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RESUMEN

Tesis de Maestria en Biologia Experimental, Adriana Herndndez Reyes, Division de

Ciencias de la Salud, Universidad Autdnoma Metropolitana Unidad Iztapalapa.

CATSPER 1 es un gen que descodifica para una de las proteinas del canal CatSper
permeable a calcio que es indispensable para la movilidad flagelar del
espermatozoide, y su expresion es exclusiva de células germinales masculinas. Es
relevante analizar los factores de transcripcion (FT) que regulan al promotor del gen
CATSPER 1 de humano, ya que éste es importante para la fertilidad y Ila
anticoncepcién masculina. Por lo que si el gen CATSPER 1 se expresa durante la
diferenciacion del espermatozoide, se espera que FT como CREB y SRY presentes
en la espermatogénesis regulen su expresion. El objetivo es la caracterizacion
molecular de la actividad transcripcional del promotor CATSPER 1 y la participacion
de los FT SRY y CREB en su regulacion. Se caracterizé la actividad transcripcional
del promotor mediante la delecion secuencial del extremo 5’, transfeccion celular en
HEK 293 y medicion por quimioluminiscencia del gen reportero de luciferasa. Sobre-
expresion del FT SRY y su efecto en el promotor. Evaluacion de la uniéon de FT a
sitios del promotor por EMSA. La delecién en el promotor de los sitios SRY y CREB,
lejanos del inicio de la transcripcidn, incrementa la actividad transcripcional, lo que
sugiere que los FT actlan como represores en estos sitios. Por otra parte la
sobreexpresiéon de SRY produce el incremento de la actividad transcripcional en
sitios cercanos al inicio de la transcripcion. Se sigue determinando la unién de SRY y
CREB en sitios especificos del promotor. SRY y CREB son reguladores negativos del
gen CATSPER 1 de humano.

Vi



ABSTRACT

CATSPER 1 gene encodes for a protein- forming CatSper channel, a cationic
channel that allows calcium entry, essential for motility of sperm flagellum, whose
expression is exclusive of male germ cells. The analysis of transcription factors
that regulate human CATSPER 1 promoter is relevant for understanding male
fertility and contraception. If the CATSPER 1 gene is expressed during sperm
differentiation, might be that transcription factors SRY and CREB regulate its
transcription. The aim is the CATSPER 1 promoter characterization based on its
basal transcriptional activity and the analysis of SRY and CREB participation on
its regulation. CATSPER 1 promoter was assessed throughout sequential
deletions on 5°end, HEK 293 cell transfection and luciferase assays to determine
transcriptional activity. In the same manner, the effect of SRY overexpression on
CATSPER 1 promoter transcriptional activity was analyzed. In addition, the
binding of transcriptional factors to specific sites in the promoter was tested by
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA). The deletion of distant SRY and
CREB binding sites increases transcriptional activity, suggesting that such
transcriptional factors are repressors in these sites. On the other hand, the over-
expression of SRY increases transcriptional activity on proximal binding sites to
the Transcription Start Site (TSS). The specific interaction of SRY and CREB with
CATSPER 1 promoter is still under study due to its complexity. SRY and CREB
participate as repressors in the transcriptional regulation of human CATSPER 1

promoter.
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1. INTRODUCCION

El estudio del origen, diferenciacion y funcion de las células germinales es relevante
para la comprension de la fecundacion y reproduccion en animales. Uno de los
principales participantes es el espermatozoide, el cual ha sido estudiado
ampliamente para un mejor conocimiento de su fisiologia que a continuacion se
describe. Asimismo, se ha demostrado que en el espermatozoide se encuentra la
proteina de canal CATSPER 1, el gen CATSPER 1 es especifico de testiculo y
determinante de la fertilidad masculina, pese a este descubrimiento se desconoce su
regulacion a nivel génico. Es por ello que este trabajo se enfocard a descubrir los
mecanismos de regulacion implicados en la expresion de este gen tan importante

para la fertilidad masculina.

1.1 Fisiologia del Espermatozoide, Maduracion y Fertilizacion

Los espermatozoides son células moviles altamente especializadas, compuestas por
“cabeza” y “flagelo”, su finalidad es fertilizar el ovocito. La “cabeza” contiene un
ndcleo haploide altamente compactado y el acrosoma, una vesicula secretora
especializada que contiene enzimas hidroliticas, la “"cola” es un largo flagelo que se
divide en tres partes; pieza media, pieza principal y pieza final de acuerdo con su
composicién intratubular (Fig. 1). El flagelo es el aparato locomotor que genera el
movimiento celular y la penetracién del espermatozoide en el ovocito. La movilidad
del espermatozoide se genera gracias a una estructura organizada en microtibulos

llamada axonema (Garner y Hafez, 2002).
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Fig. 1. Esquema de la estructura de un espermatozoide. El espermatozoide se compone
principalmente de dos partes: una cabeza (derecha) y su flagelo (izquierda). En la cabeza esta el
acrosoma Yy el nucleo, el cual contiene la cromatina (el DNA es haploide y muy compacto). El
flagelo se divide en las piezas media, principal y terminal. Cortes transversales del flagelo

muestran su composicion en las diferentes piezas.
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Fig. 2. A la derecha se muestra el corte transversal de los tubulos seminiferos del testiculo y a

laizquierda un esquema de la espermatogénesis. En el corte del tibulo seminifero se observan los



diferentes estados de diferenciacion de las células espermatogénicas. Desde la region basal hacia el
haz del tibulo se encuentran: espermatogonias (células diploides), espermatocitos primarios (células
diploides arrestados en profase de la meiosis | y donde se experimenta la recombinacién genética),
espermatocitos secundarios (células haploides), células de Sertoli, espermatidas (diferentes etapas de
diferenciacion) y espermatozoides (morfolégicamente diferenciados). Del lado izquierdo se muestra el
proceso de espermatogénesis a partir de una célula germinal primordial (espermatogonia) que
experimenta divisiones mitéticas para formar espermatocitos primarios, estos a su vez, por divisiones
meidticas formaran espermatocitos secundarios y finalmente espermatidas haploides, las cuales
pasaran por el proceso denominado espermiogénesis para adquirir la morfologia de un

espermatozoide maduro.

Los espermatozoides se producen continuamente en los tdbulos seminiferos del
epididimo dentro del testiculo (gbnada) mediante un proceso permanente de division
mitética de las células germinales o espermatogonias. El proceso de division
meiotica, denominado espermatogénesis, esta controlado hormonalmente por el eje
hipotalamo-hipofisis-gbnada. A partir de cada espermatogonia se producen cuatro
espermatocitos haploides que permanecen unidos entre si por puentes
citoplasmaticos y estdn en comunicacioén con la célula nodriza o de Sertoli; estas
Gltimas inducen el proceso denominado espermiogénesis que convierte las
esperméatidas en espermatozoides (Fig. 2). Una vez formados dentro de los tubulos
seminiferos, los espermatozoides inmdviles estan libres en el fluido plasmatico y son
transportados al epididimo. En humanos, este transito de espermatozoides a través
del epididimo toma 2-6 dias. Durante este periodo, los espermatozoides
experimentan una serie de cambios esenciales en la maduracién para tener la
habilidad de nadar y fertilizar el ovocito. En la maduracion, los espermatozoides son
almacenados en el epididimo caudal hasta su eyaculacion, en donde son expulsados
junto con fluido de secreciones alcalinas de las glandulas accesorias (Zhang y
Gopalakrishnan, 2005).



1.2 Espermatogénesis

El proceso de espermatogénesis se caracteriza por la transformacion de una célula
troncal diploide no diferenciada en un espermatozoide haploide altamente
diferenciado (Fig. 3). El mecanismo especializado para el control del programa de
diferenciacion de la espermatogénesis en mamiferos incluye factores de
transcripcion constitutivos y la expresion de activadores transcripcionales Unicos de
testiculo. La activacion transcripcional de los genes que participan en la
espermatogénesis, ocurre por la regulacion génica, dirigida por histonas, factores de
transcripcion y el complejo de multisubunidades que permiten la transcripcion basal
al interactuar con los promotores y la cromatina. La transcripcion en las células
germinales durante la espermatogénesis tiene una regulacion programada que
corresponde a los eventos de diferenciacion por los que se generan las células
espermatogonias, espermatocitos y espermatidas haploides hasta el espermatozoide
(Sassone-Corsi 2002). El arresto de la transcripcion en la espermiogénesis coincide
con cambios en la adquisicion de la maquinaria transcripcional y compactacion de la
cromatina por las protaminas durante la transicion de espermétidas redondas a
alargadas. En el testiculo, la expresion de genes especificos se debe en gran parte al
factor de transcripcion CREM (Modulador Elemento Responsivo a cAMP), el cual
tiene una estructura y funciéon génica conservada en ratén y humano (Masquilier et
al., 1993).

La diferenciacion de las células germinales en espermatozoides ocurre en el epitelio
de los tubulos seminiferos y depende de la comunicacion del sistema paracrino y las
células de Sertoli (Skinner et al., 1991). La testosterona secretada por las células de
Leyding bajo la influencia de la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo
estimulante (FSH), estas ultimas secretadas por la pituitaria, actia sobre las células
de Sertoli, estimulando la transcripcion de genes y la secrecién de péptidos que

promueven la diferenciacion de las células germinales (Griswold 1998).

En el ratén, la espermatogénesis comienza en la region basal del tabulo con 9-11

divisiones mitéticas de la espermatogonia diploide, generando células con tres



posibles destinos. Una pequefia poblacion de células espermatogoniales queda
como parte de la poblacion de células troncales, algunas experimentan apoptosis y
mas de la mitad continda su diferenciacion hacia espermatozoides maduros (Ro0ij
2001). Este periodo de proliferacion y diferenciacion espermatogonial es seguido por
la profase | de la meiosis, donde la espermatogonia madura tipo B experimenta
divisiones hasta llegar a la etapa de preleptoteno del espermatocito. Los
espermatocitos tempranos experimentan la fase S (sintesis) del ciclo celular,
generando espermatocitos diploides en la etapa de leptoteno, lo que marca el
comienzo de la profase meiética. En las células en zigoteno, se alinean los pares de
cromosomas homologos y se forma el complejo sinaptonemal (Parra et al., 2003). La
sinapsis se completa con la etapa del paquiteno, permitiendo el entrecruzamiento
genético en los sitios del complejo sinaptonemal conocido como ndédulos de
recombinacion (Carpenter 1987). En la etapa mas larga del espermatocito, el
diploteno, se completa la meiosis | del espermatocito; el complejo sinaptonemal se
desintegra, los cromosomas bivalentes se alinean sobre la placa de la metafase y
las cromatidas hermanas se disocian en dos células hijas. La segunda division
meiodtica del espermatocito secundario produce esperméatidas haploides. Algunos
genes que son esenciales para la meiosis en mamiferos incluyen la proteina 3 del
complejo sinaptonemal (SCP3), las cinasas dependientes de ciclinas (CDK-2), entre
otras (Rosenberg et al., 1995, Yuan et al., 2000, Guardavaccaro et al., 2003, Ortega
et al., 2003). El desarrollo de la fase post-meibtica, la espermiogénesis involucra la
diferenciacion de espermatidas a espermatozoides. Esta fase es un proceso notable
ya que una célula germinal experimenta una enorme transformacion morfogenética
gue incluye la compactacion de la cromatina, la eliminacion del citoplasma y la

formacion del acrosoma y del flagelo (Wouters-Tyrou et al., 1998).
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Fig. 3. La espermatogénesis sigue un cuidadoso programa de diferenciacion orquestado que
depende de la regulacién transcripcional. La transcripcién inicia en la espermatogonia para su
mitosis. Las células meidticas tienen un alto nivel de transcripcién que es promovida por la acetilacion
de histonas, haciendo al DNA accesible. El alto nivel de transcripcién en células meibticas se
requiere para la condensacion de los cromosomas, los mecanismos de recombinacién y de sinapsis.
En espermatidas post-meiéticas hay una segunda ronda de acetilacion de histonas y transcripcion,
seguido por el reemplazamiento secuencial de histonas por protaminas para el empaguetamiento del
DNA. Esta arquitectura de cromatina alterada conduce al arresto de la transcripcion y diferenciacion

en espermétidas elongadas (Modificada de Kimmins et al., 2004).



1.3 Capacitacion Espermatica y Reaccion Acrosomal

En los mamiferos, los espermatozoides maduros se diferencian morfologicamente
fuera del testiculo, sin embargo son incapaces de fertilizar al ovocito inmediatamente
después de la eyaculacion, ya que requieren un periodo de incubacién en el tracto
reproductor femenino para adquirir la habilidad de fertilizacion. Durante este proceso,
el espermatozoide presenta una serie de transformaciones bioquimicas, conocidas
como capacitacion, en la cual hay cambios en la composicion y fluidez de la
membrana plasmatica, en las concentraciones citosolicas de diversos iones (K* y
Ca®"), cambios metabdlicos, asi como un ligero aumento del pH intracelular (pH;)
(Arnoult et al.,, 1999). El proceso de capacitacion espermatica se induce por la
elevaciéon de Ca*' intracelular (Ca®") y bicarbonato (HCO%), lo que resulta en la
activacion de adenilato ciclasa soluble (ACs), elevacion de adenosin mono fosfato
ciclico (AMPc) y fosforilacién de proteinas especificas. Actualmente, se ha postulado
que la hiperpolarizacion de la membrana plasmatica durante la capacitacion hace
que los canales idnicos especificos para Ca®" transiten de un estado refractario a un
estado disponible para ser abiertos en el momento del contacto de los
espermatozoides con la zona pellcida (ZP) del 6vulo; la activacion de estos canales

promueven la reaccion acrosomal (RA) (Arnoult et al., 1999).

La RA involucra exocitosis del contenido de la vesicula acrosomal en la cabeza del
espermatozoide. Este proceso permite, al espermatozoide maduro y capacitado,
penetrar las capas externas del 6vulo y fecundarlo (Wassarman et al., 2001). La ZP
es una gruesa capa de glucoproteinas extracelulares que rodea al ovocito, la
glicoproteina ZP3 es el principal mediador de la RA en los mamiferos. La presencia
de Ca®" externo es un requisito indispensable para que ocurra la RA, asimismo, el
incremento en la concentracién de Ca*' es un paso esencial en el sefialamiento
intracelular desencadenado por la ZP3 que conduce al desarrollo de la RA
(Yanagimachi, 1994). En los mamiferos se han propuesto por lo menos dos tipos
diferentes de canales de Ca®* que estan involucrados en la RA, el primero de ellos es

necesario para una entrada de Ca?* rapida y transitoria que ocurre en milisegundos y



el segundo que mantiene una entrada sostenida de Ca?* mediada por SOCs
(Canales Capacitativos) que se requiere para alcanzar altas concentraciones
intracelulares, es entonces cuando se desarrolla la RA (O'Toole et al., 2000; Arnoult
et al., 1996).

1.4 Movilidad Espermatica

Los canales ionicos son criticos para generar la movilidad flagelar en el
espermatozoide. La activacion de la movilidad espermatica ocurre debido a la
reduccién de la concentracién de potasio extracelular (K*e). Por su parte, el Ca?*
también tiene un papel importante ya que los cambios en la concentraciéon de Ca?"
influyen en la movilidad espermatica. La mayor parte de los espermatozoides en el
testiculo se encuentran sin movimiento y sélo un pequefio nimero muestra un
movimiento no progresivo de baja frecuencia. Para alcanzar el oviducto del tracto
reproductor femenino, el espermatozoide necesita adquirir movilidad progresiva. Los
espermatozoides son liberados hacia el epididimo y durante su trayecto hacia la
cauda proximal adquieren la capacidad de movimiento progresivo y su aptitud para la
fecundacion, su movimiento es lento pero, al ser liberados al liquido seminal, su
movilidad se activa. En mamiferos, los espermatozoides muestran dos tipos de
movilidad: la movilidad activada que se observa en los espermatozoides recién
eyaculados, y la movilidad hiperactivada, que es la que presentan los

espermatozoides que alcanzan el oviducto (Ho y Suéarez, 2001).



1.5 CATSPER como proteina determinante de la movilidad espermaética

Estudios recientes han detectado un gran repertorio de canales permeables a Ca**
en el espermatozoide de mamiferos, los cuales responden a diferentes estimulos y
presentan una funcion celular diferente. Los cambios en la concentracién de Ca®*; se
deben a la activaciébn de canales asociados a diferentes aspectos de la funcion

espermatica de mamiferos tales como movilidad espermatica, capacitacion y RA.

Entre los distintos canales de calcio presentes en el espermatozoide, se ha
detectado la expresion de genes especificos de testiculo, que codifican para los
Canales Catidnicos del Espermatozoide (CATSPER por sus siglas en inglés Cation
Channel of Sperm), que son esenciales para la hiperactivacion del flagelo y los
cuales fueron descubiertos in silico debido a sus caracteristicas moleculares

similares a canales iénicos (Fig. 4).

CatSper1 CatSper 2, 3 and 4
TxDxW
Regidn del Poro TRDKW
s1.52 53 s4 S5 § s6 Region el Poro
Extracelular 51 52 53 54 S5 * S6
Extracelular
H
Membrana Membrana
+
Intracelular Intracelular
Dominio | .
Rico-His Region Regidn
Coiled-Coil Coiled-Coil

Fig. 4. Topologia de los canales CATSPER. CATSPER 1 presenta un dominio rico en residuos de
histidinas en el N-terminal, este dominio podria sensar el pH; durante la capacitacién para incrementar
la actividad del canal, la entrada de calcio y la movilidad espermatica. CATSPER 2, 3 y 4 carecen de

este dominio (Modificada de Lobley et al., 2003).

Los genes CATSPER (1-4) codifican para un dominio Unico de seis regiones
transmembranales como los canales de K* dependientes de voltaje (K,). Sin
embargo, existen evidencias que indican que la regiéon del poro y su homologia es

mas parecida a los dominios repetidos de canales Ca, dependientes de voltaje. En



raton, el gen de CATSPER 1 se localiza en el cromosoma 19 A y en el humano se
encuentra en el cromosoma 11, ambos contienen 12 exones. Su expresion es
exclusiva de testiculo, en ningun otro tejido se expresa. El gen CATSPER 1 predice
una estructura primaria de 686 aminoacidos (aa) en ratobn y de 780 aa en el
humano. En la region del poro se encuentran cuatro repetidos de residuos de
glutamina/aspartato que dan selectividad a Ca®" en el canal. La especificidad del i6n
esta determinada por la region consenso del poro [T/S] x [D/E] x W en los canales de
Ca** dependientes de voltaje. En CATSPER destaca la presencia de un motivo
similar conservado TxDxW sugiriendo que el canal iénico CATSPER puede ser
selectivo a iones Ca®". Los aa cargados positivamente (lisina/arginina) estan
interpuestos cada tres aa en la region transmembranal S4 para sensar el voltaje y
activar el canal, entre la regibn S5 y S6 se encuentra una region hidrofébica
conservada. CATSPER 1 difiere de los demas CATSPER (2-4) por presentar un
dominio rico en residuos de histidina en el N-terminal (49/250aa), el cual podria
funcionar como sensor del pH; durante la capacitacion para la activacion del canal.
Un cambio sutil en el pHi alcalino induce la entrada de calcio extracelular a través de
los canales CATSPER al flagelo lo que incrementa la movilidad espermatica (Ren et
al., 2001; Lobley et al., 2003).

La funcién fundamental de CATSPER esta4 asociada con el aumento del Ca*
intraflagelar y la hiperactivaciéon del espermatozoide (Carlson et al., 2003). Ensayos
de electrofisiologia han mostrado que CATSPER es un canal activo que es
permeable al Ca®', sensible a voltaje y a ligeros cambios en el pH intracelular
(Kirichok et al., 2006).

De acuerdo con los estudios realizados por Ren y colaboradores en el 2001,
CATSPER se inmunolocaliza predominantemente en la pieza principal del flagelo de
espermatozoides de ratdn y este canal se requiere para la fertilidad masculina en
roedores. Asimismo, CATSPER 1 se inmunoloca también en la pieza principal del

espermatozoide humano (Fig. 5) (Hernandez et al., 2009). EI RNAm vy la proteina
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estan presentes Unicamente en testiculo, y la falta de organelos intracelulares en la

pieza principal sugieren que CATSPER no puede ser un canal intracelular.

A) B)
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Fig. 5. (A) Expresion del RNAm de CATSPER 1 en individuos normozoospérmicos y pacientes
astenozoospérmicos. (B) Localizacion de la proteina CATSPER 1 en la pieza principal del
flagelo del espermatozoide (modificado de Hernandez A., 2009).

Por otra parte, espermatozoides de ratones CatSper * son poco méviles e incapaces
de fertilizar al ovocito con una zona pellcida intacta, sin embargo, pueden fertilizarlo
cuando esta matriz extracelular se remueve. Por tanto, CATSPER es una proteina de
canal requerida para la movilidad espermética hiperactivada, necesaria para la

penetracion del espermatozoide a la zona pelacida y lograr la fecundacion (Fig. 6).

Ovocito con Ovocito
Zona peldcida intacta Sin zona pelicida

0“.0

Espermatozoide
Silvestre

15 pm

rmatozoide
mutante

Espe

Fig. 6. Defectos en la movilidad espermaticay en la fertilizacion in vitro de ratones CatSper'/'. a,
Trazos del bateamiento flagelar para CatSper”+ y CatSper'/". b, Ovocito con zona peldcida y sin zona

pelacida en donde se incub6 a espermatozoides con CatSper”+ y CatSper"'. Espermatozoides con
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CatSper"' son pobremente inméviles e incapaces de fertilizar el ovocito con una zona peldcida intacta,
pero pueden fertilizar al ovocito cuando esta membrana (zona pelicida) es removida (Modificada de
Carlson et al., 2003 y Ren et al., 2001).

Los genes Catsper 1 y 2 se han identificado en testiculo, observandose que Catsper
1 se expresa en espermatidas y Catsper 2 se expresa al inicio del paquiteno en
espermatocitos. Con respecto a Catsper 3 y 4, estos comparten un perfil de
expresion similar, lo que nos indica una regulacién transcripcional comdn (Hong-
Gang et al., 2007). Ademas, los transcritos de Catsper 3 y 4 también predominan en
testiculo, sin embargo, se encuentran en otros tejidos en muy baja expresion (Lobley
et al., 2003).

Sin embargo, con respecto al gen CATSPER 1 humano, se tiene poca informacion
acerca de su expresion y funcién. La primera evidencia sobre la funcion alterada de
CATSPER se encontrd6 en un paciente con sordera no sindromica vy
astenoterazoospermia, el cual presentdé una delecion de ~70kb en el cromosoma
15915 que incluye al gen CATSPER 2. Esta delecidn consiste en la pérdida de 225
pb del extremo 3" del RNAmM que codifica para la region del poro en el canal,
inhabilitAndolo (Avidan et al., 2003). Este canal no funcional, se asocia con la falta de
movilidad flagelar e infertilidad masculina observada en el paciente. Por otra parte,
debido a que el canal CATSPER ha demostrado ser esencial para la movilidad y
fertilidad en el modelo del ratén, se ha buscado asociar la expresion diferencial de los
genes CATSPER en humano con casos de infertilidad masculina. Por tal razon,
algunos investigadores han evaluado la expresion del gen CATSPER 1 en biopsias
de testiculo de pacientes subfértiles que presentan disminucion en el nimero de
espermatozoides y baja movilidad (oligoastenozoospermia), observando una baja

expresion del gen (Nikpoor et al., 2004).

Asi mismo, se ha pretendido explicar el comportamiento de distintas poblaciones de
espermatozoides que presentan diferencias en su movilidad, como consecuencia de
la expresion de los genes CATSPER. En los estudios realizados han observando una
expresion diferencial en los cuatro genes CATSPER, sefialando que la cuantificacion
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de los diferentes transcritos no presenta diferencia entre los espermatozoides con
alta y baja movilidad ya que posiblemente la regulacién ocurra a nivel traduccional,
aspecto aun no estudiado (Gur y Breitbart, 2006; Hong-Gang et al., 2007).

2. ANTECEDENTES

2.1 Analisis in silico de laregion promotora de CATSPER 1 de humano
Los resultados obtenidos por nuestro laboratorio muestran que la caracterizacion in
silico del promotor CATSPER 1 de las regiones que preceden al gen, delimitan un
promotor de 739 pb (Fig. 7) e identifica secuencias de unién a factores de
transcripcion (FT). ElI promotor comprende parte del primer exén, indicando que
dentro de este se encuentran secuencias importantes que funcionan como sitios de
unién a FT necesarios para reclutar a la maquinaria transcripcional basal y factores
de transcripcion especificos de la espermatogénesis para que se pueda llevar a cabo
la transcripcion completa del gen (Alvarado, 2010).

Una vez identificado el promotor de 739 pb de CATSPER 1 mediante el andlisis in

silico y usando el programa www.genomatix.de, se determindé que comprende 239 pb

del primer exén y 500 pb rio arriba del inicio putativo de la transcripcion. Por otro
lado, se identificaron sitios de union a diferentes FT, como son CREB, EREF, OCT-1,
Spl, SRY y SOX5 (Fig. 7). Algunos de estos factores son importantes para el
reclutamiento de la maquinaria basal y otros importantes en la determinacion de la
diferenciacion sexual masculina. A diferencia del promotor murino, no se encontraron
sitios de uniéon especificos a SOX9, los que se han caracterizado como elementos
reguladores positivos de la transcripcibn de CatSperl murino (Mata et al, sin

publicar).

En muchos genes, el elemento TATA es el responsable del posicionamiento de la
maquinaria transcripcional basal sobre el promotor. Sin embargo, en el promotor de
CATSPER 1 no se encontré caja TATA, aunque se identificaron otras secuencias

importantes que le ayudan a reclutar la maquinaria transcripcional basal: la caja
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CAAT, que juega un papel importante en la determinacién de la eficiencia del
promotor y es reconocida en distintos promotores; regiones ricas en GC; factores de
transcripcion como OCTL1, que pertenece a la familia de homeodominios, es una
proteina que se une a una secuencia octamérica especifica (ATGCAAAT) y puede
también regular negativamente ciertos genes y a los elementos iniciadores (Inr), de
los cuales existe evidencia de su capacidad para formar complejos de transcripcion,
al incluir componentes del complejo TFIID 6 un activador especifico (Spl) rio arriba
comunmente encontrado en muchos promotores sin caja TATA (Weis y Reinberg,
1997).

(A)
f5540299 GA5E1564
Prometer GHP S0524 [transcripts: MM O53054)
CATSPERL (hea) 1ypel promater reqion [E5550325 - 55551064
L S T —
NI_05 054 '
HC_n0ooil 1 1 -
- 5 f Promotor
- +1 T3%b
(B)
| EREF CAAT 7_1I-
kP S0524 ':R|EE‘ - .
CATSPERL o ! ——

Horma s2piens 100 |."F'

Fig. 7. Analisis del promotor de CATSPER 1 de humano y predicciéon de sus sitios de unién a
FT. A) Promotor de 739 pb para CATSPER 1 humano localizado en la region 5°del gen CATSPER, en
verde se muestran los exones que componen al gen y en azul a la region no traducida del transcripto.
B) Ampliacion de la regidon promotora en el que se indican los sitios de union a diferentes FT dentro

del promotor. El inicio putativo de la transcripcién se indica en la flecha roja.
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2.2 Factores de Transcripcion

Por otra parte, se encontraron sitios de reconocimiento para FT que juegan un papel
importante en el desarrollo gonadal masculino como: SRY (factor determinante de la
diferenciacion sexual) y SOX9. SRY se encuentra en el cromosoma Y, es necesario
para iniciar la formacion de testiculo y el desarrollo de las caracteristicas sexuales
masculinas, potencia la diferenciacion de células precursoras a células de Sertoli
(Sekido y Lovell, 2008). SOX9 juega un papel esencial en la regulacion de la
transcripcion del gen que codifica para la hormona antimulleriana, la cual inhibe en
los individuos masculinos, la formacién del tracto mulleriano necesario para la
formacién de trompas de Falopio. SOX9 se expresa en niveles bajos en la gbnada
indiferenciada de ambos sexos pero aumenta su expresion draméaticamente en las
células de Sertoli inmediatamente después del inicio de la expresion de SRY. Los
altos niveles de expresién de SOX9 y de SRY se mantienen en testiculo aun en la
etapa adulta, en el cual se desconoce su papel (Kent et al., 1996; Lahr et al., 1995;
Capel et al., 1993).

Asi mismo, en mamiferos la diferenciacion sexual masculina en mamiferos se
controla por el locus SRY 6 cromosoma Y (regién determinante del sexo en el
cromosoma Y), el cual coopera con el factor esteroidogénico 1 (Sfl) y activan
directamente la expresion de SOX9. SOX9 es un FT importante, involucrado en
varios procesos del desarrollo normal y de algunas patologias, se expresa en las
células pre-Sertoli las cuales se requieren para la conformacion morfolégica normal
del testiculo y para el desarrollo de células germinales. SOX9 se importa al nucleo
durante el desarrollo de la génada masculina e interactia especificamente con la
secuencia consenso A/T ACAA T/A mediante el dominio de union al DNA
denominado grupo de alta movilidad (HMG) (Lardenois et al., 2010).

Algunos estudios mencionan que SRY dirige el desarrollo gonadal masculino, pero
actualmente es SOX9, y no SRY, el elemento clave que organiza y estabiliza la
diferenciacion de las células de Sertoli en la determinacién testicular. Al mismo

tiempo, SOX9 provee la via principal de bloqueo de la actividad genética que
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conduce a la diferenciacion del ovario, aunque se desconoce el mecanismo por el

cual se lleve a cabo (Kashimada y Koopman, 2010).

Por otro lado, también se identificaron cuatro secuencias de union a CREB en el
promotor CATSPER 1, CREB es una proteina de union al AMPc y depende de los
niveles de este ultimo lo que hace que aumente o disminuya la transcripcion del gen
(Don y Stelzer, 2002). Por ultimo, el promotor CATSPER presenta también una
secuencia de union al DNA (TGACCT) del factor de receptor a estrégenos, indicando

dos sitios de reconocimiento de las isoformas ERa y ER (Carreau et al., 2007).

2.3 Identificacion del sitio de inicio de la transcripcidon

Para confirmar que el inicio de la transcripcion se encuentra dentro de la region
promotora predicha por el andlisis bioinforméatico se empled la técnica de
amplificacion rapida de extremos de cDNA (RACE). Se determind una base
nitrogenada A como sitio de inicio de la transcripcién (SIT) principal, ubicada a -
134pb rio arriba del sitio de inicio de la traduccién y dentro del promotor (Fig. 8)

Ademas de otros SIT secundarios a -97 y -92.
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Fig. 8. Secuencia nucleotidica que comprende el promotor de 739pb (delimitadas por las bases
Cy A de mayor tamafio). En verde se sefiala el comienzo del primer exén, la A marcada en rojo es el
sitio de inicio de la transcripcion determinada por la técnica de RACE. En amarillo se ubica el sitio de

inicio de la traduccion. En rosa se ubican los elementos iniciadores, en azul la caja CG, en rojo las

16



cajas CAAT y en café se denota la caja TATAG. Estas cajas y elementos iniciadores ayudan a reclutar

la maquinaria transcripcional basal.

Por otra parte, para determinar la actividad de la region promotora del gen CATSPER
1 de humano, se subclon6é en el vector pRL-null, que tiene el gen reportero de
luciferasa de Renilla, obteniendo la construccién completa pRL-CATSPER 1(pCAT),
con la cual se analiz6 la actividad y, posteriormente, la participacion de las regiones
adyacentes al promotor predicho. Para analizar la actividad y la participacion de las
regiones adyacentes se obtuvieron las deleciones pCATA3’ y pCATA5S (pCAT739) a
partir de la construccién pCAT1, con lo cual se elimind la region rio abajo y rio arriba
del promotor, delimitandose el promotor predicho y eliminando algunos de los sitios
de unién a FT como SRY y CREB (Fig. 9).

-1741
-1321
-1081
-781
421
-181
-121
+1
+61
+241
+301
+1501

PCAT1 i CATSPER 1 RelliC

PCATAY ReLUC
PCATT39 I RellC

Fig. 9. Deleciones de la region promotora CATSPER1 en extremos 3’ y 5°. (a) Construccion
completa pCAT1 con un peso total de 7022 pb en donde el inserto es de 3702pb. (b) Delecion
pCATA3’ a partir de la construccion pCAT1 donde se deletaron 1450pb dejando un peso total de
5573pb. En esta delecion se elimind parte del primer exdn que no comprende el promotor. (c)
Delecion pCATA5 & pCAT739 a partir de la construccion pCATA3’ donde se deletaron 1497pb
dejando un peso de 4059pb. En esta construccion se delimito el promotor de 739pb. Los sitios de
reconocimiento a los FT SRY y CREB se localizan en la zona negra y en gris se muestra la region
promotora de CATSPER 1 (modificado de Mata et al. 2012, sin publicar).

Con base en lo anterior, se hicieron transfecciones en la linea celular HEK 293 y se
demostré que en los fragmentos clonados se encuentra incluida una region que
funciona como promotor para el gen CATSPER 1 y que su actividad se ve afectada
tanto por secuencias represoras rio abajo del promotor como por secuencias

represoras y activadoras en la regidn 5’ dependiendo del ambiente celular (Fig. 10).
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La eliminacion de los sitios SRY y CREB en el promotor, mostré una disminucion en
la actividad, probablemente porque estos factores son importantes para la expresion

de este promotor.

HEK293
pCAT
pCATA3
pCAT739
ob 25 45 65 85 150 150 140

Actividad Relativa de Luciferasa

Fig. 10. Transfeccion en la linea celular HEK 293. En la gréfica se muestra que en la construccion
completa (pCAT) hay menos actividad transcripcional comparado con las deleciones 3’ y 5’ en donde
se eliminé parte del primer exén y algunos sitios de reconocimiento a FT respectivamente. La delecién
pCATA3’ mostro mayor actividad, sin embargo, cuando se eliminan los sitios de reconocimiento a

factores de transcripcién hay una notable disminucién en la actividad transcripcional.

Por tanto, el promotor del gen CATSPER 1 de 739 pb (-500 y +239 del primer exdn)
tiene actividad transcripcional con un sitio de inicio de la transcripcion, en la base
nitrogenada A localizada a 134 pb rio arriba del coddn de inicio de la traduccion. Su
actividad se ve afectada tanto por secuencias represoras y activadoras en la region
5" dependiendo del ambiente celular y por secuencias represoras rio abajo como la
eliminacién de los sitios SRY y CREB que disminuyen su actividad, probablemente

porque estos factores son importantes para su expresion.
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3. JUSTIFICACION

Es importante dilucidar como se lleva a cabo la expresion génica del gen CATSPER
1 durante la espermatogénesis, ya que de su correcta expresion depende la
hiperactivacion del flagelo y la capacidad de fertilidad del espermatozoide (Quill, et
al., 2001; Ren et al., 2001). Se ha demostrado que la ausencia de la expresion del
gen CATSPER 1 provoca una disminucion de la hiperactivacion del flagelo en el
espermatozoide, la cual es mediada por el canal CATSPER, debido a que este canal
es esencial para el aumento en la concentracion de Ca*" intraflagelar (Ren et al.,
2001). A pesar de ser una regidn promotora que se activa transcripcionalmente con
alta especificidad sitio-temporal durante la espermatogénesis en el testiculo, no se
han realizado estudios moleculares del promotor de CATSPER 1 humano, que
expliquen dicha actividad transcripcional. Sélo se han realizado estudios enfocados a
la expresion del RNAmM y a demostrar la funcionalidad del canal CATSPER, los
cuales se han limitado al estudio de su expresion génica, sin identificar tanto las
regiones importantes que actian como promotores como los sitios de reconocimiento
a factores de transcripcion que regulen positiva o negativamente la expresiéon del
gen. De acuerdo con lo anterior, en la presente propuesta se planted realizar
estudios moleculares sobre la region promotora del gen CATSPER 1 para identificar
las secuencias de DNA reguladas por factores de transcripcién que controlan la
expresion génica durante la espermatogénesis. Se espera, con la informacién
obtenida, proponer un mecanismo inicial de regulacion genética para CATSPER 1y
aportar nueva informacion acerca de la regulacién transcripcional especifica que
ocurre durante la espermatogénesis y de las regiones de DNA susceptibles a esta

regulacion.
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4. HIPOTESIS

Si el gen CATSPER 1 se expresa exclusivamente en testiculo, se espera que
factores transcripcionales como CREB y SRY actien en la espermatogénesis

regulando su expresion.

5. OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar molecularmente la actividad transcripcional del promotor CATSPER 1

humano y evaluar la participacién de SRY y CREB en su regulacion.

6. OBJETIVOS PARTICULARES:

e Eliminar de manera secuencial los sitios de reconocimiento a SRY y CREB en
el promotor del gen CATSPER 1.

e Evaluar la actividad transcripcional de la region promotora y sus deleciones en
la linea celular HEK-293.

e Evaluar el efecto de la sobreexpresion de SRY sobre el promotor CATSPER
1.

e FEvaluar la interaccion fisica de SRY con los sitios de reconocimiento en el
promotor CATSPER 1.
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7. DISENO EXPERIMENTAL

Western Blot
para verificar la
presencia de la
proteina SRY

Obtencion de
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pCATA3’

Delecién secuencial
del promotor
(pCATA3)

Co-transfeccién
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deleciones con la union de SRY a
SRY sitios del promotor

Analisis funcional del
promotor y sus
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(AR
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pIRES-SRY

Fig. 10 bis. Técnicas para la identificacién de la interaccion de SRY y CREB en el promotor del
gen CATSPER 1 de humano.

21



8. METODOLOGIA

8.1 Anadlisis de la expresion del promotor CATSPER 1 humano

Previo al andlisis de la actividad del promotor con los diferentes FT, en el laboratorio,
se clono el promotor de CATSPER 1 humano a partir de la clona DH10B (pBAC) con
un inserto de 170Kb, adquirida comercialmente para obtener un fragmento de
3702pb, esta clona que contiene la regiéon genémica de CATSPER 1 y se subclond
mediante restriccion con endonucleasas especificas (Hindlll y Xhol), posteriormente
para obtener un tamafio total de 7022pb, se ligd en el vector pRL-null (Fig. 11). Este
vector carece de promotor y contiene el gen reportero para la luciferasa (Renilla
reniformis), cuya expresion indica la actividad transcripcional de la region clonada. El
vector pRL-null se empled porgue contiene los sitios que permitieron realizar la
subclonacion de manera orientada y porque permitié evaluar la expresion del gen. La
construccion plasmidica se verificO con endonucleasas especificas en la region
promotora y por secuenciacion automatica para confirmar la fidelidad del inserto (Fig.
12). Todas las técnicas de biologia molecular de rutina, se realizaron de acuerdo con
los protocolos de Sambrook y colaboradores (2001).
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Fig. 11. Regién gendmica de CATSPER 1 y vector pRL-null. La clona que contiene la region
genomica de CATSPER 1 fue subclonado mediante restriccion con endonucleasas especificas (Hindlll
y Xhol), para obtener un fragmento de 3702pb, posteriormente se ligd en el vector pRL-null, para

obtener un tamafio total de 7022pb.

f pRL- CATSPERY

mm_j. Vector

Promotor
CATSPER1

(-

Fig. 12. Construccion portadora del gen CATSPER 1. La construccion tiene un fragmento de

3702pb subclonado en el vector pRL-null en direccién hacia el gen de luciferasa de Renilla.

Posteriormente, a partir de la construccion de la regién promotora completa y sus
deleciones en el vector portador del gen reportero de luciferasa, se llevo a cabo el
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andlisis de la actividad del promotor con los diferentes factores transcripcionales (Fig.
12).

8.2  Material bioldgico: bacterias, plasmidos y lineas celulares

La cepa bacteriana empleada para la transformacion fue Escherichia coli DH5a. A

continuacion se muestra su genotipo:

F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA
SUpE44 A—thi-1 gyrA96 relAl

El vector reportero de luciferasa pGL3 basic se emple6 como control, contiene la
secuencia codificante para la luciferasa de luciérnaga (Photinus pyralis) para
monitorear la actividad transcripcional de las células transfectadas. Presenta una
region de policlonacién, un gen de resistencia a ampicilina y un origen de replicacion.
Los plasmidos pRL-null y pGL3-null (basic) se emplearon como controles negativos
en las co-transfecciones. El plasmido pRL-CMV se emple6 como control positivo y
se utilizd en combinacién con pGL3-CMV (control interno) en los experimentos
de co-transfeccion. Estos vectores contienen el potenciador del citomegalovirus
(CMV) y elementos promotores para proporcionar un alto nivel de expresion de
luciferasas de Renilla y Photinus respectivamente, en las células co-transfectadas, es
decir, se emplearon como controles positivos en las cotransfecciones. El plasmido
pGEM-T-easy, se emple6d para completar la carga de DNA en las transfecciones,
presenta un origen de replicacion, un codén de inicio lacZ y un gen de resistencia a

ampicilina.

Para los ensayos de co-transfeccién se empleo la construccion pIRES-SRY. El vector
pPIRES-EGFP contiene un sitio interno de entrada de ribosomas (IRES) entre el sitio
de clonacion multiple (MCS) y la region codificante de la proteina verde fluorescente
(EGFP). Permitiendo que tanto el gen de interés (SRY) y el gen EGFP se traduzcan

de manera independiente.
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La linea celular utilizada fue HEK 293, proveniente de rifibn embrionario de humano
masculino. Estas células fueron generadas por transformacion de células de rifién

embrionario humano normal con DNA de adenoviral.

8.3 Delecion secuencial de laregién promotora

De acuerdo con los antecedentes, se observdé que hay mayor actividad
transcripcional cuando se elimina parte del primer exon del gen CATSPER 1, hacia el
extremo 3’ ya que esta region no corresponde al promotor predicho, sin embargo,
partiendo de esta delecion se elimino el extremo 5’ y se mostré una disminucion de la
actividad transcripcional del mismo, atribuido a que posiblemente algunos sitios de
reconocimiento a FT como SRY y CREB estén implicados en la regulacion de la

expresion del gen.

Con base en lo anterior, se hicieron deleciones de las secuencias que posiblemente
estén regulando la actividad del promotor, estas deleciones se construyeron
mediante PCR a partir del plasmido que no contiene parte del exén 1, es decir, la
pCATA3 ya que presenta la region promotora completa. Los pares de
oligonucledtidos se disefiaron para eliminar los sitios de reconocimiento por FT y se
tom6 como referencia la localizacion de los sitios SRY y CREB predichos en el
promotor. También se disefio un par de oligonucleétidos para eliminar los sitios de
reconocimiento de la maquinaria transcripcional basal (cajas y elementos iniciadores)
que se denomin6é pCATABASAL.

Se produjeron seis deleciones mediante delecion sitio dirigida por PCR (Quick-
Change site directed mutagenesis) utilizando el plasmido con la pCATA3’ como
molde y pares de oligonucleétidos duplex. Se generaron una serie de plasmidos con
diferentes longitudes de la region promotora del gen CATSPER 1, estas
construcciones portadoras de las deleciones se analizaron por restriccion con
endonucleasas especificas (EcoRI) y por secuenciacion para el acortamiento de la

region y la integridad del promotor.
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Para la obtencion de las deleciones por PCR se prepararon para cada delecion, dos
reacciones, una con el oligonucle6tido sentido y otra con el oligonucledétido
antisentido, usando el duplex de oligonucleétidos se amplific6 por PCR todo el
plasmido empleando un estuche de mutagénesis (Quick Change site-directed
mutagenesis, Stratagene) y siguiendo una modificacion para la obtencion de grandes
deleciones (Wang y Malcolm, 2002). Brevemente, para cada uno se usaron 25ng de
DNA plasmidico de la construccion pCATA3’, 1ul de amortiguador 10X, 0.2ul de
dNTP’s, 0.6pl de solucién Quick, 0.2ul de cada oligonucleodtido y agua para obtener
un volumen de 9.8ul. Posteriormente, las reacciones se incubaron a 95°C por 3min.,
y posteriormente, se le adicioné 0.2ul de DNA polimerasa Turbo, para un volumen
final de 10ul. A continuacién, se incubd a 95°C por 30s., 55°C por 1min., y 68°C por
8min., durante 5 ciclos. Posteriormente se mezclaron las dos reacciones y se dej6é a
95°C por 30s., 55°C por 1min., y 68°C por 8min., durante 16 ciclos. En seguida, se
adicionaron 0.4ul de Dpnl y se dejo a 37°C por 65min., para la digestion del DNA
metilado que se utiliz6 como molde inicial. El producto de la PCR se analizé en un

gel de agarosa al 0.8% para confirmar que hubo amplificacion total del plasmido.
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pCATASRY3 (1623pb)

vector o
F 5’ CGAGCTCTAAGCTTACTGGGAACCe;VNelor.V.Yeleyfer.v.uw:V.V.-uerYjele 3’ 48nt

R 3’/ GCTCGAGATTCGAATGACCCTTGGCTTCGTTAGGAGTTATTTACTACC 5

pCATACREB2 (1313pb)

F 5’ CGAGCTCTAAGCTTACTGGGAACCsiesv\eifelelereleiyNehv.ele v.v.e 3’ 48nt
R 3’ GCTCGAGATTCGAATGACCCTTGGGACATCAGCGTCGATGATCCTTTC 5’

pCATASRY2 (1032pb)

F 5’ CGAGCTCTAAGCTTACTGGGAACC[syelelelefelerNeieclshiferNey{e; 3’ 44nt

R 3’ GCTCGAGATTCGAATGACCCTTGGGACCCGCGTCACCGAGTGTG 5

pCATASRY1 (709pb)

F 5’ CGAGCTCTAAGCTTACTGGGAACCHer Y e v:Nnv:Yielsieiuv.v.uy:Yv.v.-Xelelel 3’/ 51nt

R 3’ GCTCGAGATTCGAATGACCCTTGGGGTACATAATACGACAATTATATTCCG 5/

pCATABASAL (550pb)

F 5’ CCTGTGAGGTCACCTTGGTCTAG,Yuier(elehiuiieleleyer.elesV.v.{er.v.e 3’ 47nt
R 3’ GGACACTCCAGTGGAACCAGATCTAACTCGAACCGAGTCCTTTICTTC 57

pCATACREB1 (381pb)

F 5'CGAGCTCTAAGCTTACTGGGAACC 3’7 47nt

R 3’ GCTCGAGATTCGAATGACCCTTGGGAAAAGAACTGGAGCCAAAGGAG 5

Fig. 13. Oligonucleétidos para la obtencién de las deleciones. Cada tabla muestra el par de

oligonucleodtidos en sentido y antisentido, asi como parte de la secuencia que se ubica en el vector y

en el promotor.
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(A) Secuencia del vector pRL-null

AGATCTCGAGCTCTAAGCTTCACATATGCATGCACTAGTGGCGCCTGTCGACGCGTAGAATTCACCCGGGTACTG

CAGAAGTTGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGA

(B) Secuencia del promotor CATSPER 1
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-61 CACAATAATT CTTGATTCCG AACTATAGCC CAGGAAGAGG CATTTGGGAA TGAGGCCCTG

+1 GCCTGCTGGT GACATCATAG AGGGGAGAGT TCCACGEGAA TAGTCAGGCC TTTCTGGAAG

+61
+121

+181

+241
+301

CCCAGTGCCA
TGTTGGGCCC

AACTCAGTGC

CGCTCTCACT
GAGTTGCACC

cacreroclll CAGORNGEE MOASEAAAEA ABccrrrTCC AGGCGGGGCC
AGGTCTTGAG CTCTTTTGGC TCCAGAGTTC CCAGCACAGT CATGGATCAA

CTGAAAAGGC TCAGAATGAG GCAGACACCA ATAACGCAGA TAGGTTCTTT

CATCACCCCC ACACCACAGG CCAGGCCACA GCAGAGCTCT CCACCATTAC
ATCACGGCGT

PCATABASAL

PCATA3

Fig. 14. Secuencia de la construccidon pCATL1. (A) Ubicacion de los primeros 14 nucledtidos del
oligonucledétido en sentido en el vector pRL-null. Se subraya el sitio de reconocimiento de las enzimas
Xho, Hindlll y Sall, respectivamente, donde se inserto el promotor completo de CATSPER 1. (B)
Ubicacién del resto del oligonucleétido en sentido de cada una de las seis deleciones dentro del
promotor de CATSPER 1. Las secuencias subrayadas muestran los oligonucleétidos empleados para
eliminar los extremos 5 y 3'respectivamente. La secuencia del promotor de 739pb se delimita por las
bases C y A de mayor tamafo, la base A resaltada en verde fosforescente muestra el inicio del primer
exon y en rojo el sitio de inicio de la transcripcion determinado por la técnica de RACE. La secuencia
ATG es el sitio de inicio de la traduccidn. Por ultimo, las secuencias subrayadas en morado, azul, rojo
y café, son las cajas CAT, GC y ACAAT, TATAG, respectivamente.

Finalmente, bacterias E. coli DH5a competentes se transformaron con los plasmidos
portadores de las deleciones correspondientes (Maniatis et al.,, 2001).
Posteriormente, para identificar las bacterias transformantes, se procedié a hacer

PCR de varias colonias.

Las construcciones obtenidas como productos de las deleciones se analizaron por
restriccién con la enzima EcoR | que linealizé el plasmido y electroforesis en gel de

agarosa al 0.8% y posteriormente se verificd por secuenciacién automatica.
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8.4 Amplificacién de las construcciones (deleciones) con el promotor
CATSPER 1 en un sistema bacteriano

Para amplificar en el sistema bacteriano, se comenzé con la amplificacion de los
plasmidos obtenidos como producto de cada delecion, para ello se empled el método
de transformacion bacteriana, el cual se basa en la utilizacion de bacterias
quimiocompetentes (E. coli DH5a producen transformantes con una eficacia = 10°
colonias/ug de DNA plasmidico) que permiten la entrada del DNA plasmidico. La
amplificacion se llevé a cabo mezclando en un tubo eppendorf, 100ul de células
competentes con aproximadamente 5ng de DNA plasmidico e incubando en hielo
durante 15min., las bacterias se transformaron mediante choque térmico a 42°C por
2min., y posterior incubacion en hielo por 15min. Posteriormente, se agregd 1ml de
medio rico en glucosa SOC y se incubd 1h., a 37°C, transcurrido el tiempo, se
esparcieron 100ul en agar LB con ampicilina 100ug/ml y se dej6é incubando toda la
noche a 37°C. Debido a que el plasmido contiene el gen de resistencia a ampicilina,
todas las transformantes obtenidas son portadoras del plasmido. Por ultimo, estas se
sembraron en medio liquido LB con ampicilina 100ug/ml y se incubaron a 37°C con
agitaciéon constante toda la noche con la finalidad de multiplicar las copias del
plasmido, gracias a que contienen un origen de replicacién para E. coli, permitiendo
asi la extraccion del plasmidos por lisis alcalina en gran escala, que se detalla a

continuacion.

8.5 Extraccion de plasmidos a gran escala (Protocolo Qiagen)

Se purificaron los plasmidos portadores de las deleciones y el promotor CATSPER 1,
los plasmidos pRL-null y pGL3-null que carecen de promotor como controles
negativos y los plasmidos pRL-CMV y pGL3-CMV que contienen el promotor de
CitoMegaloVirus como controles positivos de transfeccion. Se purificaron por medio
del protocolo de QIAGEN plasmid. Se prepard un cultivo bacteriano a partir de 2-5ml
de medio LB con antibidtico (ampicilina 100ug/ml) como preinoculo, el cual se incubé
8hrs., aproximadamente a 37°C con agitacibn constante. Posteriormente, se

inocularon 300ml de medio LB-ampicilina con 3ml de este cultivo inicial y se dejo
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crecer de 12-16hrs., a 37°C en agitacion constante. Luego el cultivo se centrifugé a
6,000 r.p.m por 15min., a 4°C, en seguida, el sedimento se resuspendi6 el sedimento
en 4ml de amortiguador P1 y se adicionaron 4ml de amortiguador P2, se mezclo por
inversion de 4-6 veces y se incubo a temperatura ambiente por 3min. A continuacion,
se adicionaron 4ml de amortiguador S3 frio, se mezcl6é inmediatamente por inversion
y el lisado se transfirio al filtro y se incub6 a temperatura ambiente por 10min.
Durante la incubacion se prepararon las columnas de QIAGEN Midi y el vacio.
Pasados los 10min., el piston se insertd en el filtro y se filtré el lisado a un tubo
nuevo. Posteriormente se adicionaron 2ml de amortiguador BB y se mezclé por
inversién de 4-6 veces. En seguida, el lisado se transfirid a la columna de QIAGEN
Midi y se conect6 a la fuente de vacio para eliminar el amortiguador y dejar en la
columna el DNA. Inmediatamente se lavd la columna con 0.7ml de amortiguador
ETR y se centrifugé a 12,000 r.p.m por 1min., y se descartd el sobrenadante. En
seguida, se agregaron 0.7ml de amortiguador PE y se centrifugd a 12,000 r.p.m por
1min., y se descarto el sobrenadante. Para remover completamente los residuos de
amortiguador PE se centrifugd nuevamente la columna a 12,000 r.p.m por 1min. Por
altimo, se colocé la columna en un tubo eppendorf nuevo y el DNA se eluy6 el DNA
adicionando 200ul de amortiguador EB en el centro de la columna, se dejo incubando
por 1min., se centrifugé a 12,000 r.p.m por 1min. EI DNA plasmidico que se obtuvo

fue con un alto grado de pureza, el cual fue ideal para la transfeccion.

8.6 Cultivo de células

La linea celular adherente HEK-293 se cultivé en monocapa en medio DMEM a 37°C
y con 5% de CO,, hasta alcanzar una confluencia de aproximadamente 80%
aproximadamente, el medio de cultivo se retir0 el medio de cultivo mediante
aspiracion, se agregé 1ml de medio suplementado nuevo y se comenzo a despegar
las células en forma mecénica. En seguida, se transfirieron a una nueva placa en una
dilucion 1:100 para el mantenimiento del cultivo o en el caso de cultivos para
transfectar se inocularon en una dilucion 1:10 en placas de 24 pozos con 1ml de

medio de cultivo. Los cultivos se incubaron a 37°C con CO; al 5%, al dia siguiente,
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las células se encuentran adheridas a la placa y han alcanzado una confluencia
aproximada de 90% para la transfeccion.

8.7 Transfeccion de la linea celular HEK 293 con las construcciones
(deleciones) del promotor del gen CATSPER 1

Las células vivas presentan una barrera de libre difusiéon de moléculas (membrana
plasmatica). Esta barrera evita la pérdida de componentes fundamentales de la
célula, impide la entrada de moléculas externas y posibilita la existencia de
gradientes de concentracion de productos a través de la membrana. Para poder
superar esta barrera de difusibn se han disefiado estrategias experimentales,
algunas basadas en la formacion de poros u orificios en la membrana, mas o menos
permanentes, y otras en el transporte de moléculas hacia el interior celular mediante
el uso de las vias naturales de entrada de macromoléculas como la endocitosis o la
utilizacion de materiales como vehiculos: polimeros (catidnicos), liposomas y
nanoparticulas. El método de lipofeccion se basa en la formacion de complejos entre
lipidos cationicos y DNA. Este complejo tiene afinidad por la membrana y permite la
entrada del DNA foraneo al citosol. Es indispensable optimizar las condiciones
especificas de transfeccidbn para obtener una buena eficiencia de la misma, el
crecimiento de las células en buenas condiciones suele ser del 70 al 90% de las
células de la placa. Los parametros optimizados fueron los siguientes: la relacion
entre lipido y DNA (relaciéon de cargas), la cantidad de DNA empleado, el tiempo que

se exponen las células al complejo y la presencia o ausencia de suero.

Para llevar a cabo la deteccién de la expresion de la region promotora del gen
CATSPER 1, se empleo la linea celular HEK 293, la cual se transfectd con las
construcciones mediante el método de lipofeccion. Se colocaron en una placa de 24
pozos ~5 x 10° células por pozo en una placa de 24 pozos en 1ml de medio
suplementado (con suero). Las células se incubaron a 37°C con CO, al 5% hasta
gue alcanzaron una confluencia del 80-90%. Por cada pozo se diluyé en un tubo
0.5ug de DNA en 50ul de medio sin suplementar, por otra parte, se diluyeron 2ul de

lipofectamina (Lipofectamine™ reagent de Invitrogen) en 48ul de medio sin
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suplementar, ambos se mezclaron por pipeteo durante 15min., a temperatura
ambiente. En seguida, se combinaron ambas diluciones y se mezclaron por pipeteo a
temperatura ambiente por 15min., para permitir la formacion de complejos DNA-
liposomas. Mientras se formaba el complejo se cambio el medio suplementado de las
células por 200ul de medio de transfeccion sin suplementar. Para cada transfeccion
se adicionaron 100pl de los tubos con el complejo DNA-liposomas a las células. Las
células se incubaron con el complejo por 3hrs a 37°C y CO,. Después de la
incubacion, se adicionaron 200ul de medio suplementado (sin remover la mezcla de
transfeccion). A las 24hrs., después de iniciada la transfeccion, se reemplazé6 el
medio de las células por medio suplementado fresco. Transcurridas 48hrs., después
de la transfeccion, se cosecharon las células adicionando 100ul de amortiguador de
lisis a cada pozo por 15min., en agitacion para obtener los extractos proteicos.
Posteriormente, los extractos de proteina se emplearon para los ensayos de
actividad para luciferasa.

8.8 Experimentos de Co-transfeccion del promotor CATSPER 1 con el
factor transcripcional SRY

Para llevar a cabo la deteccién de la expresion de la region promotora del gen
CATSPER 1 se empleo la linea celular HEK 293, la cual fue co-transfectada con la
construccion pIRES-SRY mediante transfeccién in vitro con el reactivo TurboFect el
cual se basa en la formacion de lipidos catidnicos y el DNA. Se colocaron en una
placa de 24 pozoz ~5 x 10° células por pozo en una placa de 24 pozos en 1ml de
medio suplementado (con suero). Se incubaron a 37°C con CO, al 5% hasta que
alcanzaron una confluencia del 80-90%. Por cada pozo se diluy6é en un tubo 0.5ug de
DNA en 50ul de medio sin suplementar, por otra parte, se diluyé 2ul de reactivo
TurboFec en 48ul de medio sin suplementar, se mezclaron por pipeteo durante
15min., a temperatura ambiente. En seguida, se combinaron ambas diluciones y se
mezclaron por pipeteo a temperatura ambiente por 15min., para permitir la formacion
de complejos DNA-liposomas. Mientras se formaba el complejo se cambi6 el medio

suplementado de las células por 200ul de medio de transfeccion suplementado. Por
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cada transfeccion se adicionaron 100ul de los tubos con el complejo DNA-liposomas
a las células. Las células se incubaron con el complejo a 37°C y CO, por 48hras.
Transcurridas 48hrs., después de la transfeccion, se cosecharon las células
adicionando 100ul de amortiguador de lisis a cada pozo por 15min., en agitacion para
obtener los extractos proteicos. Posteriormente, los extractos de proteina se
emplearon para los ensayos de actividad dual de luciferasa.

8.9 Andlisis de la expresion del promotor del gen CATSPER 1
mediante ensayos de luciferasa

Para el andlisis de expresion se utilizaron ensayos de reportero dual de luciferasa. El
término de reportero dual se refiere a la expresion simultdnea y medida de dos
enzimas reporteras individuales dentro de un mismo sistema. Un reportero, el
reportero “experimental” esta correlacionado con el efecto de condiciones
experimentales especificas, mientras que la actividad del reportero “control” provee
un control interno que refleja una respuesta basal. Normalizando la actividad del
reportero experimental a la actividad del control interno, minimiza la variabilidad
experimental causada por diferencias en viabilidad celular o eficiencia de

transfeccion.

En el ensayo de reportero dual de luciferasa, se mide secuencialmente las
actividades de luciferasa de luciérnaga (Photinus pyralis) y la luciferasa proveniente
del cnidario Pensamiento del mar (Renilla reniformis) en la misma muestra. La
actividad de luciferasa de luciérnaga se mide primero al adicionar el reactivo de
ensayo de luciferasa Il (LAR II) para generar sefial quimioluminiscente. Después de
cuantificar la luminiscencia, se detiene la reaccion y se inicia la reaccién de luciferasa
de Renilla reniformis al adicionar el reactivo Stop y Glo al mismo tiempo. Este

reactivo produce una sefial de la luciferasa de Renilla la cual decae con el tiempo.
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Fig. 15. Reacciones bioluminiscentes catalizadas por la luciferasa de luciernaga (A) y

luciferasa de Renilla (B).

En seguida, se describe brevemente el método que se siguid para realizar el analisis

de expresion:
A) Transfeccion

Las células se transfectaron con los plasmidos portadores del promotor
experimental (Renilla) y control (Photinus).

B) Lisis

Se preparé amortiguador de lisis pasiva (PLB) a una concentracién 1X a partir
de PLB 5X. Se retir6 el medio de las células y se enjuagaron suavemente con
200ul de PBS 1X. Se adicionaron 100ul de PLB 1X a cada pozo y se dejaron
las muestras en agitacion a temperatura ambiente por 15min., se recupero el

extracto proteico y se centrifugd para precipitar los restos celulares.
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C)

D)

8.10

Preparaciéon de Reactivos

Se prepar6 el reactivo de ensayo de luciferasa Il resuspendiendo el sustrato
de ensayo de luciferasa liofilizado en 10ml de amortiguador de ensayo de

luciferasa Il (LAR II). Se requieren 100ul por ensayo.

Para la preparacion del reactivo Stop and Glo. Primero se preparé el sustrato
Stop and Glo 50X transfiriendo 200ul de solvente al sustrato Stop and Glo
liofilizado, el cual se resuspendio por vortex. Posteriormente, se adiciond 1pl

del sustrato Stop and Glo a 50 volumenes de amortiguador Stop and Glo.
Medicion de Luminiscencia

Las muestras se leyeron en el multidetector Victor 3, Perkin Elmer. Primero se
colocaron 20ul del lisado celular dentro de la placa opaca del luminbmetro. Se
prepararon los inyectores P y M con los reactivos LAR Il y Stop and Glo,
respectivamente. Posteriormente, se inyectaron 20ul de reactivo LAR Il a cada
pozo con el microinyector P. Las muestras se leyeron con un retardo
programado de 2s., con 10s., de integracion para detectar actividad de
luciferasa de Photinus. Después se inyectaron 20ul del reactivo Stop and Glo
a cada pozo con el microinyector M. Las muestras se leyeron con un retardo
de programado de 2s., y 10s., de integracion para detectar la actividad de

luciferasa de Renilla. Se imprimieron los datos obtenidos y se analizaron.

Ensayos de Retardamiento Electroforético (EMSA) entre el
promotor del gen CATSPER 1y el factor transcripcional SRY

La técnica de EMSA permite determinar la formacion de complejos proteina-DNA en

una electroforesis no desnaturalizante en gel de acrilamida debido al retraso en la

migracion electroforética del complejo respecto a la sonda de DNA no unida a la

proteina. La incubacion adicional de un anticuerpo especifico de una proteina

implicada en el complejo provocaria un mayor retraso en la migracién, lo cual se

conoce como super-retardo y permite demostrar la participacion de dicha proteina
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en el complejo. La sonda de DNA se marca radiactivamente para permitir la

visualizacion del resultado mediante una autorradiografia. Ademas, la incubacion con

un exceso molar de sonda sin marcar (sonda fria) permite identificar por competicion

cual de las bandas obtenidas corresponde a la union especifica a dicha secuencia.

Se sintetizaron sondas Unicamente para los sitios SRY dentro del promotor y sus

deleciones debido a que para el sitio CREB aun no se cuenta con las clonas

correspondientes. En seguida se muestran las sondas que fueron marcadas con *P:

5’
3/

5/
3/

5/
3/

5/
3/

5’
3/

PCATASRY3
T,= 81.5 + 0.41 (39%) - 675/59 - 10% = 76°C
CTGTGTCTCAAAAAAAAAAAAAGCCGGAAAGAGGGCAAAATGTGTATGAAGCAATCCTC 3/
GACACAGAGTTTTTTTTTTTTTCGGCCTTTCTCCCGTTTTACACATACTTCGTTAGGAG 5/

SRY3 Silvestre
To= (42x2) + (17x4) = 152°C
CTGTGTCTCAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAGAAAACAAAATGTGTATGAAGCAATCCTC 37
GACACAGAGTTTTTTTTTTTTTCTTTCTTTCTTTTGTTTTACACATACTTCGTTAGGAG 57

PCATASRY2
T,= 81.5 + 0.41 (56%) - 675/59 - 15% = 78°C
GACAGTGAGACTGTCTCAAAGGGCAAGGGCAAAAACAGGGAAACATGGGCTGGGCGCAG 37
CTGTCACTCTGACAGAGTTTCCCGTTCCCGTTTTTGTCCCTTTGTACCCGACCCGCGTC 57
SRY2 Silvestre
T.= (35x2) + (24x4) = 166°C

GACAGTGAGACTGTCTCAAAAAACAAAAACAAAAACAAAAAAACATGGGCTGGGCGCAG 37
CTGTCACTCTGACAGAGTTTTTTGTTTTTGTTTTTGTTTTTTTGTACCCGACCCGCGTC 57

PCATASRY1

T,= 81.5 + 0.41 (46.6%) - 675/60 — 11.6% = 78°C

CGAGACTCCATCTCAAAAACGGGCAAAGGGACACCCAACAACAACAACAACAAAAACCAT 37

GCTCTGAGGTAGAGTTTTTGCCCGTTTCCCTGTGGGTTGTTGTTGTTGTTGTTTTTGGTA 5’
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SRY1 Silvestre
To= (40x2) + (20x4) = 160°C
5’ CGAGACTCCATCTCAAAAACAAACAAAGAAACAAACAACAACAACAACAACAAAAACCAT 3f
3’7 GCTCTGAGGTAGAGTTTTTGTTTGTTTCTTTGTTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTTTTGGTA 5”

Para el ensayo se emplearon 10ug de proteina total de la linea celular HEK 293 y
10ug de proteina sintetizada in vitro, utilizando 1ug del vector de expresion pIRES-
SRY. Las células se lisaron con 100ul de amortiguador RIPA con inhibidor de

proteasas. Se empled 3.5pmol de sonda marcada para el EMSA.

A continuacion, se describe brevemente como se marcaron las sondas. Se
emplearon 5pmol (10ul) de cada sonda alineada previamente, se agreg6 2ul de
amortiguador T4 polinucle6tido cinasa 10X, 1pl de la enzima T4 polinucleétido cinasa
(5-10u/pl), 2ul de [y-*2P] ATP (3,000Ci/mmol at 10mCi/ml), y agua hasta tener un
volumen final de 20ul. Se incubé a 37°C por 30min. Posteriormente se dejo
precipitando toda la noche para eliminar lo que no fue incorporado. Lo anterior se
hizo adicionando 80ul de agua, 10ul de acetato de amonio 10M, 1ul de glucégeno y
900ul de etanol absoluto, se precipitd toda la noche a -70°C. Posteriormente se
centrifugd a 13 000 r.p.m por 15min. Se elimino el sobrenadante y se lavé con 800pl
de etanol al 70%. Nuevamente se centrifugé a 13 000 r.p.m por 15min., y se dejé
secar. En seguida se adicionaron 100ul de agua para tener una concentracion final
de 0.5pmol/pl.

Una vez marcadas las sondas, se procedi6 a realizar las reacciones de unién al DNA

de acuerdo con las siguientes reacciones:
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Reaccion 2

Reaccion 1

Glicerol 50% i Glicerol 50% 1yl
Amortiguador de unién 10X 2ul Amortiguador de union 10X 2ul
NP-40 14l NP-40 1ul

Proteina de extracto total de HEK 293 3pl Proteina de extracto total de HEK 293-SRY 8l

Agua 10ul Agua Sul
Volumen total 18yl Volumen total 18ul
Reaccion 3 (competidor Reaccion 4  (competidor  no
especifico) especifico)

Glicerol 50% 1yl Glicerol 50% 1yl
Amortiguador de unién 10X 2ul  Amortiguador de unién 10X 2l
Poly dI-dC 1yl Poly dI-dC 1l
NP-40 1ul NP-40 1ul
Proteina de extracto total de HEK 293 3ul  Proteina de extracto total de HEK 293 3ul
Oligo competidor no marcado (2pmol) 4ul  Oligo no competidor sin marca (2pmol) 4ul
Agua 6ul  Agua 6ul
Volumen total 18ul  Volumen total 18l
Reaccion 5 (competidor Reaccion 6  (competidor no
especifico) especifico)

Glicerol 50% 1l Glicerol 50% 1pl
Amortiguador de unién 10X 2ul  Amortiguador de unién 10X 2yl
Poly dI-dC ipl  Polydi-dC 1pl
NP-40 iu NP-40 ul
Proteina de extracto total de HEK 293-SRY 5ul  Proteina de extracto total de HEK 293-SRY 5yl
Oligo competidor no marcado (2pmol) 4pl  Oligo no competidor sin marca (2pmol) 4l
Agua 4yl Agua 4pl
Volumen total 18yl Volumen total 18l
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Se incubaron las reacciones a temperatura ambiente por 10min., y posteriormente se
adicionaron 2l del oligonucleétido marcado con **P. Cada una de las reacciones (1
y 2) se hizo por triplicado. Asi mismo, los ensayos de competencia (reaccion 3-6)
también se hicieron por triplicado tanto para el competidor especifico y para el no
especifico ya que se analizaron los sitios SRY1, SRY2 y SRY3 dentro del promotor
tanto para la proteina de extracto total de HEK 293 y para el extracto total de HEK
293 transfectado con pIRES-SRY. Para los EMSA se avaluaron los sitios mutados y
silvestres no asi para los ensayos de competencia ya que Unicamente se
consideraron los silvestres.

Una vez adicionadas las sondas marcadas con **P correspondientes para cada sitio
se incub6 por 20min a temperatura ambiente y se hizo una electroforesis no

desnaturalizante.

Previamente a la electroforesis, se pre-corrié un gel de acrilamida al 7% en TBE 0.5X
por 20min. El gel de acrilamida se elabor6 de la siguiente manera: 1ml de TBE 5X,
312.5pl de glicerol al 80%, 1.75ml de acrilamida al 40%, 10ul de TEMED, 100ul de
persulfato de amonio (APS) y 6.9ml de agua desionizada. Se cargaron los 20ul de
cada muestra y se corrié la electroforesis a 100V. Cabe sefialar que no se agreg6
amortiguador de carga, sélo se le adicion6 a un pozo libre para tomarlo como

referencia y asi evitar que la muestra saliera.

Una vez corrida la electroforesis se procedid a secar los geles por 1lhr en un
disecador de geles Gel Dryer de Bio-Rad. En seguida se colocaron los geles en el
cassette con la radiografia y se incubo toda la noche a temperatura ambiente. En
seguida, se rebeld la radiografia en un cuarto oscuro con las soluciones de revelado
y fijador por 1min para cada solucion. Se lavo con abundante agua y se dej6 secar,

para posteriormente observar el resultado.
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8.11 Andlisis estadistico

Los resultados presentados en las transfecciones y co-transfecciones corresponden
a la media * el error estandar (SEM) de tres experimentos realizados cada uno por
triplicado. La significacion estadistica se determiné mediante ANOVA de una via
seguido de un analisis de Bonferroni. Un valor de P menor de 0.05 fue considerado

significativo.
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9. RESULTADOS

9.1 Eliminacién secuencial de los sitios de uniéon a FT en la region
promotora del gen CATSPER 1

La construccion pCAT1 contiene la region gendémica de DNA humano incluye al
promotor CATSPER 1, su primer exdn y secuencias adyacentes (como sitios a FT
SRY y CREB), cuya longitud total es de 7022pb. En el laboratorio se generé la
construccion pCATA3 en donde se eliminé parte del extremo 3’ dejando una
construccion de 5573pb. A partir de esta construccion se delimitd la region promotora
de 739pb mediante la eliminacion de la region adyacente al 5 para evaluar la
actividad transcripcional del promotor, lo cual afectd la actividad transcripcional de
manera notable. Sin embargo, se desconocen las regiones importantes para la
transcripcion del gen CATSPER 1. Con la finalidad de determinar la participacion de
estas secuencias adyacentes o sitios de reconocimiento a factores de transcripcion
en la regulacion de la expresion del gen CATSPER 1 se procedié a generar una serie
de deleciones en donde se eliminaron los sitios de reconocimiento a factores de
transcripcion. Las deleciones se hicieron mediante mutagénesis sitio dirigida por
PCR. Cada una de las construcciones se denominé de acuerdo con el sitio de union
al FT y su localizacion respecto al sitio de inicio de la transcripcion (SIT). De manera
que los sitios SRY3 y CREB2 son los mas alejados del SIT, y SRY1 y CREBL1 son los
mas cercanos al SIT. La primera construccion se denominé pCATASRY3 en donde
se eliminaron 630pb rio arriba del promotor dejando una construccién con un tamafio
de 4943pb; en seguida se eliminaron 832pb donde se encuentra el sitio de
reconocimiento a CREB, delecion denominada pCATACREB2 con 4741pb;
continuando con las regiones adyacentes se elimind la secuencia de reconocimiento
a SRY de 1215pb, denominada pCATASRY2 con 4358pb; en seguida, se elimind
otro sitio de reconocimiento a SRY denominado pCATASRY1, donde se deletaron
1536pb dejando una construccion total de 4037pb; posteriormente se eliminaron las
secuencias gue son reconocidas por la maquinaria transcripcional basal (caja ACAAT

y elementos iniciadores) en donde se deletaron 189pb dejando una construccion con
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3870pb, esta delecion se denominé pCATABASAL; por ultimo se eliminé una
secuencia de reconocimiento a CREB denominada pCATACREB1 donde se
deletaron 1866pb dejando una construccion con 3707pb (Fig. 16). Cabe mencionar
que la pCATABASAL se genero a partir de la construccion pCAT739 que presenta el
promotor minimo de 739pb y donde el tamafio de la construccion es de 4059pb.

(A) (B)
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Fig. 16. Representacién esquematica de las regiones deletadas. El esquema se muestra en
direccion 5’ a 3’ de izquierda a derecha. (A) Deleciones obtenidas a partir de la construccion pCATA3’,
la delecion se denomind de acuerdo con la regién que se delet6. pCATASRY3 con un inserto de
1623pb, pCATACREB2 con un inserto de 1313pb, pCATASRY2 con un inserto de 1032pb,
pPCATASRY1 con un inserto de 709pb, pCATACREB1 con un inserto de 381pb. (B) Esquema de la
pCATABASAL con un inserto de 550pb, esta delecién se hizo a partir de la construccion pCAT739. El
numero asignado de cada delecién se asigno de acuerdo con la posicion dentro del promotor que no

involucra el primer exon.

Una vez obtenidos los productos de PCR con los posibles plasmidos portadores de
alguna delecidn, estos se transformaron en bacterias competentes de E. coli DH5a y
se procedio a seleccionar candidatos mediante una PCR de colonia que permitiera
identificar aquellos que portaban una delecion en el promotor amplificado. La PCR a
partir de colonias bacterianas permiti6 amplificar con los oligonucleétidos que
flanquean el promotor de CATSPER 1 clonado, de manera que se amplifica el
promotor completo (Fig. 17, carril 12) si en este no ocurrié delecion, o se pueden

identificar amplicones de menor tamafio en los cuales ha sido eliminada una region
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(Fig.17 carriles 1 y 3). Mediante esta seleccion se obtuvieron las clonas portadoras
de cada una de las deleciones planeadas.

PM 1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10 11 12
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Fig. 17. Seleccion de candidatos que portan la delecién a partir de la PCR de colonia. Se
observa un gel representativo de agarosa al 0.8% que muestra la seleccion de colonias candidatas, en
este caso es para la pCATACREB2 que presenta un inserto de 1313pb indicando que sélo dos

colonias son candidatas a portar la delecion (colonias 1y 3).

Posteriormente, de las clonas seleccionadas se extrajeron los plasmidos portadores
de las deleciones, los plasmidos se verificaron por restriccibn enzimética empleando
una enzima que tuviera un sitio Unico de corte, para que permitiera linealizar el
plasmido e identificar las construcciones portadoras de la delecidén. Se selecciono la
enzima EcoRI para cortar y linealizar el plasmido, el cual por andlisis electroforético

permitid identificar el peso total de cada una de las construcciones (Fig. 18).
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Fig. 18. Restriccion enzimética de las deleciones con la enzima EcoRI en un gel de agarosa al
0.8%. A continuacién se describen los carriles de izquierda a derecha: en el carril 1 se muestra el
marcador de peso molecular (P.M.) de 1Kb; carril 2, pPCATASRY3; carril 3, pPCATASRY3 digerido, se
linealiz6 el plasmido, P.M. de 4943pb; carril 4, pPCATACREB2; carril 5, pPCATACREB2 digerido, P.M.
de 4741pb; carril 6, pCATASRY2; carril 7, pCATASRY2 digerido, P.M. de 4358pb; carril 8,
pCATASRY1; carril 9, pCATASRY1 digerido, P.M. de 4037pb; carril 10, pCATACREB1; carril 11,
pCATACREBLI1 digerido, P.M. de 3707pb; carril 12, pCATABASAL; carril 13, pCATABASAL digerido,
P.M. de 3870pb.
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Las eliminaciones generaron plasmidos de diferente tamafio, cada uno de ellos
contiene la regiébn promotora con deleciones en su extremo 5, por lo que la longitud
el promotor también se fue acortando (Tabla 1). La mayor de las deleciones obtenida
eliminé un fragmento de 1866pb del plasmido, lo que indica que la delecién por PCR

funciona para eliminaciones grandes en plasmidos.

Tabla 1. Longitud esperada de las deleciones obtenidas por PCR. Considerando que a parir de la
construccion pCAT1 se obtuvo la pCATA3 y que de esta ultima se hicieron las deleciones:
pCATASRY3, pCATACREB2, pCATASRY2, pCATASRY1 y pCATACREBH1, asi como la construccién
pCAT739. La pCAT739 fue molde para la elaboracion de la pCATABASAL. Todas las regiones

promotoras estan clonadas en el vector pRL-null.

Plasmido Longitud Longitud del Regién deletada

Total Inserto

pCAT1 7022pb 3702pb Construccion completa

pCATA3’ 5573pb 2253pb 1450pb
pCAT739 4059pb 739pb 1497pb
pCATASRY3 4943pb 1623pb 630pb
pCATACREB2 4741pb 1313pb 832pb
pCATASRY2 4358pb 1032pb 1215pb
pCATASRY1 4037pb 709pb 1536pb
pCATACREB1 3707pb 381pb 1866pb

pCATABASAL 3870pb 550pb 189pb

Para verificar la precision y fidelidad de la delecion planeada, se analizaron las
secuencias nucleotidicas en el sitio de la delecién y la secuencia del promotor que
persiste. Para esto, se seleccionaron algunas de las colonias candidatas de las

deleciones y se realizaron reacciones de secuenciacidon que posteriormente se
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mandaron analizar en un secuenciador automético ABI Prism 377 para verificar las

bases nucleotidicas en el sitio de las deleciones.

Para cada delecion se disefiaron oligonucledtidos especificos de las regiones
adyacentes a la region que se pretende eliminar. La pCATASRY3 se disefio en la
posicion -1318 de la secuencia del promotor, es decir en esa posicion se partio para
la eliminacion de la secuencia rio arriba del promotor, dejando una construccion de
4943pb incluyendo el vector. La region eliminada fue de 630pb. El oligonucleétido
para la pCATACREB2 se disefid en la posicion -1059 del promotor, dejando una
construccion de 4741pb y la region eliminada fue de 832pb. La pCATASRY2 se
disefio en la posicion -737 de la secuencia del promotor, dejando una construccion
de 4358pb, la region eliminada fue de 1215pb. El oligonucleétido para la
pCATASRY1 se disefio en la posicion -409 de la secuencia del promotor,
comprendiendo parte del promotor de 739pb, en esa posicion se partio para la
eliminacién de la secuencia rio arriba del promotor, dejando una construccion de
4037pb, la regién eliminada fue de 1536pb. Para la pCATABASAL, los
oligonucledtidos se disefiaron dentro del promotor de 739pb, el oligonucledtido en
sentido, se disefidé en la posicién -113 y el antisentido en la posicion +140 de la
construccion completa (5573pb), para eliminar una region de 189pb, dejando una
construccion de 3870pb. El oligonucledtido para la pCATACREB1 se disefio en la
posicion -83 dentro de la secuencia del promotor, para eliminar la secuencia rio
arriba del promotor, dejando una construccion de 3707pb incluyendo el vector. La
region deletada fue de 1866pb (Tabla 1 y Fig. 19). Cabe mencionar que para todas
las construcciones excepto para la pCATABASAL, parte del extremo 5 del

oligonucledtido en sentido contiene la secuencia del vector.

Las secuenciacion automatica de las clonas permitié obtener la secuencia completa
de los 2000 pb del promotor clonado, esta secuencia mostré algunos cambios que
existen dentro de la secuencia del promotor clonado respecto al reportado en el
GENBANK ID (ver tabla 1y 2 del apartado de ANEXQOS). Por otra parte, durante la

construccion de la delecion pCATACREB2 nos percatamos de una region repetida
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que producia una clona inesperada con una region mas acortada que la prevista
(1000pb)

pCATACREB2 para evitar esta delecién no planeada.

-1741

-1681
-1le621
-1561

-1501
—-1441
-1381

-1321
-1261
-1201

-1141
-1081
-1021
561
-501
—-841

=781

=721
-66l
-&01
—-541

—481

—421
-361

TCTETCARDT

TETGTATGGS
CEGEECAGATC
TEARACCCCR

TARCTTTCAGT
TECTETGAGE
TCARDDODAT

BredeTeaTra

ATRAATRAATGEC
ACTTAGGGAS

ARCATGEETER

GEEEATARRC

CCEGEECACGE
GTTTGAGRATC
TCTCTACTAR

TARCTTEGGRAG
TGAGARCCATG
AOLRALGALRG

GTTTALATTTT
CAATTARCAT
TGCEAGETEE

ARCCCCETCT

AATATCTRACC

TEECECATGEE
AGGRGTTCGA
ALTRACARRMARDG

ACTGAGGCRAG
CCACTGECRACT
RADGADDACR

GETRAATARCC
GTATTGECCR
GTGGEATCATT

CTACTRARDDD

GTAGTCGCR GCTACTAGGERE ARG

ATTGCAGTGER
CTCRLDDD DD
CCAGCTRACTC
TEAGTEERAG

TTTEEARGES

GCCARAGATTGE
RRRAODDODD
AGGEEECTAR
TCATGCCGECT

TGAGEC
CACCCCGEECH
BATTAGCCGE
GECAGGAGEC
GCACTCCAGC

ATGTGGEEECT

CTGTAATCCC
GACCAGCCTG
ALGTTAGCTG

GAGAATTECT
CCRACCCTAGG

ATTGTGAGER

AGCACTTTGG
ACCRARACRAGEE
GECGETAGTGEE

TEARATTCRAGE
TEARCAGAGCR

(Fig. 19). Fue necesario el nuevo disefio de oligonucleétidos en la

TTALATTTRAR

GTTGTCGAGS
TEARRCCCCR
TGCACGCCTS

AGETEEAGET
AGACTGETGETC

AQATGTGTATIGQQGCQATCC

CTRARAGGEEE
GECATGGETGE
TGAGETCAGS

TACALLARTT
AGGAGRATTG
CTCCAGCCTA
GETGEEETAT
TCACTTGEAAC
CTGEETERCEH

TCARTARATG

GTTCCARGAT
CTCACACCTG
AGTTCARAGRG

AGCTGGEGETET
CCTGRALCCCR
GTGACAGRAGT
GETGETGEEET
CTEEEAGEER
GTGAGACTET

ACRARRARAC ATGGGLTGEE CGCAGTGECT CACAACTETA

CARGGCAGEC GGATCACGAG GTCAGGRAGAT CAAGACCATT
IGETGRARRCC CCGTCTCTAC TARBARTACE BRBAGTTAGC CGGGCGTGET
TETAGTCCCAE GCTACTTGGEGE AGGCTGAGEC AGGAARATGS CATGRAAGCTG
GTTGECAGTER GTCARGATCG TGCCACTGCR CTCCAGCCTS GGLGACAGRAG

TCTCAAAAAC RAARCAAAGAR ACARACARACE ACARCAACAR CRARANCCAT

SRY3

CAAGRARGRGR
ARMATCCCAGT
CAGCCTCGETC

CRFR?

GGTET GCA
GERAGGCAGRAG
ARGALCTCTGET
GECTGETAATC
GRAGRATTGEOCR
CTCRLRRDAC
SRY

ATCCCARCRAT gRy?2

CTGECTALCE CREB2
GGETEGECGECC  1000ph

GERAGETEEAG
CERGRACTOCH

GTATTATGCT |

bIIEEIBIEE_EEdTTRCRTR TCTTAACTTT TTTGATCCTGE TGEGCTAGET ATTATTATTC
CCATTTTACER GAGGRAAGRARAD CTGAGGCACSE GEAARAGTTCARA GCARACARGCC CAAGGTCACH
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CCRAGCACAGT

AGERAGTTTGR
TEAGECCCTE

TTTCTGGARG

AGECGEGEEGECC

CREBO

CATGGATCRAL

+181 AACTCAGTGC CTGRARARAGGC TCAGRATGAG GCAGACACCE ATRACGCRGR TAGGTTCTTT

SRYO

+241 ccAGGCCACE GCAGAGCTCT

+301

CGCTCTCACT
GAGTTECACC

CATCACCCCC ACACCACAGE
ATCACGGCGET

CCACCATTAC

19.

correspondiente a cada una de las deleciones realizadas.

Fig. Secuencia de promotor, donde se sefiala la posicién del oligonucleétido

Por otra parte, para verificar la delecion ademas de hacer una restriccion enziméatica
también se realiz6 una reaccion de secuenciacion automatica para corroborar que
cada delecion se haya realizado en la posicién correcta. En las secuencias obtenidas
se realizo la busqueda de la secuencia del oligonucleétido especifico para producir la
delecién, de manera que estas secuencias se encuentran en cada construccion (Fig.
20).

(A)

Promotor

Vector

PCATACREB2 | 5, ceacererancerr 3714nc

;37 34nt

AGRTCTCGAGCTCTAAGCTTAC TGGGAA CCCCAGRARGRGCTGCGCTETGCACATAT GRATICAGCATACRAGGE CARGCT CTGCRGT GGAT TCCAGGRGGARGACR
GGACAGCATGAAGGT TACAGATACAGAC TTIGGAGT GAGATAGCACTGACGGTAAGT TTT CAT TCAT CAAGCAACTCATT TATATICTCTGAGCCATAGCACCTTT
GTCTGTCARAT GGGGATARACAATATCT ACCATGT GGGGCTATIGTGAGGAT TAAATIT AAT GTGT ATGGGCC GGG CACGETGGCGCATGCCT GTAATCCCAGCA
CITIGGGI TGT CGAGGCGGGCAGAT CGT TTGAGAT CAGGAGT TCGAGAC CAGCCTGACCAACAGGG TGAAACCCCATCT CTACTARAATACARARGAAGT TAGCT
GGGCETAGTGETGCACGCCTGT ACT TICAGCT ACT TGGGAGACTGAGGCAGGAGAATIGCTT GART TCAGGAGGTGGRGGTTGCTGTGAGCTGAGRCCATGCCAC
TGCACTCCACCCTAGGTGACAGAGCARGRCTGTCT CTCARARRRARRARARG ARAG ARA GRAARCARAR TGTGTAT GRAGCAATCCTCARTARRTGATGGCTGAT
RGTTTAATTTT GETARTARCCCTARAGGGGGETTCCARGATC ARG ARGRGAATAAT ART GCCARTT ARCATGT ATT GGCCAGGCAT GETGGCT CRCACCT GARAT
CCCAGCACTTAGGGAGTGCGAGGTGGGT GGAT CAT TTGAGGT CAGGAGT TCAAGAGCAGCCT CGTCARCATGGTGARAC CCCGTCT CTACTAARAAT ACARRARAT
TGAGGCAGGAGAART TGCCTGAACCCAGGAGGCAGAGAT TGCAGTGAGC CAAGATTGCACC

*CTGTAGICGCAGCTACTAGGAAAS

CCGGCACT CCAGCCTAGT GACAGAGTAAGACTCTGT
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pCATABASAL pCATACREB1
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Fig. 20. Verificacion de las deleciones por secuenciacién automética. (A) Construccion

pCATACREB2 que representa la ubicacién del oligonucleétido en el vector y dentro de la secuencia
del promotor. La regién sombreada marca la deleciéon que al llevarse a cabo de manera correcta se
elimina permitiendo que el oligonucleétido del vector se empalme con el resto del promotor. (B)
Representacion de los electroferogramas de secuenciacién indicando la unién del oligonucleétido que
confirmar la delecion.

En cada una de estas se encontrd la secuencia integra del oligonucleétido disefiado
para cada delecién, sin pérdida ni ganancia de nucleétidos en el sitio de la delecidn.
Asimismo en los electroferogramas se puede observar que la lectura de esta regién
coincide con sefales legibles para cada nucleétido y por arriba del fondo (sefiales no
especificas). Una vez confirmada las deleciones por restriccion y secuenciacion
automatica (Fig. 20) se procedieron a realizar los ensayos de transfeccion en la linea

celular HEK 293 con los plasmidos obtenidos.
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9.2 Actividad transcripcional del promotor CATSPER 1 y sus deleciones en
lalinea celular HEK 293

Con base en las deleciones obtenidas se realizaron los ensayos de transfeccion in
vitro mediante la técnica de lipidos catidnicos en la linea celular HEK 293, con la
finalidad de evaluar la actividad transcripcional de la region promotora del gen

CATSPER 1 en cada una de las construcciones.

Para evaluar la actividad transcripcional de las construcciones que portan las
deleciones se considero lo siguiente: El plasmido pRL-null, en el cual se clonaron los
insertos que presentan las deleciones, porta el gen de luciferasa de Renilla
reniformes (Rluc). El vector pGL3-CMV se empledé como control interno, ya que
contiene luciferasa de luciérnaga (Photinus pyralis) para monitorear la actividad
transcripcional de las células transfectadas y ademéas el promotor de CMV
(CitoMegaloVirus) que proporcionan un alto nivel de expresion de luciferasas de
Renilla reniformes y Photinus pyralis respectivamente. También se emplearon los
vectores sin promotor como controles negativos y los vectores con el promotor de

CMV como controles positivos.

Por otra parte, en todos los ensayos de transfeccion se empleé el sistema de ensayo
de luciferasa dual para la determinacion de actividad de las luciferasas descrito
previamente en la metodologia. La actividad transcripcional se determiné mediante la
actividad de luciferasa de Renilla reniformes obtenida de cada una de las
construcciones empleadas y fue normalizada con el control interno de luciferasa de
Photinus. La actividad transcripcional observada en la construccion pCAT1, fue
considerada como expresion basal asignandole el valor de 1. Lo anterior se realiz6
con el objetivo de observar el efecto en la transcripcion al retirar las secuencias de

los sitios de reconocimiento a los FT SRY y CREB en el promotor.

La actividad transcripcional observada en cada una de las construcciones resulto
positiva y por arriba del fondo observado en el control negativo. Se evalud en

primera instancia la pérdida de las sefales putativas para la maquinaria basal de la
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transcripcion. La figura 21 muestra la actividad transcripcional de la pCATABASAL
comparada con la pCATAS3’ y la construccion completa pCAT1. La pCATABASAL fue
normalizada con la actividad de luciferasa de Photinus y se considero la pCAT739
como expresion basal. Se empleo un control negativo en cual consistio en colocar las

células en las mismas condiciones pero sin transfectar.

(A)

1741
1321
1081
781
421
181
121
+1
+61
+241
+301
+1501

PCAT1 i CATSPER 1 ReLUC

PCATAY ReLUC
PCATT39 I ReLUC
pCATABASAL I RellUc

(B)

S/transfectar

PCAT1

pCATAZ’

pCAT739

pCATABASAL { H

T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7

Actividad Relativa de Luciferasa
Fig. 21. Analisis de la construccion pCATABASAL usando transfeccion in vitro en la linea

celular HEK 293. (A) Esquemas representativos de las construcciones que indican la posicién en la

que se encuentran dentro del promotor. (B) Evaluacién de la actividad transcripcional de la
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construccion pCATABASAL comparada con la construccion pCAT1, pCATA3’, y el promotor de
739pb. En la construccién pCATABASAL se eliminaron las cajas ACAAT, TATAG Yy dos sitios CREB.
*P<0.05 comparada con pCAT1, pCAT739 y pCATABASAL (ANOVA seguido de un analisis de

Bonferroni).

Como se puede observar, el analisis de la construccion pCATABASAL muestra una
similitud con los antecedentes que se tenian referentes a la actividad transcripcional
de la construccion pCAT1 respecto a la construccion pCATA3’ ya que al deletar el
extremo 3’ del primer exén que no correspondia al promotor hay un incremento de la
actividad transcripcional pero al delimitar al promotor a 739pb hay una disminucion
considerable en la actividad transcripcional del promotor del gen. Sin embargo al
eliminar secuencias como cajas ACAAT, TATAG, el sitio de inicio de la transcripciéon
y el sitio denominado CREBO (debido que se encuentra muy cerca del sitio de inicio
de la transcripcion), no se afecta de manera considerable la actividad transcripcional
ya que en la ausencia de estas cajas y sitios que pudieran ser importantes para la
transcripcion del gen, el gen se sigue transcribiendo en condiciones basales de
manera similar al vector pCAT739. Por lo tanto, las cajas CCATTTT, cajas
GGCGCCC, CREBL1 y el sitio de reconocimiento al FT SRY1 asi como el sitio al FT
SRYO0 (debido a que se encuentra rio abajo del sitio de inicio de la traduccién y
porque comprende al promotor) podrian ser suficientes para la transcripcion basal del
gen CATSPER 1 humano (Fig. 19).

En cuanto al andlisis de las regiones de union a factores de transcripcion que se
localizan rio arriba del promotor fue medida la actividad transcripcional de todas las
construcciones. Las deleciones en las que se eliminaron los sitios de reconocimiento
a los FT SRY y CREB fueron comparadas con la construcciéon pCAT1, pCATA3’ y la
pCAT739. Todas las construcciones fueron normalizadas con la actividad de

luciferasa de Photinus y se considero la construccion pCAT1 como expresion basal.

(A)
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Actividad Relativa de Luciferasa
Fig. 22. Andlisis de las construcciones pCATASRY3, pPCATACREB2, pCATASRY2, pCATASRY1 y
pCATACREB1 usando transfeccién in vitro en la linea celular HEK 293. (A) Esquemas
representativos de las construcciones que indican la posiciéon en la que se encuentran dentro del
promotor. (B) Evaluacion de la actividad transcripcional de las construcciones pCATASRY3,
pCATACREB2, pCATASRY2, pCATASRY1 y pCATACREB1. *P<0.05 comparadas con las
construcciones  pCATA3’, pCATASRY2 y pCATASRY3 (ANOVA seguido de un andlisis de

Bonferroni).
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Los resultados obtenidos del analisis de las deleciones del promotor conducen a
que la eliminacién de los sitios de unién a FT producen una disminucion en la
actividad transcripcional cuando estos estan alejados del sitio de inicio de la
transcripcion, pero este efecto se revierte al eliminar los sitios cercanos al sitio de
inicio de la transcripcion y aumenta en los sitios mas proximos. Ya que al eliminar el
sitio SRY3 y CREB2 se disminuye significativamente la actividad transcripcional del
gen indicando que estos FT podrian estar actuando como activadores de la
transcripcion. En contraste, al eliminar los sitios SRY2, SRY1 asi como el sitio
CREB1 se observa un incremento en la actividad transcripcional sefialando que
estos sitios estan actuando como represores de la actividad transcripcional del gen

cuando estos estan presentes en el promotor.

Para determinar si el FT SRY estd actuando como activador o represor de la
actividad transcripcional de CATSPER 1 se procedié a realizar ensayos de co-

transfeccion con dicho factor.

9.3 Efecto de la sobreexpresion del factor transcripcional SRY en la
actividad transcripcional del promotor CATSPER 1

Con la finalidad de evaluar el efecto de la sobreexpresion del FT SRY sobre el
promotor de CATSPER 1 se realizaron ensayos de co-transfeccion.

Los ensayos de co-transfeccion se realizaron con la construccion pIRES-SRY, el
mensajero de SRY se clon6 en el vector de expresion pIRES-hrGFP este vector
contiene el sitio interno de entrada de ribosomas (IRES) entre el sitio de clonacion
multiple (MCS) y la EGFP de la region codificante, esto permite que tanto el gen de
de interés (SRY) clonado en el MCS y el gen EGFP se traduzcan de manera

independiente a partir de un RNAm bicistronico (Fig. 23).
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Fig. 23. Construccién pIRES-SRY en la cual el gen SRY se traduce de manera independiente

respecto al gen de EGFP.

Previo a la co-transfeccion se hizo una transfeccion con la construccion pIRES-SRY
en la linea celular HEK 293 con el objetivo de evaluar la expresion endégena de SRY
en dicha linea (Fig. 24).

HEK 293-SRY

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01

Actividad Relativa de Luciferasa

Fig. 24. Eficiencia de la transfeccion con el pldsmido pIRES-SRY. Las células HEK 293 fueron

transfectadas con y sin pIRES-SRY asi como con el control endégeno pGL-CMV, del cual se evalla la
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expresion de luciferasa por su actividad como pardmetro de eficiencia de transfeccion de ambos
plasmidos.

La transfeccion en la linea celular HEK 293 con la construccion pIRES-SRY se hizo
mediante las condiciones mencionadas en la metodologia, en el apartado de co-
transfeccion con TurboFect. Se empleé como control interno de transfeccion el
plasmido pGL3-CMV para evaluar las células transfectadas. Los datos obtenidos de
la transfeccion en la linea celular HEK 293 con la construccion pIRES-SRY
demuestran buena eficiencia de la transfeccion, aunque en la figura 24 se observa
una ligera sefial de la linea celular sin transfectar comparada con la transfeccion con
pIRES-SRY en donde denota un incremento de la actividad transcripcional sugiriendo
que la mayoria de las células si fueron transfectadas con la construccion pIRES-SRY
y pGL3-CMV.

Después de verificar que si fue transfectado el plasmido en células HEK 293, de
estas células se obtuvieron el RNA total y la proteina para verificar la expresion y
traduccion de SRY. Posteriormente, a partir del RNA total se realiz6 la
retrotranscripciéon del mensajero de SRY para la sintesis de cDNA y confirmar
mediante un RT-PCR la presencia del transcrito en la linea celular transfectada y en
células sin transfectar. Se confirmo la expresién de SRY en las células transfectadas
y muy baja expresion de SRY enddgeno en la linea celular sin transfectar (Fig. 25,
carriles 6 y 4). Asimismo fue amplificado el transcripto proveniente de
espermatozoides de humano (Fig. 25 carril 5). Por otra parte, la proteina total de
células transfectadas y sin transfectar se utilizo para determinar la presencia de la

proteina SRY mediante Western blot (Fig. 26).
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Fig. 25. Identificacién del transcrito SRY en la linea celular HEK 293. De izquierda a derecha se
muestra: 1) Peso molecular de 1Kb; 2) PCR del control negativo; 3) PCR del control positivo; 4) RT-
PCR del cultivo celular de HEK 293; 5) RT-PCR de espermatozoides humanos; 6) RT-PCR de la
transfeccion del FT SRY en la linea celular HEK 293, donde se observa un fragmento de amplificacion
de 616pb correspondiente al transcrito de SRY. También se muestra la amplificacién del gen

constitutivo 18S de 350pb que se empleo como control.

PM - HEK HEK-SRY

36
= —27 KDa SRY
55
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36

Fig. 26. Identificacion de la proteina SRY en la linea celular HEK 293. De izquierda a derecha se

muestra: PM (Peso molecular de 250KDa), Western Blot de: Control negativo, HEK 293 sin transfectar
y HEK 293 transfectada con el FT SRY, donde se observa la proteina de SRY con un peso de 27KDa.

La proteina GAPDH con un peso de 38KDa se empleo como control.

La proteina SRY pudo ser detectada en el extracto de HEK 293 transfectada y no asi
en las células sin transfectar, en tanto que se detecté la enzima GAPDH en ambos
extractos celulares. El peso de SRY esperado es de 27kDa y este coincide con la

deteccion observada en la proteina de HEK 293 transfectada (Fig. 26)

Con lo anterior se demostr6 mediante RT-PCR que si hay expresion del RNAm
endogeno del FT SRY en espermatozoide de humano y la linea celular HEK 293 sin
transfectar. Asimismo, SRY se expresa en la linea celular HEK 293 transfectada con
el plasmido pIRES-SRY, del cual fue posible detectar al FT SRY en la proteina total y
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verificar su tamafio por western blot. Una vez comprobada la expresion del FT SRY y
produccién de su proteina en la linea celular HEK 293 transfectada se procedio a

realizar los ensayos de co-transfeccion para evaluar su efecto sobre el promotor.

S/transfectar
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Fig. 27. Efecto de la sobreexpresion de SRY en la actividad transcripcional del promotor
CATSPER 1. La linea celular HEK 293 transfectada con las construcciones pCATA3’, pCATAS’,
pCATABASAL, normalizada con la actividad del control endégeno pGL-CMV y se considera la
actividad total de pCAT1 como una unidad de actividad relativa. Se empleo el plasmido pIRES como
control negativo. * P < 0.05 comparada con pCAT1 y pCAT739 (ANOVA seguida por un andlisis de

Bonferroni).

En primera instancia, fueron analizadas las primeras construcciones obtenidas junto
a la portadora de la delecion de elementos de unién para la maquinaria de la
transcripcion basal. Los resultados obtenidos conducen a que la sobreexpresion del
FT SRY en las construcciones pCATA3’, pCAT739 y la pCATABASAL afecta de
manera positiva en la actividad transcripcional al deletar las regiones 3’y 5 que
flanquean al promotor, excepto para la construccion pCAT1 que se mantuvo igual
que la transfeccibn mostrada en la figura 21. A pesar de que la construccién

pCATA3’ parece comportase de la misma manera, se observa que hay un ligero

59



incremento en la actividad transcripcional. Por otra parte, en las construcciones
pCAT739 y pCATABASAL si se observaron diferencias ya que la construccion
pCAT739 tuvo un incremento de la actividad transcripcional casi al doble mientras
qgue la construccion pCATABASAL se dispar6 aproximadamente cinco veces mas de
su actividad normal mostrada en la figura 21, sugiriendo que este factor podria estar

actuando como activador transcripcional.

Por otra parte, también se evalud la sobreexpresion del FT SRY con las deleciones
generadas en el promotor de CATSPER 1.

Sltransfectar |
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Fig. 28. Efecto de la sobreexpresion de SRY en la actividad transcripcional del promotor
CATSPER 1. La linea celular HEK 293 transfectada con las construcciones pCATA3’, pCAT739,
pCATASRY3, pCATACREB2, pCATASRY2 y pCATASRY1, normalizada con la actividad del control
enddégeno pGL-CMV y se considera la actividad total de pCAT1 como una unidad de actividad relativa.

Se empleo el plasmido pIRES como control negativo.

De acuerdo con los resultados mostrados en la figura 28, las co-transfecciones con el
FT SRY y el promotor con sus deleciones, si tiene un efecto positivo en cuanto a la

actividad transcripcional en comparacion a la transcripcion basal observada con las
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mismas construcciones (Fig. 22) en ausencia del FT SRY. La mayoria de las
construcciones tuvieron un incremento en la actividad transcripcional, en relacion a la
actividad de la construccion pCAT1 que se mantiene con la actividad transcripcional
baja, a excepcion de la construccion pCATASRY3 que tuvo una menor actividad
relativa. Por otra parte, la construccion pCAT739 incrementd su actividad al doble,
pCATACREB2 lo increment0 tres veces mas, mientras que la construccion pCATA3’
lo hizo hasta siete veces mas en actividad. Sin embargo, las construcciones
pCATASRY2 y pCATASRY1 fueron las que mas dispararon su actividad casi veinte
veces mas que la construccion pCAT1. Contradictoriamente, a pesar de que estas
construcciones han perdido los sitios de union para el FT SRY, se observé un
incremento en la actividad. Las construcciones mantienen el sitio SRYO, sugiriendo
un papel importante en regulacion para el sito SRYO localizado rio abajo del sitio de

inicio de la transcripcion.

De acuerdo con lo anterior, la sobreexpresiéon del FT SRY también genera un
aumento en la actividad transcripcional del promotor en las construcciones que
conservan al promotor minimo y no asi cuando estan presentes todos los sitios de
unién. Por tanto, inducir la sobreexpresion del FT SRY si favorece la actividad
transcripcional del promotor CATSPER 1 en ausencia de los sitios SRY 1y 2, lo que

indica que SRY 0 rio abajo puede ser reconocido y activar la transcripcion.

9.4 Analisis de la interaccion in vitro de los sitios de union a SRY del
promotor CATSPER 1y el factor de transcripcion SRY

La unién a los sitios de reconocimiento por el FT SRY se determiné in vitro usando
sondas de DNA marcadas con *?P y extracto total de proteina de la linea celular HEK
293 y proteina total de HEK 293 transfectada con la construccion pIRES-SRY. La
union de DNA-proteina se determin0 mediante ensayos EMSA, descrito en el
apartado de la metodologia. Las sondas de DNA se disefiaron basadas en la
presencia de los sitios de unién predichos en el promotor y se analizé en el programa
bioinformatico: TFSEARCH: Searching Transcription Factor Binding Sites (ver 1.3).

Asi mismo, se generaron mutaciones en los sitios de union en otro par de
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oligonucledtidos para verificar la especificidad por el sitio. Los oligonucleétidos con
mutaciones fueron analizados por el programa para corroborar que las mutaciones

eliminan el sitio de reconocimiento al FT SRY.
Las secuencias de las sondas empleadas para cada sitio se enlistan a continuacion:

SRY3MUT
5’ CTGTGTCTCAAAAAAAAAAAAAGCCGGAAAGAGGGCAAAATGTGTATGAAGCAATCCTC &

SRY3WT
5 CTGTGTCTCAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAGAAAACAAAATGTGTATGAAGCAATCCTC 3

SRY2MUT
5’GACAGTGAGACTGTCTCAAAGGGCAAGGGCAAAAACAGGGAAACATGGGCTGGGCGCAGS

SRY2WT
5GACAGTGAGACTGTCTCAAAAAACAAAAACAAAAACAAAAAAACATGGGCTGGGCGCAG 3

SRY1IMUT
5 CGAGACTCCATCTCAAAAACGGGCAAAGGGACACCCAACAACAACAACAACAAAAACCAT 3

SRY1IWT
5 CGAGACTCCATCTCAAAAACAAACAAAGAAACAAACAACAACAACAACAACAAAAACCAT 3

DHHT485C

5 CCTTGAGACTCTGCACGCGCTAGG 3’

Las bases nucleotidicas marcadas en rojo, indican donde se llevd a cabo la
mutacion. La longitud de los oligonucledtidos es larga debido a que seran utilizados

para introducir las mutaciones en los plasmidos.

Los ensayos de union fueron analizados en presencia de un exceso de competidor
especifico no marcado con *?P (sondas silvestres) y un exceso de un competidor
inespecifico (DHHT485C). En cada caso se esperaria que la unién correspondiente
para cada sitio SRY de la sonda silvestre se viera afectada eficientemente debido a
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la competencia con la sonda no marcada silvestre puesto que esta Ultima se
encuentra en exceso. En contraste, con la sonda inespecifica que mostrara la

especificidad de la interaccion en la que se continta formando el complejo (Fig. 29).

SRY1WT I
SRY2WT T
SRY3WT S
SRY1WT* + 0+ + - - - - - -
SRY2WT* - - -+ o+ o+ - - -
SRY3WT* S

T485C
(*Marcado con *2P)

Fig. 29. Ensayo de competencia y retardamiento electroforético de los sitios de union SRY del
promotor de CATSPER 1. Los oligonucleétidos silvestres (1 pico mola) con los sitios de union
a SRY fueron incubados con extracto de proteina de HEK 293 transfectada con pIRES-SRY.
Para determinar la especificidad de union, se adicion6 un exceso de sonda especifica sin marcar o un
exceso de sonda inespecifica (DHHT485C). Se emplearon 2pmolas de sondas especificas e

inespecificas que fueron incubadas con 10ug de extracto total de proteina.

Los ensayos de competencia demostraron la interaccion DNA-proteina de manera
especifica para los sitios de union a SRY del promotor CATSPER 1y el FT SRY. El
exceso de oligonucledtido especifico para cada uno de los sitios SRY desplaza la
sonda marcada y no se forma el complejo DNA-proteina. El exceso de sonda

especifica sin marca tiene mayor posibilidad de interaccionar con las proteinas
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presentes en el extracto. En comparacion, la sonda marcada, en ausencia de
oligonucledtido competidor, forma el complejo y se aprecia en un peso mayor al de la
sonda libre (Fig. 29). En cambio, con el exceso de sonda inespecifica se demuestra
gue la interaccion de la sonda marcada con la proteina es especifica, y que esta no
es desplazada por el DNA sin sitio de union a SRY2. Sin embargo se observo que los
sitios SRY1 y SRY3 son desplazadas parcialmente por la sonda inespecifica. Lo
anterior demuestra que existe interaccion fisica entre el FT SRY sobreexpresado en
células HEK 293 con los oligonucledtidos que portan los sitios SRY del promotor de

CATSPER 1, con los que formé complejos DNA-proteina.

Para verificar si la unidon corresponde al reconocimiento de los sitios dentro del
oligonucledtido, se espera observar que el complejo DNA-proteina se forme sélo en
los oligonucleodtidos portadores del sitio SRY silvestre en tanto que los
oligonucledtidos con sitios SRY mutantes no formen el complejo con SRY (Fig. 30 y
31). Los ensayos de retardo en la movilidad electroforética realizados con el extracto
total de proteina de la linea celular HEK 293 mostraron interaccién para los sitios
silvestres que era como se esperaba ya que en ellos se encuentran los sitios de
unién al FT SRY. Sin embargo, para los mutantes también aparecié la formacion del
complejo DNA-proteina pero en una menor cantidad a los silvestres (Fig. 30 carriles
4 y 6). Solo en el sitio SRY2, las mutaciones introducidas evitan la formacion del
complejo con el SRY enddgeno (Fig. 30, carril 5). El sitio SRY2 mutante generd la
formacion de un complejo muy por debajo del esperado, esto posiblemente se deba
a la interaccidon inespecifica que pudo haber ocurrido con el extracto total de la
proteina. Ademas, el extracto total de HEK 293 generd la formacion de nuevos
complejos ademas del complejo esperado de los sitios silvestres. Cabe sefialar que
la expresién endoégena de SRY en las células HEK es baja y esto permitiria que otras

proteinas se unieran al DNA.
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SRY wt SRYmut

1 2 3 4 > &

Complejo
Proteina-DNA

Sonda Libre

Fig. 30. Ensayos de retardo de la movilidad electroforética para identificar la uniéon de SRY a
sitios identificados dentro del promotor de CATSPER 1. Los EMSAs se usaron para determinar si
ocurre interaccion directa entre SRY vy las regiones del promotor del gen CATSPER 1. Se empled
1pmol de sonda marcada radioactivamente y se incubd con 10ug de extracto total de proteina de la
linea celular HEK 293. Los carriles 1, 2 y 3 muestran la interaccién de los sitios SRY 1, SRY2 y SRY3
silvestres, respectivamente dentro del promotor de CATSPER 1. Mientras que los carriles 4, 5y 6

muestran la interaccion de los sitios SRY1, SRY2 y SRY3 mutantes, respectivamente.

Lo anterior quiz4 se deba a que dentro del promotor de CATSPER 1 hay varios sitios
de reconocimiento al FT SRY en secuencias tandem (secuencia que se repite
consecutivamente, una tras otra) y que posiblemente puedan estar interfiriendo en la
interaccion. Ademas de que SRY también presenta una secuencia consenso,
AACAAT 6 AAGAAA. Esta secuencia consenso presenta varias adeninas que
posiblemente estén interfiriendo al momento de generar las mutaciones ocasionando
que aun con las mutaciones generadas se permita la uniéon del FT SRY a la
secuencia del promotor de CATSPER 1.
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Fig. 31. Ensayos de retardo de la movilidad electroforética para identificar si SRY se une
directamente a sitios identificados dentro del promotor de CATSPER 1. Los EMSAs se usaron
para determinar si ocurre interaccién directa entre SRY y las regiones del promotor del gen CATSPER
1. Se empleé 1pmol de sonda marcada radioactivamente y se incubé con 10ug de extracto total de
proteina de la linea celular HEK 293 transfectada con la construccién pIRES-SRY. Los carriles 1, 2y 3
muestran la interaccion de los sitios SRY 1, SRY2 y SRY3 silvestres, respectivamente dentro del
promotor de CATSPER 1. Mientras que los carriles 4, 5 y 6 muestran la interaccién de los sitios SRY1,

SRY2 y SRY3 mutantes, respectivamente.

Por otra parte, los ensayos de retardo de la movilidad electroforética realizados con
el extracto total de proteina de la linea celular HEK 293 transfectada con la
construccion pIRES-SRY mostraron interaccién con los sitios silvestres ya que en
ellos se encuentran los sitios de union al FT SRY. A diferencia del extracto de
HEK293 sin transfectar, la sobreexpresiéon de SRY genera un solo complejo ADN-
proteina en los tres sitios silvestres. Sin embargo, para los sitios mutados también
aparecio la formacion del complejo DNA-proteina excepto para el sitio SRY2. El sitio
SRY2 mutante al parecer gener6 la formacién de un complejo muy por debajo del
esperado, descartando que sea el complejo DNA-proteina para el FT SRY, dado el
peso molecular de la proteina SRY. Posiblemente se deba a la interaccion
inespecifica que pudo haber ocurrido con el extracto total de la proteina. Sin
embargo, comparado con la fig. 30 donde muestra el EMSA en la linea celular HEK
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293 sin transfectar, la formacién de los complejos se hacen alin més especificos para
las sondas silvestres incluso para las mismas sondas mutadas puesto que ya no
aparecen los complejos que se formaban por debajo del esperado. Lo anterior indica
gue posiblemente los complejos que estamos observado en la fig. 31, tanto para las
sondas silvestres y para las mutantes corresponda al complejo promotor CATSPER
1-SRY.

Se observd que solo el sitio SRY2 mutado evita la formacion del complejo DNA-
proteina, a diferencia de SRY1 y SRY3 que continlan formando complejos a pesar
de sus mutaciones. Para estos dos sitios SRY, es posible la formacion de complejos
debido al alto contenido de adeninas que proporcionan otros sitios parecidos al SRY
aunque no sean consenso. Por otra parte, la adicion de un anticuerpo contra el FT
SRY causaria un super-retardo para cada caso y confirmaria la identidad de que la

proteina que causa el retardo en el gel es precisamente SRY.
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10. DISCUSION

El equipo de trabajo determind, mediante un analisis bioinforméatico y la técnica de
rapida amplificacion de extremos de cDNA (RACE) el sitio de inicio de la
transcripcion asi como la delimitacion del promotor a 739pb, -500pb rio arriba del
sitio de inicio de la transcripcion y +239pb que correspondian a parte del primer exon.
Para ello se obtuvieron construcciones, donde se tenia clonado la region genémica
de CATSPER 1 (pCAT1) que posteriormente fue acortada en el extremo 3’ mediante
delecion sitio dirigida por PCR, generando una construccién denominada pCATA3’
donde se elimino parte del primer exén que no correspondia al promotor y de esta
altima se delimitd6 el promotor a 739pb (pCAT739). Se evalio la actividad
transcripcional de cada construccion mediante transfeccién in vitro en la linea celular
HEK 293 observando un incremento en actividad transcripcional al eliminar parte del
primer exdn que no corresponde al promotor. Sin embargo, al delimitar al promotor la
actividad transcripcional disminuye, esto podria deberse a que en esta region se
encuentran sitios de reconocimiento a FT importantes para la regulacién del gen
CATSPER 1.

Es por ello que en el presente estudio se analizd la secuencia del promotor del gen
CATSPER 1 para identificar los sitios de union a FT por medio de los programas:
Mat-inspector (http://www.genomatix.de) y Mapper (http://bio.chip.org/mapper).
Dentro de la secuencia del promotor se identificaron varios de sitios de unién a FT
tales como CREB, EREF, OCT-1, SRY, Spl, SOX5 (Fig. 9). Sin embargo, la mayor
parte de la secuencia del promotor contiene varios sitios de reconocimiento a los FT
SRY y CREB (Fig. 19). A pesar de no mostrar la posicion de los sitios de union de los
FT mencionados anteriormente, se sabe que algunos son importantes para reclutar
la maquinaria transcripcional basal, tal es el caso de OCTL1 el cual pertenece a la
familia de proteinas con homeodominios. Esta proteina se une a una secuencia
especifica octamérica (ATGCAAAT) y puede también regular negativamente a ciertos
genes (Zhao et al. 2000). Spl es otro factor transcripcional que se expresa de forma
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ubicua, contiene un motivo de dedos de zinc mediante el cual se une directamente al
DNA, especificamente a elementos ricos en GC (cajas GC) y favorece la
transcripcion. Estudios recientes muestran que Spl no solo interacciona de forma
directa con factores transcripcionales basales incluyendo TFIID, también se asocia
fisicamente y coopera funcionalmente con otros factores como OCT1 y GATA (Yuan
et al. 2005).

Por otra parte, dentro de la secuencia del promotor también se encontraron sitios de
reconocimiento a FT importantes para el desarrollo sexual masculino, tal es el caso
de SRY quien funciona como switch genético en la cresta gonadal durante el inicio
de la determinacion testicular (Dubin y Ostrer 1994). Sin embargo, se desconoce su
funcién durante la fase adulta. Por su parte, SOX 5 no ha mostrado participacion en
el desarrollo testicular comparado con SOX9 ,el cual se expresa durante el desarrollo
testicular de mamiferos y SOX8 el cual muestra un fenotipo de esterilidad masculina
en mutantes (Barrionuevo y Scherer 2010). Asi mismo, fueron identificados sitios de
unién a CREB en el promotor de CATSPER 1, la cual es una proteina de unién al
elemento de respuesta CAMP y por tanto dependiendo de los niveles de este hace
gue se aumente o disminuya la transcripcion. Un aumento en el cAMP por la
adenilato ciclasa hace que se active la PKA (Proteina cinasa A), la cual atraviesa el
citosol hasta llegar al nacleo y fosforilar el KID (Dominio inducible por cinasa) de
CREB, este a su vez genera la unidon de CBP, que es la proteina de union a CREB,
favoreciendo de esta manera la unién de la burbuja transcripcional (Don et al. 2002).
Por ultimo, el factor de receptor de estrégenos, presenta un motivo de union al DNA
(TGACCT) presente en dos sitios dentro del promotor de CATSPER 1, y dos
isoformas ERa y ERB estan presentes en el espermatozoide. El estrogeno es el
producto final obtenido de la transformacion irreversible de los andrégenos por la
aromatasa, por lo tanto cuando se da la union de esta hormona esteroidea al
receptor se convierte en un factor competente transcripcionalmente regulando de
esta manera un balance entre androgenos y estrogenos que permiten el desarrollo

sexual normal (Carreau et al. 2007).

69



Por otro lado, se analiz6é la secuencia del promotor de CATSPER 1 y se demostro
que no presenta caja TATA, el elemento TATA es el principal responsable del
posicionamiento de la maquinaria transcripcional basal sobre el promotor. Sin
embargo estan presentes otras secuencias importantes que le ayudan a reclutar la
maquinaria transcripcional basal como son: la caja CAAT, la cual juega un papel
importante en la determinacion de la eficiencia del promotor y es reconocida en
distintos promotores por factores diferentes, como los C/EBP y Spl. Estos factores
tienen la capacidad de interaccionar con otros mediante interacciones proteina-
proteina y atraen a los factores unidos a la proximidad del complejo de iniciacion de
la transcripcion, para dar comienzo a esta. Por otra parte, el promotor también
contiene elementos iniciadores (Inr), de los cuales existe evidencia de su capacidad
para formar complejos de transcripcion, incluyendo componentes del complejo TFIID
0 un especifico activador (Spl) rio arriba cominmente encontrado en muchos
promotores sin caja TATA (Weis et al. 1997). Recientemente se ha demostrado que
los elementos iniciadores (Inr) juegan un papel central como core de promotores, en
combinacion con elementos rio abajo y sitios CRE localizados rio arriba que también
contribuyen a la actividad del promotor, caracteristica de la regulacion de genes
haploides especifico de células germinales de testiculo (lke et al. 2004;
Somboonthum et al. 2005).

El andlisis de estos resultados preliminares son indicativos de que el promotor de
CATSPER 1 contiene diferentes sitios de union a factores de transcripcion
importantes para reclutar la maquinaria transcripcional basal: OCT-1 y Sp1l al igual
que para factores relacionados con la determinacion sexual masculina, regulados por
CAMP vy estrégenos, SRY, Sox5, CREB y EREF, respectivamente. A pesar de
carecer de caja TATA, posee otras secuencias esenciales que ayudan al
reclutamiento de la maquinaria transcripcional basal para establecer la burbuja
transcripcional, como la caja CAAT, elementos Inr (CCATTTT) y secuencias ricas en
GC, de tal forma que estos elementos le confieren su capacidad como region
promotora del gen CATSPER 1 de humano.
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10.1 Identificacibn de regiones importantes en la construccion
pPCATABASAL para dar inicio a la transcripcion del gen CATSPER 1

La evaluacion de elementos iniciadores de la transcripcion se realizé por la
eliminaciéon de dichas sefiales en el promotor. Se hizo una construccion denominada
pCATABASAL donde se deletaron las cajas ACAAT, TATAG, dos sitios CREB
(CREB1 y CREBO) y el sitio de inicio de la transcripcion; las cajas que se
mantuvieron fueron las siguientes: CCATTTT (elementos iniciadores, Inr),
GGCGCCQC, el sitio de union a SRY1 y SRYO (localizado rio abajo del sitio de inicio
de la traduccion). Lo anterior se hizo con la finalidad de evaluar si estos elementos

son importantes para dar inicio a la transcripcion basal.

La construccion pCAT1 muestra un comportamiento similar a los datos mostrados en
los antecedentes, donde se observa actividad transcripcional. Sin embargo, con la
construccion pCATA3’ hay un incremento en actividad superando la construccion
pCAT1 mientras que la construccion pCAT739 disminuye drasticamente sugiriendo
gue posiblemente se debe a la falta de sitios de unién a factores de transcripcion que
estén regulando la expresion del gen CATSPER 1(Fig. 21B). Por otra parte, la
comparacién de la actividad transcripcional de la construccion pCAT739 con la
construccion pCATABASAL indica que no hay diferencia significativa, ya que a pesar
de haber eliminado cajas que pudieran estar involucradas en la actividad
transcripcional basal, los resultados muestran que la ausencia de ésta no impide el
inicio a la transcripcion del gen puesto que si hay una actividad transcripcional basal.
A pesar de haber eliminado el SIT principal, es probable que el inicio de la
transcripcion ocurra en el otro SIT secundario, detectado por RACE5’, que se

conserva en la construccion.

Ademas, el promotor de CATSPER 1 contiene elementos iniciadores o secuencias
CCATTTT, las cuales son similares a la secuencia consenso Inr PyPyANA/TPyPy
gue envuelve el sitio de inicio de la transcripcidon en promotores con ausencia de caja
TATA (Smale y Baltimore 1989). Asimismo, se ha reportado que las funciones de

varios iniciadores que se encuentran en promotores sin caja TATA han sido
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apoyados por secuencias rio abajo (lke et al. 2004). Por lo que en la construccion
pCATABASAL la unica secuencia que se mantiene rio abajo y que posiblemente
pudieran estar ayudando a los elementos iniciadores localizados rio arriba, son las
cajas GC (Fig. 19). Adicionalmente, las cajas GC interaccionan con el factor
transcripcional Spl para favorecer la transcripcion (Yuan et al. 2005). Por otra parte
en la construccion pCATABASAL también se mantienen dos sitios de reconocimiento
al factor transcripcional SRY (SRY1 y SRYO0) el cual se ha sido propuesto para actuar
como activador (Cohen D., et al. 1994; Dubin RA, Ostrer H. 1994) y como represor
de la transcripcion (McElreavey et al. 1993; Desclozeaux et al. 1998; Oh, Li, Lau,
2005). Lo que observamos al co-transfectar la construccion pCATABASAL fue la
activacion de la transcripcion bajo la sobreexpresion de SRY (Fig. 27). Estos
resultados indican que este factor podria estar actuando como activador
transcripcional ya que al permanecer intacto y a pesar de eliminar el sitio de inicio de
la transcripcion asi como cajas ACAAT, TATAG y dos sitios CREB (CREB1 y
CREBO) la transcripcion es activada. Por lo tanto, estos resultados demuestran que
la regidbn denominada como BASAL (Fig. 21), la cual presenta cajas CCATTTT
(elementos iniciadores, Inr), GGCGCCC, un nucleo (core) dentro del promotor y el
sitio de unién a SRY1 y SRYO, son suficientes para dirigir la transcripcion del gen.

10.2 La delecion secuencial del promotor favorece la actividad
transcripcional de CATSPER 1

Al delimitar el promotor a 739pb y evaluar su actividad transcripcional se observé que
hay una disminucién en la actividad transcripcional y que, posiblemente, se deba a la
falta de regiones importantes de reconocimiento a factores de transcripciébn que
estén regulando la expresion del gen. Al analizar la secuencia del promotor se
observé que se encontraban sitios de unién para los factores de transcripcion SRY y
CREB rio arriba.

El gen de SRY (Regién determinante de sexo del cromosoma Y) se localiza en el
brazo corto del cromosoma Y, el cual cumple con el requisito genético y conceptual

del factor determinante de testiculo (TDF). SRY se expresa en la cresta genital al
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inicio de la diferenciaciéon gonadal tanto en ratones y hombre (Hacker et al. 1995;
Hanley et al. 2000). Aunque SRY ha sido inequivocamente designado como el TDF
en los mamiferos, sus funciones van mas alla de la determinacion del sexo, pero no
estan claros. Como factor de transcripcion, se ha demostrado que SRY se une y
dobla al DNA para iniciar la transcripcion (Haqq et al. 1994; Haqq y Donahoe, 1998;
Harley et al. 2003). También se ha reportado que juega un rol importante en el
splicing del RNAm (Ohe et al. 2002), indicando que este podria tener mdultiples

funciones.

Recientemente se han encontrado evidencias de los roles adicionales de SRY en el
testiculo humano. A diferencia del raton, la expresién temporal de SRY en el hombre
no esta limitada al periodo de organogénesis testicular. Se han realizado estudios a
un nimero limitado de fetos humanos y muestras de testiculo adulto en donde se ha
demostrado la presencia de transcritos de SRY (Clepet et al. 1993; Hanley et al.
2000; Olesen et al. 2001). Sin embargo, la localizacion celular del RNAmMm,
particularmente en testiculo adulto, es desconocida. Aunque la expresion de la
proteina SRY ha sido reportada en células de Sertoli y en células germinales de fetos
y testiculo adulto (Salas-Cortes et al. 1999, 2001).

Por otra parte, en respuesta a sefiales extracelulares, como estimulacién hormonal o
cambios en los niveles de AMPc conducen a una variedad de respuestas incluyendo
la alteracion de la transcripcion de algunos genes eucariodticos. Esta activacion
transcripcional es mediada a través de elementos responsivos a AMPc (CRE, Comb
et al., 1986; Weih et al., 1990). El CRE es reconocido por una familia de proteinas de
unién al DNA, la familia CREB/ATF, entre las cuales la proteina de union a CRE
(CREB) es la mas caracterizada (Montminy y Bilezikjian, 1987; Yamamoto et al.
1988). En 1988 Hoeffler y colaboradores aislaron ADNc’s que codifican para CREB
en placenta de humano y Gonzalez en 1989 los obtuvo de cerebro de rata,
identificando a CREB como una proteina bZIP (proteina con una region basica y un
zipper de leucina). Ambos dominios de dimerizacion la region basica y el zipper de

leucina son esenciales para la union del DNA y la activacion de la transcripcion
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(Dwarki et al. 1990). Sin embargo, a CREB y CREM (Modulador del Elemento
Respuesta a AMPc) son expresados en una variedad de isoformas, algunos de las
cuales son inhibitorias a la transcripcion inducida por AMPc. CREB es
predominantemente un modulador positivo de genes responsivos a AMPc. No
obstante, en el testiculo, el resultado del corte y empalme alternativo es la expresion
de isoformas represoras de CREB (Girardet et al. 1996; Walker et al. 1996).

De acuerdo con lo anterior y con la importancia que tienen los factores de
transcripcion SRY y CREB en la regulacion de ciertos genes. En este estudio se
evalué la actividad transcripcional del gen CATSPER 1 mediante la eliminacion de
sitios de reconocimiento a los FT anteriormente mencionados con la finalidad de

determinar la participacion de estos factores de la transcripcion de dicho gen.

Se realizaron deleciones mediante PCR sitio-dirigida y posteriormente se hizo
transfeccion in vitro en la linea celular HEK 293. La grafica mostrada en la figura 22B
determina la actividad de la regidbn promotora con cada una de las deleciones
empleadas (pCATASRYS3, pCATACREB2, pCATASRY?2, pCATASRY1,
pCATACREB1). Asi mismo, se comparo con las construcciones pCAT1, pCATA3 y
el promotor de 739pb.

Los resultados obtenidos demuestran que al eliminar los sitios de unién a los factores
de transcripcion SRY y CREB alejados del SIT, la expresion de la actividad
transcripcional del gen CATSPER 1 se regula de manera positiva. La eliminacion de
estos sitios disminuye la actividad transcripcional. A su vez, al eliminar los sitios
SRY2, SRY1 asi como el sitio CREB1 cercanos al SIT, se observa un incremento en
la actividad transcripcional sefialando que estos sitios actian como represores de la

transcripcion del gen cuando estos estan presentes en el promotor.

De acuerdo con lo anterior, SRY se le ha vinculado con multiples funciones pero se
desconoce la funcién que desempefia en el testiculo en la fase adulta. Con este
estudio se demuestra que se encuentra regulando la expresiéon del gen CATSPER 1

ya sea de manera positiva 0 negativa de acuerdo con la posicion respecto al sitio de
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inicio de la transcripcion. Ademas se ha demostrado que SRY puede actuar como
activador (Cohen et al. 1994; Dubin y Ostrer 1994) y como represor de la
transcripcion (McElreavey et al. 1993; Desclozeaux et al. 1998; Oh, Li, Lau, 2005). El
dominio de unién de la caja de HMG (Grupo de Alta Movilidad) de Sry de ratén se
une selectivamente a la secuencia NACAAT in vitro pero con mayor afinidad a la
secuencia AACAAT para activar la transcripcion (Dubin y Ostrer 1994). Dentro del
promotor de CATSPER 1 se encuentran las secuencias AAACAAA y AAAGAAA
como sitios de unién al factor de transcripcion SRY, las cuales son muy similares al
dominio de unién de la caja HMG de Sry de ratdn. Estas secuencias se encuentran
en repeticiones tdndem y posiblemente puedan estar atrayendo varios factores de
transcripcion para actuar de manera positiva o negativa en la regulacion del gen
CATSPER 1. Ademés, en 1998, Desclozeaux y colaboradores demostraron que la
fosforilacion es un mecanismo pos-traduccional que afecta la regulacion del gen SRY
ya que este evento de fosforilacién regula positivamente la union de SRY al DNA.
Ademas de la capacidad de SRY fosforilado como inhibidor de la actividad basal ante
multiples sitios de union de SRY al DNA. De acuerdo con lo anterior, este efecto pos-
traduccional podria ser la respuesta al mecanismo de regulacion que este generando
SRY sobre el promotor CATSPER 1.

Por otra parte, el factor de transcripcion de la proteina de unién al elemento
respuesta al AMPc (CREB) pertenece a una familia de genes blanco con elementos
responsivos a AMPc (CRESs) constituidos por una secuencia consenso TGACGTCA
(Sassone-Corsi et. al., 1998). La secuencia del promotor presenta una secuencia de
union a CREB muy similar al consenso, TGACATCA. Los resultados mostrados en la
figura 22B indican que el sitio CREB2 actia como activador mientras que el sitio
CREB1 como represor de la actividad transcripcional. Por otra parte, CREB y CREM
son conocidos por ser expresados en una variedad de isoformas, algunos de los
cuales son inhibitorios para la transcripcion inducida por AMPc. CREB es
predominantemente un modulador positivo de genes responsivos a AMPc. Sin

embargo, en el testiculo, el resultado del corte y empalme alternativo es la expresiéon
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de isoformas represoras de CREB ((Girardet C. et al. 1996; Walker WH. et al. 1996).
Asi mismo, se sabe que la transcripcion del gen CREM es bajo el control de cuatro
promotores, P1-P4. La activacion del promotor P1 genera un ARNm codificante para
isoformas activadoras y represoras de CREM. La regulacidbn negativa de la
transcripcion mediada por CRE se logra por el promotor P2 el cual codifica para la
represion temprana por AMPc inducido (ICER) (Molina et al. 1993; Stehle et al. 1993;
Monaco et al. 1995).

Debido a que ambos factores de transcripcion CREB y CREM se unen a la misma
secuencia consenso y, ademas, la secuencia encontrada dentro del promotor de
CATSPER 1 es muy parecida al consenso, posiblemente los dos factores de
transcripcion puedan estar participando en la union a dicha secuencia para regular la
actividad transcripcional del gen CATSPER 1. Ademas, se han demostrado que
CREM participa en la espermatogénesis ya que ratones knock-out para CREM son
estériles debido al arresto de la espermatogénesis en la etapa de espermatida
redonda (Blendy et al. 1996). Con este trabajo podemos postular que, posiblemente
ambos factores podrian intervenir en la regulacion del gen CATSPER 1 a través de
sus isoformas, tanto activadoras como represoras. Aun faltan estudios por hacer para

determinar la participacion de ambos o descartar alguno.

10.3 La sobreexpresion del factor transcripcional SRY favorece la
actividad transcripcional del gen CATSPER 1.

Como hemos venido discutiendo acerca de la participacion de SRY en la regulacion
del gen CATSPER 1, que posiblemente active la transcripcion de dicho gen, se

procedié a evaluar la sobreexpresién de SRY sobre el promotor.

La figura 27 muestra el resultado obtenidos de las co-transfecciones con el factor
transcripcional SRY para las construcciones pCAT1, pCATA3’, pCAT739 vy
pCATABASAL. En el cual podemos observar que hay incremento de la actividad
transcripcional incluso mas del doble para todas las construcciones excepto para la

construccion pCAT1, comparada con la figura 21B. El incremento de la actividad
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transcripcional posiblemente se deba a que rio arriba del sitio de inicio de la
traduccion se encuentra un sitio SRY denominado SRYO, el cual puede estar
actuando como activador transcripcional ya que si se observa detalladamente en la
construccion pCATA3’ el incremento es mucho mayor y a pesar de que contenga los
sitios SRY3, SRY2 y SRY1, solo el sitio SRY3 y SRYO son los activadores que
favorecen la actividad transcripcional del gen CATSPER 1. El mismo comportamiento

muestra el resultado de la figura 29.

10.4 Interaccion del factor transcripcional SRY y el promotor del gen
CATSPER 1

El gen SRY codifica para el factor transcripcional el cual contiene el dominio HMG
(grupo de alta movilidad) que se une a la secuencia consenso A/TA/ITCAA/T en el
promotor del DNA, causando el plegamiento de este (Miyata et al. 1996) y la
formacion del complejos con proteinas co-represoras/enhancers que alteran la

expresion de genes (Wilson y Koopman, 2002).

A través de los EMSASs se pudo determinar la union del factor transcripcional SRY a
la secuencia consenso del promotor CATSPER 1, AACAAT 6 AAGAAA. Se
identificaron tres sitios de unién al factor de transcripcion SRY dentro del promotor
del gen CATSPER 1: SRY3, SRY2 y SRY1. Se empleo proteina total extraida de la
linea celular HEK 293 y transfectada con el plasmido pIRES-SRY. En ambos casos
se observo que Unicamente el sitio SRY2 mostraba diferencia al ser mutado (Fig. 29
y 30, respectivamente) ya que al no encontrarse el sitio no se formaba el complejo
DNA-proteina comparado con las mutantes de los sitio SRY3 y SRY1, los cuales
seguian mostrando la formacion del complejo en menor concentracion que los
silvestres. Estos resultados se obtuvieron tanto para las muestras con proteina total
de HEK 293 sin transfectar y transfectada. Sin embargo, en los EMSA donde solo
habia proteina total de HEK 293 se observa la presencia otras bandas de menor
tamafio que la esperada para SRY, debido posiblemente a la presencia de co-
proteinas (Fig. 29). Respecto al EMSA para HEK 293 transfectada la bandas son

mas especificas y Unicamente muestra diferencia en el sitio SRY2 mutado. También
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se realizaron ensayos de competencia para identificar la especificidad de cada sitio
(Fig. 31).

Con base en lo anterior, se esperaria que los sitios mutados no formen complejos
DNA-proteina. Sin embargo, sélo en el sitio SRY2 no se formé indicando que quiza
este sitio fuera el mas importante para la regulacion del gen CATSPER 1. Debido a la
nula informacion que se tiene en cuanto a la regulaciébn de este gen y a la
participacion del factor transcripcional SRY en su regulacion, consideramos que la
formacién de estos complejos se deba posiblemente a que como hay secuencias en
tandem que reconocen al factor transcripcional SRY, las mutaciones generadas no

son suficientes para eliminar el sitio de union dentro del promotor.
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11. CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio permitieron identificar varios sitios de
reconocimiento a los factores de transcripcion SRY y CREB, los cuales regulan al
gen CATSPER 1 de manera positiva 0 negativa de acuerdo con la posicion respecto
al sitio de inicio de la transcripcion. Al parecer SRY no solo es importante durante el
desarrollo embrionario, con este estudio se demuestra que en la fase adulta tiene
una participacién importante en la regulacion del gen CATSPER 1 ya que ambos se
expresan especificamente en testiculo. Lo relevante del proyecto es que se ha
demostrado un papel regulador de SRY en la fase adulta de testiculo, aun no
reportada. Por otra parte, CREB y CREM también parecen tener una participacion en
la regulacion de CATSPER 1. Sin embargo, estudios futuros podrian determinar si
ambos participan o s6lo CREB es el encargado de regular la transcripcion de
CATSPER 1.
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13. ANEXOS

Alineamientos de la secuencias nucleotidicas del mRNA de las deleciones del
promotor de CATSPER 1 humano. Los alineamientos se realizaron con el
programa Multalin “Multiple sequence alignment with hierarchical clustering”
F. CORPET, 1988, Nucl. Acids Res., 16 (22), 10881-10890. Disponible en internet:

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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TARGGCAGGAGGCTCACTTGARCCTGGEAGGCAGAGAT TGCCATGAGTGGAGATCATGCCGCTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGTGAGACTGTCTCARAAARACARAARACAARARARARARARCATGGGCT
TRAAGGCAGGAGGC TCACTTGARCCTGGGAGGCAGAGAT TGCCATGAGTGGAGATCATGCCGCTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGTGAGACTGTCTCARARARCARARACAARARAARARARARCATGGGCT

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1230 1300
1 I
GGEGCGCAGTGGCTCACACCTGTARTCCCAACACTTTGGAAGGGCARGGCAGGCGGATCACGAGGTCAGGAGATCARGACCATTCTGGC TARCATGGTGAAACCCCGTCT-CTACTARRAATAGARAAARGT
GGEGCGCAGTGGCTCACACCTGTARTCCCAACACTT TGGAAGGGCARGGCAGGCGGATCACGAGGTCAGGAGRTCARGACCATTCTGGC TARCATGGTGAAACCCCGTCTTCTACTARARAATAGARAAGTT
GGGCGCAGTGGCTCACACCTGTARTCCCAACACTTTGGAAGGGCAAGGCAGGCGGATCACGAGGTCAGGAGATCARGACCATTCTGGCTARCATGGTGAAACCCCGTCT-CTACTARARATAGARARAGT
GGGCGCAGTGGCTCACACCTGTARTCCCAACACTTTGGAAGGGCAAGGCAGGCGGATCACGAGGTCAGGAGATCARGACCATTCTGGCTARCATGGTGAAACCCCGTCT . CTACTARAARTAGARARagT

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 |

TAGCCGGGCGTGRTGGRTEGECGCCTGTAGTCCCAGCTACT T-GGGAGGE TGAGGCAGGAAARRTGGCATGARGE TGGGAGGTGGAGGTTGCAGTGAGTCAAGATCGTGCCACTGCACTCCAGCCTGGGCGA
AGCCCGGGCGTGTRGGTEGECGLCTGTTGTCCCAGCTCCTTTGGGAGGE TGAGGCAGGAAA-TGGCATGARGL TGG-AGGTGGAGGTTGCAGTGAGTCAAGATCGTGCCCCTGCACTCCAGCCTGGGCGA
TAGCCGGGCGTGRTGGRTEGECGCCTGTAGTCCCAGCTCLT T-GGGAGGE TGAGGCAGGAAARATGGCATGARGE TEGGAGGTGGAGGTTGCAGTGAGTCAAGATCGTGCCACTGCACTCCAGCCTGGGCGA
tagCCGGGCGTGgt GRTEGECGCCTGTAGTCCCAGCTELTT, GGGAGGC TGAGGCAGGAAAATGGCATGARGE TEGgAGGTGGAGGTTGCAGTGAGTCAAGATCGTGCCACTGCACTCCAGCCTGGGCGA

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
1 I
CAGAGCGAGACTCCATCTCARRARCARRCARAGARACARACAACARCARCARCARCARAARCCATGTATTATGCTGTTARTATARGGC TTACATATCTTARCTTTTTTGATCCTGTGGGCTAGGTATTAT
CAGAGCGAGACTCCATCTCARARC--ARCARG--AACCAACAC--ACCACACCACCACARRCCATGTATTA-GCTGTTAATT--AGGCTTACATATTTTACCTTTTTTGATCCTG-GGGCTAG-=TTTAT
CAGAGCGAGACTCCATCTCARRARACARRCARAGARACARACAACARCARCARCACACARARCCATGTATTATGCTGTTARTATARGG-TTACATATCTTARCTTTTTTGATCCTGTGGGCTAGGTATTAT
CAGAGCGAGACTCCATCTCARARacaRACARagaAACaAACAacaACaACAaCAccaaAARCCATGTATTALGCTGTTAAT AL aAGGC TTACATATCTTAACTTTTTTGATCCTGLGGGCTAGELATTAT
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Consensus

CATSPER-GB
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Consensus

CATSPER-GB
pCATDBASAL
Consensus

CATSPER-GB
pCATDBASAL
Consensus

CATSPER-GB
pCATDBASAL
e

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1430 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
I I
ACTCCATCTCARARACARACARAGAARCARACARCARCARCARCARCAR---ARACCATGTATTATGCTGTTAATATARGGCTTACATATCTTARCTTTTTTGATCCTGTGGGCTAGGTATTATTATTCL
ACTCCATCTCARARACARACARAGAARCARACARCARCARCARCARCARCARRAACCATGTATTATGCTGTTAATATARGGCTTACATATCTTARCTTTTTTGATCCTGTGGGCTAGGTATTATTATTCL

ACTGGGARCCCCATGTATTATGCTGTTAARTATARGGCTTACATATCTTAARCTTTTTTGATCCTGTGGGCTAGGTATTATTATTCL
actccatct gaaac aacaacaacafCaa, . aRaaCCATGTATTATGCTGTTAATATARGGCTTACATATCTTARCTTTTTTGATCCTGTGGGCTAGGTATTATTATTCL

1561 1570 1580 1530 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
I I
CATTTTACAGAGGAAGAAAC TGAGGCACGGGAARGTTCAGCARCARGCCCAAGGTCACACACCTACTTATGAGGGAGTCAGGCAGTCTTCACCCCAGAGCCAGCTGATCTCTAGATGGGACTGARGACTG
CATTTTACAGAGGAAGAAAC TGAGGCACGGGAARGTTCAGCARCARGCCCAAGGTCACACACCTACTTATGAGGGAGTCAGGCAGTCTTCACCCCAGAGCCAGCTGATCTCTAGATGGGACTGARGACTG
CATTTTACAGAGGAAGAAAC TGAGGCACGGGAARGTTCAGCARCARGCCCAAGGTCACACACCTACTTATGAGGGAGTCAGGCAGTCTTCACCCCAGAGCCAGCTGATCTCTAGATGGGACTGARGACTG
CATTTTACAGAGGAAGARAC TGAGGCACGGGAARGTTCAGCARCARGCCCAAGGTCACACACCTACTTATGAGGGAGTCAGGCAGTCTTCACCCCAGAGCCAGCTGATCTCTAGATGGGACTGARGACTG

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1730 1800 1810 1820
I I
GACCACTTGGACCATTTTCTTTCCARCAACAGGGCTARAGTAGCTGATGAAGCCATGGCGCCCCCATGGACTTCTTTGTCCAGCTTTGCCAGTGACCTGTGAGGTCACCTTGGTCTAGTCCTTCCCTTTT
GACCACTTGGACCATTTTCTTTCCARCAACAGGGCTARAGTAGCTGATGAAGCCATGGCGCCCCCATGGACTTCTTTGTCCAGCTTTGCCAGTGACCTGTGAGGTCACCTTGGTCTAGTCCTTCCCTTTT
GACCACTTGGACCATTTTCTTTCCARCAACAGGGCTARAGTAGCTGATGAAGCCATGGCGCCCCCATGGACTTCTTTGTCCAGCTTTGCCAGTGACCTGTGAGGTCACCTTGGTCTAGTCCTTCCCTTTT
GACCACTTGGACCATTTTCTTTCCAARCAACAGGGCTARAGTAGCTGATGAAGCCATGGCGCCCCCATGGACTTCTTTGTCCAGCTTTGCCAGTGACCTGTGAGGTCACCTTGGTCTAGTCCTTCCCTTTT

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
| |
CTTGACCTCGGTTTCCTCATTTACARTGAA-GGAGTTTGACACARTAATTCTTGATTCCGAACTATAGCCCAGGAAGAGGCATTTGGRGAATGAGGCCCTGRCCTGLTRGTGACATCATAGAGGGGAGAGT
CTTGACCTCGGTTTCCTCATTTACARTGAARGGAGT TTGACACARTAATTCTTGATTCCGAACTATAGCCCAGGAAGAGGCATTTGGGAATGAGGCCCTGRCCTGLTRGTGACATCATARAGGGAR-AGT
CTTGACCTCGGTTTCCTCATTTACARTGAA-GGAGTTTGACACARTAATTCTTGATTCCGAACTATAGCCCAGGAAGAGGCATTTGGGAATGAGGCCCTGECCTGLTRGTGACATCATAGAGGGGAGAGT
CTTGACCTCGGTTTCCTCATTTACARTGAA, GGAGTTTGACACARTAATTCTTGATTCCGARCTATAGCCCAGGAAGAGGCAT TTGGGAATGAGGCCCTGRCCTGLTRGTGACATCATAZAGGGZAEAGT

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080

| |
TCCACGAGARTAGTCAGGCCTTTCTGGAAGCCCAGTGCCACAGTCTGCATTGAGCT TGGCTCAGGAAAGARGGGAAATCCAGGCGGGGLC TGTTGGGLCCAGGTCTTGAGCTCTTTTGGCTCCAGAGTTE
TCCACGAGARTAGTCAGGCCTTTCTGGAAGCCAR-TGCCCCAGTCTGCACTGAGCT TGGCTCAGARAAA---GGAAATCCAGG-GGGGLC TGTTGGGLC-AGGT-TTGAGCTCTTT-GGCTCARA--TTL
TCCACGAGARTAGTCAGGCCTTTCTGGAAGCCCAGTGCCACAGTCTGCACTGAGCT TGGCTCAGGAAAGARGGGAAATCCAGGCGGGGLC TGTTGGGLCCAGGTCTTGAGCTCTTTTGGCTCCAGAGTTE
TCCACGAGARTAGTCAGGCCTTTCTGGAAGCCcAgTGCCACAGTCTGCAcTGAGCTTGGCTCAGEARAgaagGGARATCCAGGEGGGGLC TGTTGRGLCCAGGTCTTEAGCTCTTTLGGCTCcAgagTTE

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
| |

CCAGCACAGTCATGGATCARARCTCAGTGCCTGAAAAGGCTCAGAATGAGGCAGACACCARTARCGCAGATAGGTTCTTTCGCTCTCACTCATCACCCCC--ACACCACAGGCCA

CARAAA---TC-TGGATCARA-CTCAGG--CTGAARGTCCARRGA——==———- GGARACARARCCARAGTTTTCCTCCCCCCCCCCCCCCAGGCAGCCCACGAAARTCCGGGC CGGGAAAGGGGGGGGEG
CCARCACAGTCATGGATCARARCTCAGTGCCTGAARAGGC TCAGAATGAGGCAGACACCARTARCGCAGATAGGTTCTTTCGCTCTCACTCATCACCCCC--ACACCACAGGCCAGGCTCGACGCGTAGA
CcAacAcagTCaTGGATCARRACTCAGLgcCTGAARageCtcAGAat gaggcabacAcCAALAaCgcAGaT aggt. TCELECgCELLLCaltcat.CAGCCC, AcAccalaGiilagg ., . s s Pafs By

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430

CGTGETGGTGGGCGCCTGTAGTCCCAGCTACTTGGGAGGL TGAGGCAGGAARATGGCATGARGC TGGGAGG TGGAGGTTGCAGTGAGTCARGATCGTGCCACTGCACTCCAGCCTGGGLGACAGAGCGAG
GAACTCGGCTCTAGCTTACTGGG—-—-

e 488080008t 0t0t000t10801000t000t0t0ttetttttattastsststtsttstssstssssssassssssssssssssssssssssssssssssssi@llTCecacclTabeecgACabat.., ., .

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
I I
ACTCCATCTCARARACARACAAAGAARCARACARCARCARCARCARCAR—--ARACCATGTATTATGCTGTTARTATARGGCTTACATATCTTAACTTTTTTGATCCTGTGGGCTAGGTATTATTATTCL
ACCCCATCTCARARC--AACAAAGAARCARARCARCARCARCARCARCARCARAAACCATGTATTATGCTGTTARTATARGGCTTACATATCTTAACTTTTTTGATCCTGTGGGCTAGGTATTATTATTCL
ACcCCATCTCARARa. . ARCARAGARRCARACARCAACARCARCARCAR, . .ARACCATGTATTATGCTGTTARTATAARGGCTTACATATCTTAACTTTTTTGATCCTGTGGGCTAGGTATTATTATTCE

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
I I
CATTTTACAGAGGARGARACTGAGGCACGGGAAAGT TCAGCARCARGCCCARGGTCACACACCTACTTATGAGGGAGTCAGGCAGTCTTCACCCCAGAGCCAGCTGATCTCTAGATGGGACTGAAGACTG
CATTTTACAGAGGAAGARACTGAGGCACGGGAARGTTCAGCARCARGCCCARGGTCACACACCTACTTATGAGGGAGTCAGGCAGTCTTCACCCCAGAGCCAGCTGATCTCTAGATGGGACTGAAGACTG
CATTTTACAGAGGARGARACTGAGGCACGGGARAGT TCAGCARCARGCCCARGGTCACACACCTACTTATGAGGGAGTCAGGCAGTCTTCACCCCAGAGCCAGCTGATCTCTAGATGGGACTGAAGACTG

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
I I

GACCACTTGGACCATTTTCTTTCCAACARCAGGGCTARAGTAGCTGATGARGCCATGGCGCCCCCATGGACTTCTTTGTCCAGCTTTGCCAGTGACC TGTGAGGTCACCTTGGTCTAGTC--—-CTTCCC
GACCACTTGGACCATTTTCTTTCCAARCAACAGGGC TARAGTAGC TGATGAAGCCATGGCGCCCCCATGGACTTCTTTGTCCAGCTTTGCCAGTGACCTGTGAGGTCACCTTGGTCTAGATTGAGCTTGGE
GACCACTTGGACCATTTTCTTTCCAACAACAGGGC TAAAGTAGC TGATGAAGCCATGGCGCCCCCATGGACTTCTTTGTCCAGCTTTGCCAGTGACCTGTGAGGTCACCTTGGTCTAGa:. .. .CTTecl

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
1 1
TTTTCTTGACCTCGGTTTCCTCATTTACARTGARGGAGT TTGA-CACARTARTTCTTGATTCCGAAC TATAGCCCAGGAAGAGGCAT TTGGGARTGAGGCCCTG-GCCTGCTGGTGACATCATAGAGGGG
TCAGGAAAGAAGGGAARTCCAGGCGGAGCCTGTTGGGCCCAGGTCTTGAGCTCTTTTGGCTCCAGAGTT--—CCCARCAC-AGTCAT---GGATCAARAACTCAGT GCCTGARAAGGC--TCAGAATGAGG
Tcag GaaaTCCacacggacaalGaabGGacccaba,CacaflgaacTeTTGacTCCaafAcTa, . .LCCAacAa, AGECAT, . (GGAacafaaCcCal, GCCTGaaaagha, . TCAgAaaGaGh

CATSPER-GB
pCATDBASAL
Consensus

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
1 1
AGAGTTCCACGAGARTAGTCAGGCCTTTCTGGAAGCCCAGTGCCACAGTCTGCAT TGAGCTTGGC TCAGGAAAGAAGGGARATCCAGGC GEGECC TETTGGECCCAGGTCTTGAGCTCTTTTGGCTCCAG
CAGACACCAATACGCAGATAGGTTCTTTCGCTCTCACTCATCACCCCCACACCACAG-GCCAGGEC TCG---ACGCCGTAGAATTCACCCGGGTAC TGCAGAA---GTGTCGGGAGCACTG--GGCAGGTA
aaaacalCHagAcaaaaaTaalGgcCTTTCgcgaacalcaalcalalacaCacCAcal,GCcaGGCTCa, ,  AaGaabgaalATcCAccCGGGgal TGcabaa, ., agGTCegGAGCalTy, [GGCaccaa
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CATSPER-GB
pCATDCREBL
Consensus

CATSPER-GB
pCATDCREBL
Consensus

CATSPER-GB
pCATDCREBL
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100 110 120 130
I I
ACTGGGAACCCTTTTCTTGACCTCGGTTTCCTCATTTACARTGAAGGAGTTTGACACARTAATTCTTGATTCCGARCTATAGCCCAGGARGAGGCAT TTGGGARTGAGGCCCTGGCCTGCTGGTGACATE

TTGGGAATGAGGCCCTGECCTGCTGGTGACATE
................................................................................................. TTGGGAATGAGGCCCTGECCTGCTGGTGACATE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I 1
ATAGAGGGGAGAGT TCCACGAGARTAGTCAGGCCTTTCTGGAAGCCCAGTGCCACAGTCTGCATTGAGCTTGGLTCAGGARAGARGGGARATCCAGGCGGGGCCTGTTGGGCCCAGGTCTTGAGCTCTTT
ATAGAGGGGAGAGT TCCACGAGARTAGTCAGGCCTTTCTGGAAGCCCAGTGCCACAGTCTGCACTGAGCTTGGLTCAGGARAGARGGGARATCCAGGCGGGGCCTGTTGGGCCCAGGTCTTGAGCTCTTT
ATAGAGGGGAGAGT TCCACGAGARTAGTCAGGCCTTTCTGGAAGCCCAGTGCCACAGTCTGCAcTGAGCTTGGLTCAGGARAGARGGGARATC CAGGCGGGGCCTGTTGGGCCCAGGTCTTGAGCTCTTT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1
TGGCTCCAGAGTTCCCAGCACAGTCATGGATCARARCTCAGTGCCTGAARAGGCTCAGAATGAGGCAGACACCAATARCGCAGATAGGTTCTTTCGCTCTCACTCATCACCCCCACACCACAGGECA

TGGCTCCAGAGTTCCCARCACAGTCATGGATCARAACTCAGTGCCTGAARRAGGCTCAGAATGAGGCAGACACCAATARCGCAGATAGGTTCTTTCGCTCTCACTCATCACCCCCACACCACAGGCCAGEE
TGECTCCAGAGTTCCCAaCACAGTCATGGATCARARCTCAGTGCCTGARRAGGCTCAGAATGAGGCAGACACCAATARCGCAGATAGGTTCTTTCGCTCTCACTCATCACCCCCACACCACAGGECA, . .

Tabla 1. Polimorfismos del promotor del gen CATSPER 1 humano reportados en el GeneBank. Se

indica la posicién del SNP en la secuencia del promotor.

Posicion Secuencia SNP
2060 T AIG
1814 C AIG
1765 A CIT

1542-44 AAA -ITTG

1532-33 CA -ITGT

1523-24 AA -IGTT
1463 C AIG
1394 A GIT

1210-12 AAC -IG (A), G/T (C),
1206 C GIT
1199 A GIT

1065-67 GTG -IA

1023-26 CAAA STTTTTTTT
930 C AIG
882 G CIT
637 G CIT

615-16 AG -IT
609 A -IT

601-7 TCAAAAA -IT, GIT (C)
338 T AIG
272 A AIT
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Tabla 2. Nuevos polimorfismos encontrados en nuestra construccion.

Posicién Secuencia SNP Posicién Secuencia SNP

1024 INSERCION AAAAAAA 1611 A T

1212 C A 1620 C T

1336 INSERCION T 1680 DELECION A

1360 INSERCION C 1745 DELECION G

1394 A C 1755-56 DELECION A

1414 DELECION A 1766 T A

1465 A C 1779 A C

1517-18 DELECION AG 1788 DELECION A

1533 A C 1802-03 DELECION AG

1540-42 ACA CAC 1819 DELECION G

1544 A C 1831 DELECION C

1550 A C 2002 DELECION G

1557 DELECION T 2060 T C

1573 DELECION C 2082 DELECION G

1601 DELECION T 2144 G A

Xo)

3



