la Figura 27, se obtuvo un modelo de interaccién de Spl con la
region promotora de Catsper2. En la parte derecha del panel se muestra la secuencia de DNA en
sentido 5’-3’ indicando los sitios Sp1(1) en rojo, Sp1(2) en azul y Sp1(3) en verde, ademas de la
secuencia en cadena doble resaltando en los mismos colores, las bases que estarian implicadas
de forma directa en la interaccion, de acuerdo con el resultado mostrado en la Figura 28, en color
amarillo se sefialan las bases que no hacen parte de los sitios de unién para Sp1 predichos. La
estructura de aminodcidos se ilustra en color violeta y la de acidos nucleicos en color gris.

La hipdtesis de que los tres sitios de unidén a Spl del promotor de Catsper2 pueden
funcionar como un Unico sitio de interaccién para este factor de transcripcion, fue
evaluada por medio de la construccion CTCF(2); ya que como se muestra en la Figura 7
de la seccion de Antecedentes y en el esquema de la Figura 30, sobre este sitio se

encuentran los sitios Sp1(2) y Sp1(3), por lo que la mutante CTCF(2) también representa
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una mutante Sp1(2/3) (sitios Sp1(2) y Sp1(3) mutados). Con esta construccion ya se habia
observado una marcada disminucién de la actividad transcripcional del promotor de
Catsper2 (Figura 20). congruente con esto, el aumento en la actividad transcripcional no
fue tan pronunciado en comparacion con la actividad transcripcional de las mutantes
individuales de los sitios de unién para Sp1 (Figura 30) al sobreexpresar la proteina Sp1
con la mutante Sp1(2/3), Tomando en cuenta estos resultados, se puede decir que el

promotor de Catsper2 murino posee un unico sitio de interaccion para Sp1.
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Figura 30. Efecto de la sobreexpresion de Spl sobre la mutante Sp1(2/3). A los resultados
mostrados en la Figura 26 se anexa el resultado del efecto de la sobreexpresién de Sp1 sobre la
construccién Sp1(2/3) (esquema en la parte izquierda). Los ensayos de transfeccion y de
luciferasa se realizaron de acuerdo con lo descrito anteriormente. El valor representa la media
de tres experimentos realizados de forma independiente por triplicado (barra de color verde,
media = SEM, n=9). Los * indican las diferencias estadisticamente significativas, al comparar con
la actividad basal de la misma construccion (barras de color azul) * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001).

8.9 Evaluacion de la interaccidn in vitro de CTCF y Spl con el promotor de Catsper2

murino

Con el Fin de analizar la interaccidn in vitro de los factores de transcripcion CTCF y Sp1l

con el promotor minimo de Catsper2 murino, se realizaron ensayos de cambio en la
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movilidad electroforética usando sondas marcadas con biotina y electroforesis en gel de
acrilamida para evaluar los sitios de unién a CTCF y electroforesis en gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio, para evaluar los sitios de unién a Spl. Como se observa
en la Figura 31, las sondas que contienen los sitios de unidn para CTCF wild-type (Tabla
2), formaron complejos con el extracto total de proteina de células que sobreexpresan a
CTCF (carriles 2a-c y 3a-c), evidenciado en una migracion mas lenta de las sondas en
comparacion con los carriles en los que sélo se cargé el fragmento de DNA (sonda libre,
carril 1a-c). Esto mismo fue observado para la sonda CTCF(2) [sitios Sp1(2) y Sp1(3) WT],
cuando se llevé a cabo la reaccién de unidn con extracto total de proteina de células que

sobreexpresan a Sp1 (carriles 2d y 3d) en comparacién con la sonda libre (carril 1d), .

1a 2a 3a 1b2b 3b 1c 2c 3¢ 1d 2d 3d

T " " " ‘

Sonda libre s

-+ + -+ + -+ + -

Extracto total CTCF

Extracto total Sp1 T
CTCF(1)=Sp1(2/3)WT + + + - - - - - - + + +
CTCF(2) WT o
CTCF(3) WT e T

Figura 31. Analisis de la interaccion in vitro del promotor de Catsper2 murino con CTCFy Sp1. Las
sondas libres (carriles 1a-d) con los sitios de unién de union para CTCF o Sp1 WT (a: CTCF(1), b
CTCF(2), c: CTCF(3) y d: Sp1(2/3)) o después de una reacciéon de unidn con extracto total de
proteina de células que sobreexpresan a CTCF o Sp1 (carriles 2 y 3 de la a-c y carriles 2d y 3d,
respectivamente), fueron resueltas en un gel de poliacrialmida, transferidas a una membrana de
Nylon* y reveladas con estreptavidina-HRP. La sefial que corresponde a la sonda libre y a los
complejos se indica con flechas rojas.

Por otro lado, como se muestra en la Figura 32, el fragmento que corresponde al

promotor minimo de Catsper2 (243pb) también pudo formar complejos con extracto de
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proteina total de células que sobreexpresan a Sp1, tanto en la forma WT (carriles 1, 2 y
9) como con las mutantes Sp1(1) (carriles 3 y 4), Sp1(2) (carriles 5y 6) y Sp1(3) (carriles
7 y 8). Ademas, se pudo comprobar la identidad de la proteina con la que se formaron
los complejos, al incluir anticuerpo especifico para Spl en una de las reacciones y
observar que la migracién de este uUltimo complejo fue un poco mas lenta (carril 9). Con
todos estos resultados, se puede deducir que los efectos vistos en los ensayos de
luciferasa, sobre la actividad transcripcional de las diferentes mutantes del promotor de
Catsper2 murino puede estar ocurriendo por interaccién con los correspondientes

factores de transcripcién CTCF y/o Sp1.

Complejos Supershift

Sonda libre

Extracto total Spl - + - + - + - + +
Sp(1)-Sp1(2-3)WT + + - - - - - - +
Sp1(1) mut - - + + - - - - -
Sp12) mut - - - - + + - - -
Sp13) mut - _ _ _ _ . + o+ _
Anti-Spl _ _ _ _ _ _ ) ) +

Figura 32. Andlisis de la interaccion in vitro de Sp1 con el promotor de Catsper2 murino. Las
sondas libres (carriles 1, 3, 5y 7) con los sitios de union para Spl WT o mutados, o en complejo
después de una reaccion de unidn con extracto total de proteina de células que sobreexpresan
a Sp1 (carriles 2, 4, 6, y 8) y con anticuerpo especifico para Sp1 (carril 9), fueron resueltas en un
gel de agarosa y reveladas por tincion con bromuro de etidio. La sefial que corresponde a la
sonda libre, a los complejos y al supershift, se indica con flechas rojas.

8.10 Evaluacion de la interaccion in vivo de CTCF con el promotor de Catsper2 murino
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Para verificar la interaccidon del factor de transcripcién CTCF in vivo con el promotor
minimo de Catsper2, se utilizé la técnica de inmunoprecipitacién de la Cromatina. Para
esto se estandarizé el proceso de sonicacidon de la cromatina, evaluando diferentes
porcentajes de amplitud de sonicacién, nimero de pulsos y tiempo de pulsos y descanso
(Figura 33). Ademas, se evalud la integridad de las proteinas de las condiciones evaluadas
en la Figura 33B mediante un ensayo de Western blot con un anticuerpo especifico para
CTCF (Figura 34); de acuerdo con los resultados observados se escogio la condicion de
50% amplitud, 20 pulsos de 30 segundos cada pulso y 30 segundos de descanso entre

pulsos (Figura 33B, carril 2) para continuar con el experimento.
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Figura 33. Estandarizaciéon de las condiciones de sonicacion para los ensayos de ChIP. Se
analizaron diferentes parametros para sonicar las muestras de cromatina mediante geles de
agarosa 1.5%. (A) Sonicacién de cromatina a 80% de amplitud con pulsos de 15 segundos y
descanso de 45 segundo entre pulsos, 2: 10 pulsos, 3: 20 pulsos, 4: 40 pulsos, 5: 60 pulsos y 6:
80 pulsos. (B) Sonicacion a 50% de amplitud, 30 segundos cada pulso y descanso de 30 segundos,
2: 20 pulsos y 3: 40 pulsos. (C) Sonicacidon a 30% de amplitud con pulsos de 15 segundos y
descanso de 45 segundos, 2: 30 pulsos, 3: 50 pulsos y 4: 80 pulsos. En todos los paneles M:
marcador de peso molecular y 1: Cromatina sin sonicar; con flechas rojas se indican las bandas
de 500pb, 1500pb y 3000pb del marcador.

20P 40P S C N

150 KDa

Figura 34. Andlisis de la integridad de la proteina CTCF después del proceso de sonicacion.
Alicuotas de las muestras de sonicacion de la Figura 33B, fueron evaluadas mediante western
blot con un anticuerpo especifico para CTCF, 20P: 50% amplificacidn-20 pulsos, 40P: 50%
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amplificacion-40 pulsos, S: extracto de proteina total de células HEK293 sobreexpresando a CTCF,
C: Extracto de proteina citoplasmatica de testiculo de ratén adulto, N: Extracto de proteina
nuclear de testiculo de ratén adulto. Las bandas fueron reveladas con fosfatasa acalina.

Por otro lado, se estandarizaron las condiciones para la amplificacion de la region que
contiene el promotor minimo de Casper2 y una region control negativa para la unién de
CTCF (intrén 1 del gen myc), por medio de una PCR en gradiente de temperaturas, con

lo que se pudo establecer una temperatura de alineamiento éptima de 66.5°C (Figura

35).
Catsper2 Intrén 1 Myc Myc
Mtll 2 3 4 N\ll 2 3 4 N\ !1 2 3 4 N\
3000bp—re
1500bp—'-

SOObp_' -] - -] | -l -

Figura 35. Estandarizaciéon de las condiciones de PCR para el ensayo de ChIP. Se realizd un
gradiente de temperaturas para determinar la temperatura de alineamiento éptima para los
juegos de oligos usados en el ensayo de ChIP (mCatsper2, mMyc e Intl mMyc, Tabla 2). En
Catsper2 e Intrén 1 Myc, 1: 60.7°C, 2: 63.2°C, 3: 66.5°Cy 4: 69.2°C; en Myc, 1: 63.2°C, 2: 66.5°C,
3:69.2°Cy 4: 71°C. M: Marcador de peso molecular, N: Negativo. Tamaios esperados: 247 pb
para Catsper2, 253 pb para Intrén 1 Mycy 210 pb para Myc.

Finalmente, se realizd el ensayo de ChIP en muestras de testiculo y bazo de ratén adulto
(8 semanas) y testiculo e higado de ratén joven (3-4 semanas). Como se muestra en la
Figura 36, la banda correspondiente al promotor minimo de Catsper2 Unicamente
amplificd en las muestras de testiculo inmunoprecipitadas con un anticuerpo especifico
para CTCF, a diferencia de las muestras de este mismo tejido inmunoprecipitadas con un

anticuerpo irrelevante o de las muestras de los tejidos control. Resultado que confirma
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gue la accién que ejerce el factor de transcripcién CTCF sobre la actividad del promotor

de Catsper2 sucede por interaccién directa y especifica de testiculo.

A B
T8w T3-4w
INP a-CTCF 1gG INP  o-CTCF IgG
= ) . I
Neg 3 Neg | & =
c S8w D L3-4w
INP a-CTCF IgG INR a-CTCF  1gG
Cat2| » = Cat2 E
| & ¢ & 8 '
Neg - Neg —

Figura 36. CTCF se une in vivo al promotor de Catsper2 murino. La cromatina de testiculo de 8
semanas (A), testiculo de 3-4 semanas (B), bazo de 8 semanas (C) e higado de 3-4 semanas (D)
fue precipitada con anticuerpo anti-CTCF. Los productos de PCR de las muestras de ChIP fueron
amplificados con los oligos mCat2 ChIP Fw/Rev para Catpers2 (Cat2) y mintl ChIP Fw/Rev para
el negativo (Neg) y resueltos en geles de agarosa 1.5%. El anticuerpo anti-MHC-II fue usado como
control negativo especifico de isotipo (IgG). Las muestras Input (INP) representan la cromatina
total.

9 DISCUSION

El promotor minimo y la maquinaria transcripcional son fundamentales en los procesos
de regulacién de la expresidon génica los cuales son necesarios para el desarrollo celular,
la diferenciacion, la proliferacion y la respuesta a estimulos [58]. Por esto, identificar y
mapear las regiones promotoras permite entender la regulacién o desregulacion

transcripcional de los genes responsables de enfermedades en humanos [59,60]. El canal

61



CATSPER, es especifico del proceso de espermatogénesis y es esencial para la
hiperactivacion del espermatozoide y, por lo tanto, para la fertilidad masculina en
muchas especies, incluidos ratones y humanos [4,11,16,20-23]. El gen Catsper2 que
codifica para una de las subunidades principales del canal CATSPER es relevante en la
fertilidad masculina humana segun se ha evidenciado en reportes que asocian deleciones
0 mutaciones en este gen con pacientes con el sindrome de sordera-infertilidad (DIS, por
sus siglas en inglés) o con infertilidad masculina no sindréomica [11,20-23], por lo que es
importante elucidar los mecanismos de su regulacion transcripcional y asi, poder
explorar si existe relacién con algunos casos de infertilidad masculina y, para encontrar
posibles blancos en el desarrollo de anticonceptivos masculinos. En este trabajo, se
describen algunos de los mecanismos que pueden estar involucrados en la expresion

tejido-especifica del gen Catsper?2.

Tomando como referencia un estudio previo de nuestro grupo de trabajo, en el que se
caracterizod la regién promotora del gen Catsper2 murino y se encontré una isla CpG que
abarca toda esta region; se evaluaron algunos mecanismos de regulacion epigenética
para evaluar su papel en la regulacién de este gen. Las islas CpG son regiones de DNA
con un alto contenido y frecuencia de dinucleétidos CpG que han sido fuertemente
relacionadas a regiones promotoras y al sitio de inicio de la transcripcidon [61,62];
ademas, la presencia de islas CpG esta relacionada con promotores sin caja TATA, como
es el caso del promotor de Catsper2. Una de las formas en la que las islas CpG pueden
regular la expresion de un gen es por su grado de metilacion, por esta razdn, se realizd
el analisis del perfil de metilacidn sobre el promotor de Catsper2 mediante analisis de
datos de WGBS y de acuerdo a los resultados esta regién rica en dinucledtidos CpG se
encuentra no metilada tanto en células de la espermatogénesis como en tejidos en los
gue no se expresa Catsper2 (Figura 14), sugiriendo entonces que si la isla CpG juega un
papel en la regulacion de la expresion de este gen, éste es independiente de su estado
de metilacidn. En este contexto, un alto contenido de CpG en regiones promotoras se ha
relacionado directamente con la presencia de modificaciones post-traduccionales en las

histonas, siendo una de las principales, la modificacion H3K4me3 [62], misma que ha sido
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ampliamente relacionada a regiones promotoras activas [63—65] y que, ademas, ha sido
propuesta como una de las formas en que se previene la metilacién del DNA en estas
regiones. Lo anterior coincide con lo encontrado en el presente trabajo en donde se
observd una sefial clara de la marca H3K4me3 sobre la regidon promotora de Catsper2
tanto en testiculo completo como en células de espermatocitos paquiteno vy
espermatidas redondas, de acuerdo con el andlisis de datos de ChIP-seq (Figura 15). Sin
embargo, también se encontré sefial de H3K4me3 en higado, lo que concuerda con un
estado de no metilacidn de la isla CpG en este tejido y que podria estar relacionado con
la presencia del gen ubicuo Pdia3 que se encuentra en una configuracidon “head to head”
respecto del gen Catsper2; por lo que este resultado también sugiere que la marca
H3K4me3 podria actuar en esta regidn para mantener la cromatina abierta y que el inicio

de la transcripcién ocurra en sentido para el gen Pdia3.

Por otro lado, la marca de histonas H3K36me3 también ha sido ampliamente estudiada
y relacionada con la elongacion de la transcripcion, ya que esta marca puede ser
detectada en el cuerpo de los genes transcripcionalmente activos [66]. Asimismo, se ha
reportado que la modificacion H3K36me3 puede ser una de las formas en que se regulan
los promotores bidireccionales de genes que tienen patrones diferentes de expresién
[67]. Esto es consistente con los diferentes patrones de expresion de Catsper2-Pdia3,
gue parecen estar regulados por la misma regién promotora, ya que se demostré en un
trabajo anterior (tesis de maestria) que esta regidn tiene actividad transcripcional en
ambas direcciones. De acuerdo con los analisis de datos de ChIP-seq (Figura 16), la
presencia de H3K36me3 en Catsper2, en contraste a Pdia3, es encontrada sdlo en
testiculo, sugiriendo que la marca H3K36me3 puede estar implicada en la expresién

tejido-especifica del gen Catsper?2.

Todos los resultados anteriores sugieren fuertemente que el promotor de Catsper2
puede estar bajo regulacién epigenética; sin embargo, los factores de transcripcién
también tienen un papel fundamental en la regulacién de la expresién génica [68] y de
acuerdo con los analisis in silico de la regién promotora de Catsper2, los sitios de union

para factores de transcripcion predichos para el promotor de Catsper2 se concentran en
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una region cercana al TSS, lo que concuerda con la definicién de un promotor proximal
[69,70]. Asimismo, en este trabajo se encontrd que el promotor minimo de Catsper2 se
ubica entre los nucledtidos -54 a +189 con respecto del TSS, que presenta sitios de union
para los factores de transcripcion CTCF y Spl y que estos sitios se encuentran
conservados entre raton, rata y humano. De hecho, se ha reportado que los sitios de
union para factores de transcripcidon que participan en la regulacidon de un gen suelen

estar conservados en diferentes especies [71].

CTCF es un factor de transcripcion que ha sido ampliamente estudiado por ser un
regulador maestro que ademads actia como remodelador de la cromatina. Este factor
tiene un dominio de unién a DNA compuesto por 11 dedos de Zn que le confiere la
capacidad de usar diferentes combinaciones entre ellos para reconocer y actuar sobre
varias secuencias consenso dentro del genoma [72,73]. De los sitios presentes en el
promotor minimo de Catsper2, la mutacion de los sitios CTCF(1) y CTCF(2), redujo la
actividad transcripcional de forma significativa, mientras que la mutacién del sitio
CTCF(3) no tuvo efecto sobre la actividad basal del promotor minimo de Catsper2 (Figura
20), indicando que los sitios 1 y 2 son esenciales en la regulacién de este promotor en el
contexto de las células GC-1 spg. De forma interesante, al sobreexpresar a CTCF con estas
diferentes mutantes, aumentdé la actividad transcripcional de cada una de las
construcciones (Figura 25), confirmando el papel de esta proteina como activadora de la
expresion de Catsper2 murino. Se ha observado que en algunos promotores, los sitios de
union a CTCF se ubican en una regidn de 60 pb alrededor del TSS [74], lo que coincide
con la ubicacién de los sitios 1 y 2 del promotor de Catsper?2 y, segun la literatura, la
accién estimuladora de CTCF sobre este tipo de promotores podria deberse a que
promueve el agrupamiento de la RNA Pol Il en el nucleo [75] y a que recluta al factor
asociado a TBP, TAF3 [76]; ademas, la presencia de sitios de unién para CTCF en los
promotores se ha evaluado por su funcién como puntos mediadores del contacto entre
promotores con enhancers o con regiones distales que provocan la formacién de asas en
la cromatina; en algunos casos, estos sitios se ubican en tdndem para asegurar dichas

interacciones [77,78]. De acuerdo con los resultados obtenidos, se podria pensar que el
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sitio CTCF(3) podria estar mas relacionado a esta funcion que a un efecto directo de su
union, sin embargo, serian necesarios experimentos como captura de la conformacién
cromosémica (3C) y la evaluacién de dominios topolégicamente asociados (TAD) para

poder esclarecer la participacidn de este sitio en dichas funciones.

Con respecto al factor transcripcional Sp1, una de sus funciones esta relacionada con el
reclutamiento de la proteina de unidn a la caja TATA (TBP) para permitir la formacidn del
complejo de inicio de la transcripcién en algunos promotores que carecen de caja TATA
regulando de forma positiva la expresion de un gen [79]. En el presente trabajo se
encontrd que la mutacion de cuatro nucleétidos en cada uno de los sitios de unién para
Sp1 (Sp1(1), Sp1(2) o Sp1(3)), no generd una diferencia estadisticamente significativa de
la actividad transcripcional del promotor minimo de Catsper2 (Figura 21); sin embargo,
cuando se sobre-expresd la proteina con las diferentes mutantes del promotor, hubo un
aumento de la actividad transcripcional (Figura 26), indicando la posibilidad de que esta
regidon contiene un Unico sitio de unién para Spl, lo que coincide con reportes que
indican que ademas del sitio consenso, los nucledtidos que lo flanquean también
intervienen en la afinidad de Sp1 por el DNA [80]. Esto fue visualizado a través de los
analisis de interaccidn in silico en donde se pudo apreciar que el dominio de unién a DNA
de Sp1 necesita una region mas larga para poder llevar a cabo su interaccion (Figura 27-
29). Ademas, este hecho también puso ser comprobado experimentalmente con la
construccion CTCF(2), también denominada en este trabajo como Sp1(2/3) que permitiod
concluir que este sitio es importante para la actividad del promotor minimo de Catsper2
y que es posible que sea utilizado por el factor de transcripcion Spl como lo muestran
los ensayos de co-transfeccion (Figura 30) y los ensayos preliminares de interaccién in

vitro (EMSAs, Figuras 31y 32).

Como se menciona en el parrafo anterior, otro resultado interesante fue encontrar que
el sitio CTCF(2) se traslapa con el sitio de unidn para Sp1. Este hecho ya ha sido reportado
para el promotor del gen Alf, que también es especifico de las células germinales y
codifica para una variante de una de las subunidades del factor de la maquinaria

transcripcional TFIIA (Kim et al, 2006). A diferencia de ese estudio, en el presente trabajo
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se encontré que ambos factores de transcripcién tienen un efecto activador sobre el
promotor minimo; no obstante, también es importante realizar ensayos de EMSA para
evaluar de forma mas especifica si hay competencia de estas dos proteinas por la union
a este sitio en el promotor y delimitar los nucleétidos clave para la interaccidon de cada

uno de ellos.

Es importante recalcar que los sitios de unién consenso para CTCF y Spl contienen
dinucledtidos CG y estan propensos a metilacién, sin embargo, estos dos factores
prefieren las regiones CpG no metiladas [81-83]. Por lo tanto, se puede hipotetizar que
el promotor minimo de Catsper2 que contiene una isla CpG y que ademas presenta la
marca H3K4me3, permanece no metilado para permitir la unién de las proteinas CTCF y
Sp1ly asi activar la transcripcion de Catsper2 en testiculo. Ademas, la presencia de sitios
de unidén para CTCF también ha sido asociada con promotores que contienen la marca
H3K4me3 [84], demostrando que estos mecanismos estan involucrados en la regulacién

de la expresién de Catsper2.

Finalmente, los mecanismos regulatorios que se describen en este trabajo, pueden ser
parte de la regulacion tejido-especifica de Catsper2, ya que la unién del factor de
transcripcion CTCF al promotor basal de Catsper2 tiene lugar sélo en testiculo tanto de
ratones jovenes como de ratones adultos, de acuerdo con los resultados del ensayo de
ChIP (Figura 36). Seria necesario llevar a cabo este mismo ensayo para determinar si la
interaccion de Sp1 con el promotor de Catsper2 sigue este mismo patrdn. Asi mismo, es
importante evaluar cudles son los mecanismos o las proteinas que reprimen la

transcripcion de Catsper2 en los demas tipos celulares.

Los resultados y las conclusiones obtenidas con el presente trabajo se resumen en el

modelo presentado en la figura 37.
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Figura 37. Modelo de los mecanismos que regulan la actividad del promotor de Catsper2 murino
en testiculo. El promotor de Catsper2 presenta como parte de su regulacion las marcas de
histonas H3K4me3 (circulos rojos) alrededor del sitio de inicio de la transcripcidon y H3K36me3
(circulos verdes) sobre el cuerpo del gen y una isla CpG no metilada (circulos sin color). Ademas,
el factor de transcripciéon CTCF (representado en verde) aumenta la actividad transcripcional
mediante interaccidn con los sitios de unidn presentes en el promotor y el factor de transcripcién
Spl (representado en naranja) tiene una funcidn activadora similar y comprobada hasta el
momento Unicamente in vitro.
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10 CONCLUSIONES

La region promotora de Catsper2 murino contiene la modificacién H3K4me3 de
forma independiente del tejido mientras que el cuerpo del gen presenta la marca
H3K36me3 de forma especifica en testiculo, sugiriendo que la expresion de
Catsper2 estd bajo regulacion epigenética.

La mutacién de los sitios de unién para el factor de transcripcién CTCF disminuye
la actividad transcripcional del promotor minimo de Catsper2 murino.

La mutacidn individual de los sitios de unién para el factor de transcripcién Sp1l
no cambia la actividad transcripcional del promotor minimo de Castper2 murino,
indicando que esta regidon puede actuar como un Unico sitio de interaccion para
este factor de transcripcion.

La sobreexpresion de CTCF y Spl aumentan la actividad transcripcional de las
diferentes construcciones del promotor minimo de Catsper2 murino.

Los fragmentos con los sitios de unién para las proteinas CTCF y Spl pueden
formar complejos con los extractos proteicos que sobreexpresan cada uno de los
TFs.

La proteina CTCF se une in vivo a la regién promotora de Catsper2 murino

Unicamente en testiculo.

11 PERSPECTIVAS

Analizar el efecto sobre la actividad transcripcional del promotor de Catsper2 al
mutar o eliminar los 3 sitios de unién para Sp1 al mismo tiempo.

Determinar si Sp1 se une in vivo a la regién promotora de Catsper2.
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13 ANEXOS

Anexo 1. Comandos para el analisis de datos de ChIP-Seq en consola Ubuntu

e Descarga el archivo en formato “.sra” (herramienta: sratoolkit)
~$ ./ prefetch SRRXXXXXX (cédigo del archivo a descargar)

e Transformar el archivo “.sra” a formato “.fastq” (herramienta: sratoolkit)
~$ fastq-dump SRRXXXXXX.sra (se genera el archivo SRRXXXXXX.fastq)

e Descargar los indices del genoma a utilizar de la pagina web de bowtie2

(https://genome-idx.s3.amazonaws.com/bt/mm10.zip)

e Ejecutar bowtie2 para realizar el alineamiento de las secuencias

~$ bowtie2 -x index -U nombrearchivo.fastq -S nombrearchivo.sam (la palabra index
corresponde al sufijo de los archivos descargados para el genoma de referencia y puede

variar)

e Transformar el archivo “.sam” a formato “.bam” (herramienta samtools)
~$ samtools sort -o nombrearchivo.bam nombrearchivo.sam

e Crear un indice del formato “.bam” (herramienta samtools)

~§ samtools index nombrearchivo.bam (se crea un archivo con el nombre

nombrearchivo.bam.bai)
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Hasta aqui todo se debe hacer tanto para el archivo con las lecturas del Input como para

el archivo con las lecturas del ChlP.
e Hacer lallamada a picos (programa macs2)

~$§ macs2 callpeak -t ChIP.bam -c Input.bam -f BAM --outdir . -n YYY --nomodel (t indica
el archivo del tratamiento, c indica el archivo control, YYY es el prefijo que llevaran los

archivos que se generan con este comando)

Anexo 2. Buffers del kit QIAGEN Plasmid Midi

Buffer Composicién

50 mM Tris-Cl, pH 8.0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml
Buffer P1 (buffer de resuspension)
RNase A

Buffer P2 (buffer de lisis) 200 mM NaOH, 1% SDS (w/v)

Buffer P3 (buffer de neutralizacién) 3.0 M potassium acetate, pH 5.5

750 mM NacCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15%
Buffer QBT (buffer para equilibrar)
isopropanol (v/v); 0.15% Triton® X-100 (v/v)

1.0 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15%
Buffer QC (buffer de lavado)
isopropanol (v/v)

1.25 M NaCl; 50 mM Tris-Cl, pH 8.5; 15%

Buffer QF (buffer de elucion)
isopropanol (v/v)

Anexo 3. Buffer RIPA

Cantidad para 10mL de

Reactivo Concentracion final
buffer
Tris-HCI pH 8.0 (0.1M) 0.05 M 5mL
Cloruro de sodio (4M) 0.15M 0.375 mL
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Glicerol 1% 0.1mL

Deoxicolato de sodio 0.5% 0.05g
SDS (10%) 0.1% 0.1 mL
Triton X-100 1% 0.1 mL
NP40 1% 0.1 mL
EDTA pH 8.0 (0.5M) 0.001M 0.02 mL
Agua destilada estéril -- 4.155 mL

Anexo 4. Buffers usados en el protocolo de inmunoprecipitacion de la cromatina

Buffer Composicion [final]
Hepes pH 7.8 25 mM
MgCl, 1.5 mM
KCl 10 mM
Buffer swelling DTT 1 mM
NP-40 0.1%
PMSF 1mM
Inhibidor de proteasas 1X
Hepes pH 7.9 50 mM
NaCl 140 mM
EDTA pH 8.0 1mM
Triton X-100 1%
Buffer de sonicacion
SDS 1%
Deoxicolato de sodio 0.1%
PMSF 1mM
Inhibidor de proteasas 1X
SDS 0.1%
Buffer bajo en sales Triton X-100 1%
EDTA pH 8.0 2 mM

78



Buffer alto en sales

Buffer de LiCl

Buffer de elucion

Tris-HCI pH 8.0
NaCl

SDS

Tritén X-100
EDTA pH 8.0
Tris-HCl pH 8.0
NaCl

LiCl

NP-40
Deoxicolato de sodio
EDTA pH 8.0
Tris-HCI pH 8.0
SDS 0.1%
NaHCO3 100 mM
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150 mM
0.1%
1%
2mM
20 mM
500 mM
250 mM
1%

1%
1mM
10 mM
0.1%
0.2 100 mM



