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|. INTRODUCCION

La contraccion muscular es un proceso altamente regulado, que depende
de la concentracion de Ca** libre en el citoplasma ([Ca®']) y que en el misculo
estriado se encuentra regulada primordialmente por el reticulo sarcoplasmico
(RS), el cual funciona como un almacén de altas concentraciones de Ca** (0.5 a
10 mM). EI RS es un extenso sistema de membranas intracelulares que rodea a
cada miofibrilla, a manera de una cisterna llena de calcio. Cada miofibrilla se
divide en estructuras sarcoméricas y el RS también se divide en compartimentos
especializados (1). Cada segmento de RS inicia y termina en una cisterna
terminal, que junto con la estructura membranal llamada tabulo transverso
(tubulo T) conforman las estructuras denominadas como triadas o RS de unién
(JRS). En el musculo cardiaco la triada no esta tan definida como lo esta en el
musculo esquelético, debido a que no se encuentran regularmente dos cisternas
terminales con relacion al tdbulo T, y la estructura mas frecuentemente
encontrada son las diadas, en donde se asocia una cisterna terminal al tabulo T;
aunque las caracteristicas estructurales esenciales de esta estructura se
mantienen (Figura 1.1) (2, 3). En las células cardiacas, existen relativamente
menos tubulos transversos, pero en general son de mayor didmetro, y
normalmente solo estan asociados en uno de sus lados a una cisterna terminal,
por lo que las estructuras de triadas son raras en el miocardio. Estas
caracteristicas morfolégicas sugieren que el acoplamiento entre la excitacion y
contraccion muscular (AEC) ocurre casi exclusivamente por sefiales originadas

en las uniones triddicas en el musculo esquelético, mientras que en el



cardiomiocito la liberacién de Ca?* del RS es inducida por el Ca®* que entra por
los canales tipo L voltaje dependientes (receptores de dihidropiridina, DHPR) (4,
5). Las regiones del RS que no se encuentran en la cercania de los tubulos T, se
conocen como RS longitudinal (LRS) que esta constituido por membranas
tubulares ramificadas en el interior de la célula cuya funcién primordial es el
transporte activo de Ca®" al interior del RS durante la relajacién muscular (6) .
Las principales proteinas que regulan la captacion, almacenaje y
liberacién de Ca?* en el RS tanto de musculo esquelético como cardiaco son la
ATPasa de Ca®** (SERCA), la proteina de alta capacidad de unién a Ca*
llamada calsecuestrina (CASQ) y el canal de liberacién de Ca®" también
conocido como receptor de rianodina (RyR) (7-10). En el cardiomiocito, el AEC
comienza cuando un estimulo despolarizante en el tibulo T activa al canal de
calcio sensible a voltaje del sarcolema (receptor de dihidropiridina, DHPR), el
cual permite la entrada de pequefias cantidades de Ca®" extracelular al
citoplasma induciendo al canal RyR para que libere Ca?* del interior del RS para
elevar la concentracién de [Ca®*] de ~20 nM hasta ~1 [M. La fuerza de
contraccién muscular esta regulada por la unién de Ca®* a la troponina C, que
desencadena el entrecruzamiento de actina y miosina (11). Durante la relajacion
muscular en el corazén humano, el Ca®" se transporta del citoplasma al RS
principalmente por la ATPasa de Ca*" (60-70%) y posteriormente se transporta
al exterior por el intercambiador Na‘/Ca* (NCX) (30-40%). Por tanto, la
contraccion y la relajacion en miocitos cardiacos se regula por las

concentraciones de [Ca®"].



El manejo anormal del calcio por el cardiomiocito, contribuye de manera
predominante a la disfuncidon contractil observada en la hipertrofia cardiaca
severa y en la insuficiencia cardiaca. Ambos, la contraccion y la relajacion
muscular se encuentran alteradas en los miocitos cardiacos de seres humanos y
de modelos animales de insuficiencia cardiaca (12-16). Se ha demostrado que la
disminucién en la velocidad de acortamiento del miocito cardiaco durante la
contraccion se correlaciona tanto a la actividad reducida de ATPasa miofibrilar
(17), asi como a una concentracién disminuida de [Ca®']; (18-20). Por lo tanto, es
razonable asumir que in vivo el contenido de calcio del RS es bajo en la
insuficiencia cardiaca y contribuye a la disminucion de contractilidad vy

generacion de fuerza del cardiomiocito.
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Figura 1.1 Estructura del reticulo sarcoplasmico. Anatomia del RS en células
cardiacas Panel A. Corte histolégico de ventriculo izquierdo que muestra a los
cardiomiocitos en su disposicion habitual, y los discos intercalados para la propagacién
del impulso eléctrico. Panel B. Esquema de la estructura de la fibra muscular cardiaca ,
donde se observa la disposicion de los componentes celulares, y el espacio
extracelular, prolongado por el tibulo T. Panel C. Esquema de la ultraestructura de una
fibra muscular, donde se observa el tibulo T y su relacién con las cisternas del reticulo
sarcoplasmico,; y se observa la relacion del reticulo sarcoplasmico con la miofibrilla.



EL ACOPLAMIENTO EXCITACION CONTRACCION

El acoplamiento entre la excitacién y contraccion muscular (AEC) es el
mecanismo que acopla la despolarizacion del sarcolema con la liberacion de
Ca’" del RS, es un proceso que depende de la interaccién entre los canales de
Ca’" dependientes de voltaje tipo L (DHPR) y los canales de liberacién de Ca**
del RS (RyR). La liberacion de Ca®" por el RS es esencial en la actividad
cardiaca y es el activador directo de los miofilamentos que llevan a cabo la
contraccién; el manejo incorrecto de [Ca?'] por los cardiomiocitos es una de las
principales causas de disfuncidn contractil y arritmias en condiciones patologicas
(21, 22).

Durante el potencial de accion, el Ca?* entra a la célula por la activacién
de los canales tipo L (DHPR), debida a la despolarizacion lo que provoca una
corriente entrante de Ca** (Ica), la entrada de una cantidad pequefia de Ca** es
detectada por el canal RyR y resulta en la activacion de éste, lo que permite que
los RyRs se abran y permitan la salida de una cantidad masiva de Ca** del RS
de forma rapida, la combinacién del Ca?* entrante por el canal DHPR vy el
liberado del RS incrementa rapidamente la [Ca*']; que permite la unién del Ca**
con la troponina C, lo que a su vez permite la activacion de la maquinaria
contractil (23). Recientemente se han descrito otros dos mecanismos que
pueden inducir la liberacion de Ca** del RS; el primero es a través de canales
tipo T dependientes de Ca®*, el segundo es por medio del NCX, al invertir el flujo
y generar una entrada de Ca®* tanto por un aumento de la concentracién de Na*

citosdlico y/o por una despolarizacion; sin embargo ambos mecanismos son



menos efectivos en provocar la liberacién de Ca** por el RS, en comparacion
con el DHPR y se desconoce si tienen un papel en condiciones fisioldgicas (24).

Los canales DHPR se activan por la despolarizacion y se inactivan en una
forma Ca?" dependiente, lo que limita la cantidad de Ca** que entra a la célula
por el potencial de accién, esta inactivacion dependiente de Ca®* es mediada por
CaM unida al extremo carboxilo-terminal del canal DHPR. Generalmente, la
zona donde se encuentran los canales DHPR esta en proximidad al JRS, donde
se encuentran los canales RyR, con lo que funcionalmente se facilita la
activacion de los estos. La apertura de un canal DHPR asociado a un canal RyR
(couplon) asociando 2-4 iones Ca** al RyR es suficiente para activar totalmente
el proceso de liberaciéon en ese couplon y desencadenar la apertura del mismo.
Los RyR que se encuentran en la periferia de un couplon, pueden activarse ya
sea por una concentracioén local alta de Ca** (>10 [M) o por un acoplamiento
con el RyR del couplon, con lo que se tiene un mecanismo de todo o nada, pero
debido a que la concentracion de Ca®" entrante decae rapidamente entre
couplones, deriva en que la activacion no se propague; un mecanismo que
funciona para generar un margen de seguridad es la asociacion de mas de un
canal de RyR por couplon (10-25 DHPR/100 RyR) con lo que se asegura que
cada couplon dispare y propague el impulso inicial (21, 22).

Una vez que se ha llevado a cabo la contraccibn muscular, es necesario
que la [Ca®'];, regrese a sus niveles en reposo (10-20 nM), para permitir la

relajacién muscular. En el proceso de retirar el Ca** del citoplasma, hay 2

mecanismos fundamentales en mamiferos, uno esta dado por SERCAZ2a



mencionado previamente, que se encarga de transportar activamente el Ca®* al
interior del RS, el otro mecanismo de importancia es el intercambiador de
Na‘/Ca** (NCX), el cual desplaza por gradientes Ca®" hacia el exterior de la
célula, y desplaza Na" al interior de la célula. Existen ademas otros mecanismos
que pueden contribuir al movimiento del Ca®*, como son las ATPasas de Ca**
de la membrana plasmética (PMCAS) y los transportadores mitocondriales de
Ca?*, sin embargo su contribucién para restituir la concentracién normal de Ca**

intracelular [Ca®"]

total en la relajacion durante condiciones fisiol6gicas normales
es minima. En condiciones fisiologicas en el corazén humano, SERCA2
desplaza de vuelta al interior de RS ~60% del Ca?* y el NCX moviliza ~40% del
Ca?* restante al espacio extracelular, aunque estos porcentajes varian de
especie a especie y pueden modificarse en condiciones patologicas (21, 22).
(Figura 1.2)

La liberacion de Ca** del RS inducida por Ca** (LCIC) en cardiomiocito
es un mecanismo de retroalimentacion positiva, pero su inactivacion es
necesaria para la recarga diastdlica, por lo que se han propuesto tres
mecanismos para esta inactivacion: 1) la deplecién del RS de Ca?', 2) la
inactivacion o adaptacion del RyR y 3) el agotamiento estocastico. El
agotamiento estocastico se refiere a que todos los canales DHPR y RyR se
cierran simultaneamente, la corriente entrante de Ca** decae rapidamente y se
interrumpe el proceso de liberacién; este mecanismo es poco probable que

ocurra, debido al numero de canales que se activan normalmente. La deplecion

local de Ca?* no es capaz de explicar en su totalidad la inactivacién de la LCIC



debido a que se han observado que después de tiempos prolongados (>200 ms)
de activacion, es un escenario en el que la cantidad de Ca** liberado por el RS
no disminuye. Se han propuesto dos formas de inactivacion de RyR, ambas
dependientes de Ca**, una es la inactivacion por absorcién en la que el RyR es
incapaz de reabrirse hasta que se recupera, y la otra es por adaptacion en la
que después de activarse, las probabilidades de apertura del canal son
menores, pero aln es posible que se abra ante una corriente mayor de Ca**
entrante. Hasta el momento no se ha determinado si solo uno de estos
mecanismos predomina sobre los otros, y existen pocos estudios que arrojen
datos concluyentes (21-25)

3 Na* 3 Na*
Na'/K*-ATPasa | Inex

Figura 1.2 El acoplamiento excitacion contraccion. El AEC comienza cuando el
DHPR recibe un estimulo despolarizante, que lo activa permitiendo la salida de Ca?* del
RS por medio del RyR para activar a la TnC y permitir la contraccion muscular. Durante
la relajacion el Ca** del citoplasma es retirado por SERCA2a hacia el RS, o por el NCX
hacia el espacio extracelular. Al interior del RS, el Ca?" es unido por CASQ para evitar
su precipitacion. PLN, Fosfolamban; J, Juntina, T, Triadina, PMCA, ATPasa-Ca** de la
Membrana Plasmaética.



COMPONENTES DEL RETICULO SARCOPLASMICO

Los principales componentes proteicos del reticulo sarcoplasmico han
sido bien caracterizados, particularmente los del JRS debido a la importancia de
esta estructura en la fisiologia de la contraccion; los componentes de mayor
importancia son el canal de liberacién de Ca?* o receptor de rianodina (RyR), la
proteina calsecuestrina (CASQ), y algunas otras como la juntina y la triadina que
participan en el anclaje de CASQ al RyR ademas de participar en su regulacion;
existen otras proteinas como la calstabina 2 que se une al RyR en su cara
citoplasmica y contribuye a su regulacion (26). El otro componente de gran
importancia en la estructura y funcién del RS es la ATPasa de Ca*" del RS
(SERCA) junto con su proteina reguladora fosfolamban (PLB) (27), que se

encuentra predominantemente en la zona del LRS.

La Calsecuestrina

La calsecuestrina es la proteina mas abundante en el interior del RS, en donde
constituye la principal proteina que une Ca*' y es capaz de almacenar Ca** en
una cantidad suficiente (0.5 a 2 mM) para permitir la contracciones de manera
repetida (26). La CASQ es una proteina con un peso molecular estimado de 44
kDa; altamente acidica, conteniendo mas del 37% de los aminoacidos de Asp o
Glu, concentrados en la region C-terminal. Estas caracteristicas la convierten en
una proteina con una alta capacidad para unir Ca?*, (30-50 mol Ca?*/mol CASQ),
con una afinidad relativamente baja (Kd 1mM) a fuerzas idnicas normales (28,

29). Existen dos isoformas descritas de CASQ codificadas por genes distintos



(Casql y Casq2), la isoforma CASQ1 se localiza en musculo esquelético, y la
isoforma CASQ2 en el musculo esquelético de contraccion lenta. Se encuentra
exclusivamente en las cisternas del JRS, no se ha encontrado en el LRS (6), se
le observa en la proximidad de la membrana del RS aunque no esta anclada a
ésta, sino que esta asociada a las proteinas juntina y triadina, que junto con el
RyR forman un complejo multiproteico (30). Se ha descrito su funcién principal
como amortiguador de [Ca®"] para evitar la precipitacién debido a las altas
concentraciones de este ion que se hallan al interior del RS. Hasta el momento
no se han descrito diferencias funcionales entre ambas isoformas, por lo que los
resultados obtenidos con una isoforma se consideran validos para ambas (26,
31).

Tras la unién a Ca* la CASQ sufre cambios conformacionales, y en
respuesta al incremento de las concentraciones de Ca?* produce la precipitacion
de la proteina que deriva en la produccion de fibras o cristales en forma de
agujas (31). Por estas caracteristicas en condiciones normales en el RS dos
tercios del Ca** asociado a CASQ se encuentran en agregados, y un tercio se
encuentra asociado a CASQ soluble. En base a estos datos se infiere que se
requiere de la formaciéon de complejos para la union de alta capacidad
Ca?'/CASQ. Los estudios de cristalizacion demuestran que la CASQ carece de
dominios de unién a Ca®" caracteristicos como el dominio “EF-hand”, tipico de
proteinas ligadoras de Ca®* como la troponina C (32). Estos datos sugieren que
la unién Ca?*/CASQ en lugar de requerir de multiples sitios de unién a Ca**, esta

dada por la atracciéon electrostatica por los residuos negativos en CASQ (Figura
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1.5) (26, 32). Los estudios de cristalizacion también demuestran que la CASQ
tiene tres dominios casi idénticos organizados en tandem denominados |, II, 1l
con una topologia similar a la de la tiorredoxina bacteriana (Figura 1.3) (32). La
cristalizacién también comprueba que existen dos tipos de interaccion en las
interfases de la dimerizacion: “front to front”, “back to back” (Figura 1.4); ambos
tipos de interaccion acumulan una gran cantidad de residuos acidicos. Se cree
que la unién a Ca** se da cuando las cargas positivas de este llenan las bolsas

negativas formadas en los contactos de dimerizacion (31, 33).

Thioredoxin E.coll CS0_Domain | CS50_Domain 11 C50_Domain 111

Figura 1.3 Estructura de los dominios de CASQ y Tiorredoxina. Comparacién entre
los tres dominios (dominio |, residuos 13-124; dominio Il, residuos 125-228; dominio IlI,
residuos 129-352) de calsecuestrina esquelética de conejo y el dominio de tiorredoxina
de E. Coli. Tomado de Wang (1998)
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Figura .4 Estructura cristalina de calsecuestrina. llustracion de las interacciones
entre cuatro moléculas de calsecuestrina esquelética de conejo, las interacciones “front
to front” se ven entre la molécula azul (i) y amarilla (ii), y entre la molécula roja (iii) y la
molécula verde (iv). La interaccién “back to back” se observa entre la molécula amarilla
(i) y la roja (iii). Tomado de Wang (1998).
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Figura I.5 Distribucion de cargas en la molécula de calsecuestrina. La carga en la
molécula de calsecuestrina de frente (a) y de espalda (b). El color rojo es negativo, azul
positivo y blanco neutral o hidrofébico. EI dominio Ill en el extremo C-terminal, tiene el
potencial electronegativo mas grande. Todos las zonas electronegativas son por
residuos Asp y Glu. Tomado de Wang (1998).

Por medio del uso de mutantes que truncan la proteina en diferentes
secciones, se determiné el papel del Ca®" para la formacién de los contactos
“front to front”, “back to back”, en la polimerizacion de CASQ, y tras la
determinacién de los estados de conformaciéon y de polimerizacion se propuso
un modelo. En la presencia de bajas concentraciones de Ca®* o la ausencia, la
CASQ se encuentra mayoritariamente linear debido a la repulsién de cargas. A
medida que se incrementan las concentraciones de Ca?*, los dominios de
tiorredoxina adquieren su conformacion por el efecto negativizante que ejerce el
Ca”* sobre la repulsién de cargas. A mayores incrementos de la concentracion
de Ca®" se empiezan a presentar las interacciones entra moléculas de CASQ,
dandose la interaccion “front to front” primero debido a que la regién N-terminal

de la que depende tiene un menor nimero de residuos acidicos; en el caso de la

13



interaccion “back to back”, es la ultima en aparecer, debido a que la region C-
terminal de la que depende posee una mayor cantidad de residuos acidicos y
requiere de mas Ca?* para neutralizar la carga. En la presencia de
concentraciones superiores a 5 mM se forma un polimero lineal de CASQ, tras la
formaciéon de los dimeros dependientes de las interacciones “front to front” y

“back to back” (Figura 1.6) (32-34).

CYTOPLASM
SR membrans SJUNCTIM
LU EM
10mi Cat
—
Ca®* absant
n
4.-" =il Do frant
L (3 potymerisation -
|1I \ g
| T {
Me®
~ f
10uhd — Tmbd Ca™

Back to back

el g € 10Uk Ca

Figura 1.6 Modelo de los cambios conformacionales de calsecuestrina. En
ausencia de Ca*, la CASQ se encuentra desplegada, con un incremento a <10 uM, la
estructura se condensa y forma los tres dominios tipo tiorredoxina. Conforme
incrementa la [Ca®*] 10 uM, la CASQ se dimeriza con interacciones “back to back”, entre
10 uM y 1 mM, se forman polimeros lineales por medio de las interacciones “front to
front”, y hay interacciones con el RyR via TRD y JCN. A concentraciones <10 mM, el
polimero se disocia del RyR. Tomado de Beard (2004).
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En las concentraciones habituales de Ca®" en el RS vy las distintas
proteinas, se ha demostrado que la mayoria de la CASQ se encuentra en
matrices fibrosas densas que estdn compuestas de polimeros y multimeros de
CASQ (Figura 1.7) (35). Hasta el momento se ignora si durante el proceso de
contraccion-relajacion la CASQ sufre cambios en la polimerizacién o si esta se
mantiene. Se ha especulado que la existencia de dichos cambios como un
mecanismo para la disociacién del Ca** durante la contraccion en el AEC. Se ha
determinado que la concentracién de Ca®* presente en el interior del RS durante
la contraccién, disminuye hasta un 54%, mientras que la cantidad de Ca®* unido
a CASQ diminuye hasta un 28%. Hasta el momento no existen datos que
confirmen que los cambios conformacionales son el mecanismo por medio del
cual se libera el Ca** (28).

Ademas de interactuar consigo misma en forma de oligémeros, la CASQ
se asocia con otros componentes del RS en la region donde estan localizados
los RyR. Fundamentalmente interactla con las proteinas triadina (TRD) y juntina
(JCN) y posiblemente RyR2 (30). Estas interacciones estan dadas por dominios
de aminoacidos cargados en los extremos N- o C-terminal. Se ha demostrado
gue estas interacciones con TRD y JCN, median la asociacion entre el RyR y la
CASQ, y que se ha demostrado el papel de CASQ como regulador del RyR (36,
37).

La TRD es una proteina de la membrana en el RS, posee un segmento
N-terminal corto, un dominio Unico transmembranal, y una regién C-terminal de

gran carga, que se localiza en la luz del RS y constituye la mayor parte la
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proteina. Hasta el momento se han identificado tres isoformas, de las cuales la
TRD-1 (40 kDa) es la mas abundante en el corazon. La region C-terminal es
capaz de interactuar con CASQ, RyR y JCN. Esta porcién de la proteina se
caracteriza por la presencia de segmentos largos de residuos KEKE. El sitio de
union a CASQ se ha identificado en un solo dominio KEKE conformado por 15
residuos (210-224) (30, 38, 39). Se han propuesto dos roles para la TRD, el
primero exclusivamente como proteina de anclaje, concentrando CASQ en la
proximidad del RyR, facilitando la liberacién de Ca®" por proximidad. El otro
papel propuesto es la posibilidad de que la TRD regule directamente al RyR (6,
40), lo que es apoyado por experimentos con ratones transgeénicos, en los que
se sobre-expresa 5 veces TRD, y se encuentra una disminucién en el miocardio
de JCN y RyR2, sin alteraciones en la cantidad de CASQ, estos ratones
presentan alteraciones en el manejo de Ca?’, incluyendo una relajacién mas
lenta, decaimiento de los transientes de Ca?', y fuerza de contraccién
disminuida (41). Estos hallazgos son similares a los encontrados en pacientes
con taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica (CPVT), en los que la
funcién de CASQ se altera o incluso no existe la proteina (42), lo que sugiere
gue existe una regulacién doble por parte de TRD(o JCN) y CASQ?2 al receptor
de RyR.

La JCN es una proteina de unién a CASQ de 26 kDa, presentes en las
membranas del RS, posee una estructura de dominios similar a la de TRD, con
un dominio N-terminal corto, un solo paso transmembranal, y una region C-

terminal larga y altamente cargada. El dominio luminal contiene dominios KEKE
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y sitios para interaccion con otras proteina (26, 43). Por medio de experimentos
en membranas lipidicas se ha observado que es capaz de estimular al RyR vy
aumentar sus probabilidades de apertura (36). A diferencia de TRD, la JCN no
parece tener un sitio especifico de unién a CASQ. De forma similar a la TRD la
sobre-expresién de JCN, se asocia con alteraciones en el manejo de Ca®", y
alteraciones en la estructura del RS, caracterizados por un estrechamiento de

las cisternas del jRS y compactacion del contenido del RS (28, 44).

polyrmer Calreticudin

Figura 1.7 Distribucién de la calsecuestrina en el interior del reticulo
sarcopldsmico. La CASQ se encuentra en el interior del jRS, en su forma monomérica
ante concentraciones de Ca®" bajas <1 mM, se asocial al RyR por medio de la Juntina y
la Triadina. Ante concentraciones altas de Ca®* >10 mM, la CASQ se encuentra
polimerizada y disociada del RyR. Tomado de Gyorke (2007).
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La CASQ fue descrita inicialmente como un buffer de Ca®" al interior del
RS, pero los estudios posteriores han demostrado un papel importante en la
regulacién del RyR y por lo tanto en la liberacién de Ca®* por el RS. Como ya se
menciono la TRD y/o la JCN parecen tener un papel mediando la interaccién
entre el RyR y CASQ, donde la CASQ parece regular negativamente el RyR,
disminuyendo las probabilidades de apertura. Esto es apoyado por los datos
experimentales, que han demostrado que en presencia de concentraciones
bajas de Ca* (<2 mM) en el interior de RS, la CASQ se encuentra
fundamentalmente en forma lineal y asociada a TRD/JCN, disminuyendo la
actividad del RyR, mientras que a concentraciones altas (>10 mM) de Ca*" la
mayor parte de la CASQ se haya en polimeros y disociada de JCN y TRD, lo
gue deriva en una mayor probabilidad de apertura del canal (32, 40, 45, 46).
Otro dato que sefiala la importancia de la CASQ es el aportado por estudios con
ratones transgénicos sobre-expresando CASQ2, en los que se encontrd, el
desarrollo de hipertrofia e insuficiencia cardiaca de forma temprana (47, 48).
Como se mencion0 brevemente se ha descrito una enfermedad conocida como
Taquicardia Ventricular Polimorfa Catecolaminérgica, (CPVT) en la que los
pacientes presentan varios polimorfismos que truncan a la proteina, estos
pacientes tienen un corazon estructuralmente normal, y con una funcién
cardiaca conservada, sin embargo presentan liberaciones aberrantes de Ca*
durante la relajacién cardiaca que desencadena arritmias letales, en condiciones
estresantes como la estimulacion con agonistas ®-adrenérgicos, y en

condiciones en las que se aumenta el metabolismo como el ejercicio (46, 49-51).
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El canal de liberacion de calcio

El canal de liberacion de Ca®*" del reticulo sarcoplasmico (RyR) es un
componente central del AEC, que controla la salida de Ca* del RS, la cual
activa y regula la contraccion muscular. La estructura, funcion y regulacion de
los RyR han sido descritas a lo largo de la dltima década (52). Los RyR
pertenecen a una familia de canales de liberacién de Ca®* altamente conservada
evolutivamente. Se han descrito tres isoformas de RyR codificadas por tres
genes distintos (Ryrl, Ryr2, Ryr3); la isoforma RyR1 que se encuentra en el
musculo esquelético de contraccion rapida, la isoforma RyR2 que se expresa en
musculo cardiaco y cerebro, y la isoforma RyR3 que se expresa en musculo liso
y cerebro (53-55). Los RyRs se encuentran formando el canal de liberacion de
Ca” en tetrameros, en esta conformaciéon es el canal i6nico de mayor
dimension descrito con un peso ~2000 kDa (26). Aproximadamente, 90% de
cada una de las subunidades del canal, se encuentran formando una regién N-
terminal, que protruye hacia el citosol y que tiene funciones reguladoras (52);
esta region inicialmente fue descrita como los “pies” del RyR por microscopia
electrénica y habitualmente se encuentra en gran proximidad (120 A) a los
tibulos T y los canales de Ca?* tipo L (DHPR) (56, 57). La regién amino-terminal
contiene varios dominios reguladores que controlan las propiedades de apertura
del poro C-terminal, también le confiere propiedades de proteina de andamiaje al
RyR localizando numerosas proteinas reguladoras clave del complejo. Cada una
de las subunidades del RyR contiene sitios de union para calmodulina (CaM),

calstabina 2 (previamente conocida como proteina de union a FK-506; FKBP1-
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B), proteina cinasa A (PKA), fosfatasas 1 y 2 (PP1/PP2) y sorcina (16). En la
superficie luminal del RS se encuentra la union de calsecuestrina mediada por la
triadina y juntina (30).

La regulacion del RyR durante el ejercicio o estrés es mediada por la
activacion de receptores adrenérgicos-® acoplados a proteinas G, que median
la activacion de la adenilato ciclasa, lo que resulta en un incremento en los
niveles de AMPc, que a su vez deriva en una activacion de la PKA; la PKA
entonces fosforila al RyR en un dominio conservado de cremallera de
leucinalisoleucina (58); esta fosforilacion provoca que la calstabina 2 se disocie
del complejo del canal; este fenbmeno aumenta la probabilidad de apertura del
canal RyR, y la sensibilidad a la activacién dependiente de Ca** (Figura 1.8) (59,
60). La integracion de la activacion simpatica y la activacion cardiaca por
fosforilacion del RyR mediada por PKA, es un mecanismo conservado
evolutivamente que permite una adaptacion rapida del gasto cardiaco durante el
ejercicio o estrés subito (la respuesta lucha-huida) (61). Las PP1/PP2 se
encargan defosforilar al RyR, permitiendo que calstabina 2 se vuelva a unir al
RyR y reestablecer las propiedades de apertura del canal. También, se ha
observado que la PP1 disminuye la actividad del RyR. Se ha propuesto que la
PP1 al estar unida al RyR, confiere estabilidad al RyR y promueve la apertura y
cierre acoplados de grupos de RyRs que funcionan como unidades de liberacion
de Ca®* (16). Por lo anterior, se sugiere que el desacoplamiento de RyR
contribuye significativamente a la disminucion del AEC observado en la

insuficiencia cardiaca (16).
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La ATPasa de Calcio

Las ATPasas de Ca?* del RS (SERCAs) son proteinas de ~110 kDa vy
pertenecen a la familia de enzimas altamente conservadas (ATPasas tipo E1-
E2), son enzimas dependientes de ATP que transportan Ca?* activamente hacia
el interior del RS (62). La familia de bombas de calcio SERCA consta de tres
genes homodlogos llamados SERCA1, SERCA2 y SERCA3 (63-65). El gen
SERCAL se expresa en el musculo esquelético de contraccion rapida y codifica
un pre-ARNm que por empalme alternativo produce dos isoformas cuya
expresion se regula durante el desarrollo, la SERCAla o isoforma adulta y la
SERCAL1Db o isoforma neonatal (63). El gen SERCAZ2 codifica para tres isoformas
producidas por mecanismos de empalme alternativo del transcrito primario
llamadas SERCA2a, SERCA2b y SERCAZ2c, que también se expresan de
manera tejido especifica (64). La isoforma SERCA2a se expresa
predominantemente en el musculo cardiaco y en menor cantidad en el musculo
esquelético de contraccion lenta, aunque también se expresa en niveles mas
bajos en el musculo liso y tejidos no musculares (66). La isoforma SERCA2b se
expresa de forma ubicua en la mayoria de los tipos celulares principalmente en
musculo liso y células no musculares. La isoforma SERCA2c descubierta
recientemente, se ha reportado que se expresa durante la diferenciacion
monocitica, en corazén y en otros tejidos (67). El gen SERCAS3 codifica para seis
isoformas producidos por empalme alternativo del pre-ARNmM que se expresan

predominante en las células epiteliales y de origen hematopoyético (68).
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SERCA2a se encuentra principalmente en el LRS, y participa en el
bombeo de Ca?* del citoplasma hacia el interior del RS durante la relajacion
muscular. SERCA2a cataliza el gradiente electrogénico de 2 iones de Ca*" por
una molécula de ATP hidrolizada; SERCA2a tiene una afinidad alta por Ca®* (Kn,
~ 0.1 [M) y es capaz de mantener la concentracion citosélica en reposo de 10-
20 nM (11, 69). La densidad de SERCA2a en la membrana del RS es muy alta
(30000/(m?) y el 80% del contenido de proteinas es SERCA2a, debido a esto
solo son necesarios 1 0 2 ciclos de transporte de Ca®" para recuperar la
concentracion de Ca** citoplasmica durante la relajacién muscular (11).

En el cardiomiocito, SERCA2a se regula por fosfolamban (PLB), una
proteina de 52 aminoacidos con un peso de 6.1 kDa, que forma un
homopentdmero que tiene tres dominios citosélicos, el dominio la (aminoacidos
1-20) donde se encuentran los sitios para fosforilacion por PKA (Ser 16) y por la
cinasa de Ca®'/CaM (Thr 17), el dominio 1b (aminoacidos 21-30) es rico en
aminoacidos amidados y el dominio Il que atraviesa la membrana del RS.
(Figura 1.9B) Cuando PLB se encuentra defosforilado actia como un inhibidor de
la actividad de SERCAZ2; se ha demostrado que la fosforilacion por la cinasa
dependiente de Ca*/Calmodulina (CaMKIIl) resulta en un incremento de la
actividad de SERCA. La fosforilacion de PLB, estd dada normalmente por la
activacion de receptores ®-adrenérgicos, que se encuentran acoplados a
proteinas G y a través de la activacion de la adenil ciclasa se incrementan los
niveles de AMPc que activan a la PKA, la cual tiene como uno de sus blancos a

PLB. La fosforilacion de PLB reduce su interaccion con SERCA2, lo que resulta
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en aumento de la Ve de SERCA2 para el transporte de Ca®* (27, 70).(Figura 1.9

A)
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EXPRESION DE CALSECUESTRINA

Como se menciono anteriormente, en los mamiferos existen dos
isoformas de CASQ codificadas por genes distintos (Casql, Casqg2), la isoforma
CASQL1 se encuentra en musculo esquelético de contraccion rapida (100%), y
también en musculo esquelético de contraccion lenta (75% del total de CASQ);
la isoforma CASQ2 se haya en el musculo esquelético de contraccion lenta (25%
del total de CASQ) y en el musculo cardiaco (100% del total de CASQ) (71). En
el masculo esquelético tanto de contraccion rapida como lenta, durante la etapa
fetal se expresa de manera casi exclusiva el gen Casqgz2, y hay un cambio hacia
la isoforma CASQ1, en el periodo neonatal llegando al patrén adulto ya
mencionado (72). En el musculo cardiaco la isoforma CASQ2 se sintetiza de
forma exclusiva desde la etapa fetal hasta la vida adulta. Ninguno de los dos
genes se expresan en tejidos no musculares, ni en musculo liso (Figura 1.10).
Los dos genes en el humano se localizan en el cromosoma 1, Casqgl en 1921, y
Casg2 en 1p23. Ambos genes comparten una gran similitud de aminoacidos en
la secuencia peptidica, entre las dos isoformas ( 60% ) y alrededor de 80% a
nivel del ARNm (26, 31).

Debido a la relevancia de los componentes del RS en el masculo cardiaco
para la funcion del mismo, la expresion de los genes que codifican para estos
componentes ha sido analizada extensamente en pacientes con varias
patologias cardiacas, incluyendo la hipertrofia en insuficiencia cardiaca,
miocardiopatias hipertréficas y dilatadas, y cardiopatias congénitas; entre los

hallazgos se ha descrito la alteracion de la expresion de varios genes
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involucrados en el manejo de Ca** en el cardiomiocito, incluyendo una
disminucién de la cantidad total de SERCA2a, un aumento en la expresion de
PLB y NCX, ademas de cambios en la expresion de varios genes, regresando a
un patron de expresion fetal. Sin embargo en todos los estudios in vivo, la
expresion de Casq2 se mantiene constante en las distintas patologias, aun
cuando otros componentes clave del manejo de Ca?* en el cardiomiocito se
encuentran alterados (73-76). Estos datos aunados a los cambios drasticos
encontrados en los ratones transgénicos con sobre-expresién de CASQ2, y las
alteraciones encontradas en pacientes con ausencia de CASQ2 funcional,
sugieren que la expresiéon del gen Casq2 se encuentra regulada de forma
estrecha y precisa.

Hasta el momento se han clonado los genes de Casg2 de humano, raton
y conejo (71, 77), y se ha secuenciado el gen Casg2 en la vaca, perro,
chimpancé, ratdn, rata, y humano, ademas del gen de Casq del pollo. Sin
embargo no se habian analizado los mecanismos que regulan la expresion a
nivel transcripcional de ninguno de los genes de calsecuestrina. El trabajo de
esta tesis constituye el primer estudio de la regulacién transcripcional del gen

Casqg2 (78).
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Figura .10 Expresion de calsecuestrina 2 en diferentes tejidos del raton. Panel A.
Northern blot para casq2, con RNA de tejidos de ratdn, la expresibn se observa
exclusivamente en el masculo cardiaco, y en menor medida en el musculo soleus, que
es un musculo de contraccion lenta, no se observa mensajero en el muasculo de
contraccion rapida tibial anterior, ni en tejidos no musculares. Panel B. Dot blot para
calsecuestrina 2 en ratén, se observa la mayor expresion en el corazon, y en mucho
menor grado en masculo esquelético, mientras que algunas trazas se alcanzan a
observar en tiroides, testiculo y epididimo. Tomado de Kranias (2001).
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La regulacién de la expresion génica en el corazén, ha sido estudiada en
varios genes, entre los que se encuentran la miosina de cadena pesada alfa
(MHC-(), la troponina C (TnC) y la miosina ventricular cadena ligera de-2
(VMLC-2), en los que se ha demostrado un patrén de expresion similar, con una
expresion en musculo esquelético particularmente de contraccion lenta, muy por
debajo a la observada en el musculo cardiaco (en promedio 10 veces); Donde la
expresion muscular especifica esta regulada por los elementos proximales, y las
secuencias de ADN distales, actuan como enhancers cardiaco especificos (79-
82). Se han identificado varios factores de transcripcion musculo especificos que
estan involucrados en la regulacion de estos genes, entre los factores
relacionados estan MEF-2 (Myocite Enhancer Factor-2), SRF (Serum Response
Factor), Nkx 2.5, GATA-4, HAND-1, HAND-2 (83-86). El gen de calsecuestrina
tiene una diferencia fundamental con todos los genes cardiacos especificos cuya
regulacion ha sido estudiada hasta el momento, que consiste en la ausencia de
cambios en los niveles de transcripcion del gen hCasq2 en distintas patologias
cardiacas (insuficiencia cardiaca, hipertrofia cardiaca, miocardiopatia dilatada).
En estas patologias se encuentran alteraciones intracelulares (estado hiper-
adrenérgico, aumento de la concentracion citosdlica de Ca2+, activacion de vias
hipertroficas) que derivan en un cambio en el patron de expresion de genes
cardiacos, activandose la expresion de genes fetales al mismo tiempo que se
disminuyen los niveles de transcripcion de los genes cardiacos adultos (16, 76,

87, 88). La mayoria de los factores de transcripcion mencionados estan

28



regulados por vias de sefializacién intracelular que se alteran en las patologias
mencionadas (89), esto hace necesario determinar la regulacion transcripcional
del gen Casq2 para conocer los mecanismos por medio de los que el nivel de
expresion se mantiene constante, aun cuando el patrén de expresion se haya
modificado por algun estado patoldgico.

Debido a que el gen presenta una expresion tejido especifica y sostenida,
la region reguladora se convierte en una posible herramienta para emplearse en
terapia génica cardiaca, empleando la regiéon reguladora del gen Casq2
asociada al ADNc de genes cardiacos cuya expresion se encuentra disminuida
como el gen SERCA2, y de esta forma restituir los niveles de la proteina en el
corazon y en el caso de este ejemplo mejorar el transporte de Ca®* al interior del
RS, y el nivel de carga de este. Para esta potencial aplicacion, se requiere de

comprender la regulacion del gen Casq2.
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Ill. HIPOTESIS

La expresion tejido especifica del gen humano de calsecuestrina cardiaca
(hCasq2), se encuentra regulada a nivel transcripcional, por factores de
transcripcion que se expresan de forma especifica en musculo cardiaco vy
esquelético y que estan presentes en los nucleos de miocitos cardiacos vy
miocitos esqueléticos de contraccion lenta, durante la diferenciacion miogénica,
y en el musculo adulto; tales como MyoD, Miogenina, HAND1, MEF-2 (A, C, D),
SRF. Estos factores interactuan con la secuencias de ADN en la region
reguladora 5 del gen hCasq2, y que por medio de esta interaccién y la
combinacion de diferentes factores se da la expresion tejido especifica, y
constante que caracteriza a el gen de hCasqZ2. La regulacion del gen hCasq2,
debe ser similar a la de otros genes que codifican para proteinas especificas de
musculo cardiaco, en donde los elementos proximales en la region reguladora,
regulan la expresion musculo especifica, mientras que los elementos distales

actuan como enhancers especificos para musculo cardiaco.
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IV. OBJETIVOS

Objetivo General
El objetivo general de este trabajo es elucidar parte de los mecanismos
que regulan a nivel transcripcional la expresidon musculo esquelético y cardiaco

especifica del gen humano de calsecuestrina cardiaca.

Objetivos Especificos

1. Identificar por medio de analisis de secuencia las regiones que tengan
probabilidad de regular transcripcionalmente la expresion del gen hCasq2,
y comparar con otros genes con expresion cardiaco especifica.

2. Demostrar la funcion de elementos reguladores musculares (CArG-box,
MEF2 y E-box) presentes en la region reguladora del gen de hCasqZ2 en
miocitos cardiacos y miotubos esqueléticos.

3. Demostrar la interaccion de secuencias de ADN que contienen CArG-box,
MEF2 y E-box del gen de hCasqZ2 con factores de transcripcion presentes
en extractos nucleares de miocitos cardiacos y de miotubos esqueléticos.

4. Caracterizar por mutagénesis dirigida el papel de los elementos CArG-
box, MEF2 y E-box del promotor del gen de hCasq2 en su transcripcion
en cardiomiocitos y miotubos de las lineas celulares de musculo
esquelético de raton.

5. Determinar la importancia de factores de transcripcion miogénicos en la

regulacion de la expresion del gen de hCasq2.
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V. MATERIALES Y METODOS

Materiales. Todas las enzimas fueron adquiridas de Invitrogen y New England
BioLabs. El [©-**P]JATP y [(-**P]dCTP fueron adquiridos de PerkinElmer Life
Sciences. Los oligonucledtidos de ADN fueron sintetizados en la Unidad de
Biologia Molecular, del Instituto de Fisiologia Celular UNAM. EI ARN total de

corazon humano fue adquirido de BD Biosciences.

Clonacion de ADN. Se corto un fragmento de ADN de 3276 pb Stu1-Stu1 de la
clona genémica humana RP11485H8 (BACPAC Resources) que contiene 3102
pb de la region reguladora 5 del gen hCasq2 y 176 pb de la regién 5 no
traducida del exén 1. Este fragmento se subcloné en un plasmido pGL3-basic
previamente cortado con Stu1, por medio de técnicas estandar. Se generaron
cinco construcciones adicionales por digestion con enzimas de restriccion Nco |,
Afl II, Pvu Il, Xho | y Blp I, generando fragmentos de ADN de 2322, 1169 754,

462 y 252 pb, respectivamente.

Ensayo de Extension de “Primer”. Se marcaron 300 ng de un oligonucleétido
sintético complementario a la regiébn 5 no traducida del exéon 1 (5-
GGAAAGACTTACCACTCGGTC-3’) con T4 Polinucleédtido cinasa y [©-*[P]ATP.
Se realizo la transcripcion reversa empleando poli(A)” ARN de corazon humano
adulto (BD Biosciences). Se incorporé una reaccion de secuenciacion de un
templado conocido como marcador para determinar el tamafo de los fragmentos

de ADN obtenidos.

32



Cultivo Celular. Mioblastos de las lineas celulares C,C12 y Sol8 (ATCC) fueron
cultivados en DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB),
designado como medio de crecimiento, hasta alcanzar 70% de confluencia.
Posteriormente se indujeron para diferenciarse a miotubos, con un cambio de
medio por DMEM suplementado con 3% de suero de caballo (HS) (90, 91)
conocido como medio de diferenciacion. Las células C3H10T1/2 se mantuvieron
en cultivo en medio de crecimiento (92). Se realizaron cultivos primarios de
cardiocitos de rata neonata de acuerdo al método descrito previamente (93), se
sembraron en cajas tratadas con gelatina al 1%, y se mantuvieron en medio de
crecimiento. Todos los medios de cultivo se suplementaron con kanamicina (60
mg/l), penicilina G (10 U/ml), estreptomicina (10 mg/ml), anfotericina B (0.025

[g/ml) y nistatina (10 U/ml).

Transfecciones y ensayos de reportero. Las construcciones pGL3-hCasq2
(0.8 ug) y el pRL-CMV (0.05 ug) se co-transfectaron en células crecidas en cajas
de 12-pozos usando lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acuerdo al protocolo del
fabricante. Tras 2 horas el medio de cultivo con mezcla de transfeccion fue
sustituido por medio de diferenciacion para inducir diferenciacion de células Sol8
y C2C12 a miotubos; en caso de mioblastos por medio de crecimiento para
mantener el fenotipo, asi como para las células C3H10T1/2 y los cardiomiocitos
de ratas neonatas. En todos los experimentos se empleo como control positivo el
plasmido pGL3-promoter, que contiene el promotor proximal (202 pb) de SV40;

como control negativo se empleo el plasmido pGL3-basic el cual contiene el gen
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de luciferasa sin promotor. Después de 48 horas de incubacion a 37°C y 5% CO,
las células se cosecharon, lisaron y se prepararon extractos proteicos con la
finalidad de medir la actividad de luciferasa de luciérnaga y Renilla, se empleo el
kit de reactivo de ensayo de luciferasa dual (Promega) en un luminédmetro
Wallac Victor? (PerkinElmer). Los resultados se normalizaron con la actividad de
luciferasa de Renilla.

Se generaron lineas celulares estables de Sol8 y C2C12, por medio de la
cotransfeccion de las construcciones pGL3-hCasq2 conteniendo 288 y 3102 pb
de la region reguladora 5’ del gen de hCasq2, junto con pcDNA3.1, que contiene
el gen de resistencia para el antibidtico de seleccion G418. Las células fueron
cultivadas en medio de crecimiento suplementado con 500 upg/ml G418 vy
seleccionadas durante una semana. Después a las colonias seleccionadas se
les determino su actividad de luciferasa. EI numero de copias del gen
hCasqZ2/Luc integrado en el genoma, se determind por la técnica de dot blot,
empleando una sonda de ADN para luciferasa. Las células fueron crecidas en
placas de 24 pozos hasta alcanzar 70% de confluencia, cuando fueron inducidas
a diferenciarse con medio de diferenciacion. Se prepararon extractos proteicos
en estas células en un curso temporal desde mioblastos hasta miotubos
diferenciados durante 5 dias, y la actividad de luciferasa fue determinada. Los
resultados se normalizaron dividiendo la actividad de luciferasa entre la

concentracion de proteina total.
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Mutagénesis. Se realizé mutagénesis dirigida de las secuencias de union a los
factores transcripcionales MEF2, E-box y CArG-box, presentes en los primeros
202 pb de la region reguladora 5’ de hCasq2, empleando el kit de mutagénesis
de sitio dirigida QuickChange (Stratagene), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Los oligonucleétidos empleados asi como los cambios inducidos se
encuentran en la Tabla 1. La mutacién de los elementos mencionados se

confirmo por secuenciacion de ADN de los plasmidos obtenidos (94).

Ensayos de retardo de movilidad electroforética (EMSA). Extractos
nucleares de mioblastos y miotubos de C2C12 y Sol8, células C3H10T1/2 y
cardiocitos de rata neonata fueron generados mediante una modificacion al
método descrito por Lassar (95), los oligonucledtidos de doble cadena
empleados fueron los mismos que se utilizaron para la mutagénesis dirigida
(Tabla 1). Los oligonuclettidos consenso MEF-2 y CArG-box empleados fueron
obtenidos de Santa Cruz Biotechnology, el oligonucledétido consenso de E-box
fue sintetizado en base a la secuencia reportado por Molkentin (1996). Las
reacciones de apareamiento fueron llevadas a cabo a temperatura ambiente pre-
incubando 10 g de extracto nuclear en buffer de unién 1X (Tris HCL 50 mM,
Glicerol 20%, NaCl 250 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 2.5 mM, DTT 1 mM, PMSF
1mM), 1 (g de poly(dl:dC), oligonucledtido de doble cadena marcado con
[©3?P]ATP, y para los ensayos de competencia se usaron los oligonucledtidos de
ADN de doble cadena sin marca radioactiva en exceso molar de 50X y 100X.

Los anticuerpos para los ensayos de super-retardo de MEF2, SRF, eHAND,
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MyoD y Miogenina, fueron adquiridos de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, USA). Los complejos ADN-proteina fueron resueltos en geles de acrilamida

al 5% no desnaturalizantes con glicerol al 2.5% (96).

RT-PCR en Tiempo Real. ARN total fue extraido de mioblastos y miotubos de
células Sol8 diariamente hasta el dia 5 de la diferenciacion muscular. Por medio
de TRIzol (Invitrogen). La reaccion de transcripcion reversa se realizo
empleando 2 pg ARN total con Superscript Ill First Strand Synthesis SuperMix
for gqRT-PCR (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los
resultados se analizaron de acuerdo al método propuesto por Pfaffl, empleando
GAPDH como control interno (97). La secuencia de los primers empleados se

encuentra en la Tabla 2.

Analisis de Secuencia. Las secuencias de ADN fueron analizadas con
MacVector 6.5.3 (Accelrys) BLAST (NCBI)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqgi y Matlnspector (Genomatix)

http://www.genomatix.de/products/MatIinspector/index.html.

Analisis Estadistico. Los resultados se expresan como media de al menos 3
experimentos independientes +/- error estandar. Los valores de medias fueron
comparados por analisis de varianza (SPSS 11) aplicando la prueba post hoc de
Bonferroni para comparaciones multiples. Los valores de p <0.05 fueron

considerados como significativos.
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Tabla 1. Oligonucleétidos para EMSA y Mutagénesis

EMSA

MEF-2 casq2

5'- TGCATGATTTATTTTTAGCCTGAAACAAC -3’

MEF-2 consenso

5’- GATCGCTCTAAAAATAACCCTGTCG -3’

MEF-2 casq2 mt

5- CATTGCATGCTGGATCCTCCGCCTGAAACAAC -3’

MEF-2 cons mt

5'- GATCGCTGTAAACATAACCCTGTCG -3

CArG-box casqg2

5’- CTGCATCCTAAAAATGGAGTTCC -3

CArG-box consenso

5'- GGATGTCCATATTAGGACATCT -3’

CArG-box casq2 mt

5’- CTGCATCCTAAAAATTITAGTTCC -3

CArG-box consenso mt

5'- GGATGTCCATATTATTACATCT -3’

E-box casq2

5' GCCTGAAACAACTGCATCC 3'

E-box consenso

5’ GGACTGGGTGCAGGTGGGGGATGGGG 3

E-box casq2 mt

5' GCCTGAAACGACGGCATCC 3

E-box consenso mt

5' GGACTGGGTTGTGAAGGGGATGGGG 3'

El sitio consenso se resalta en negritas, los nucleétidos mutados se subrayan.
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Tabla 2. Oligonucleétidos para PCR en tiempo real.

PCR
GAPDH Fw 5- GGAGAAACCTGCCAAGTATGATGA C-3
GAPDH Rv 5- TGGGAGTTGCTGTTGAAGTCG -3’
CASQ2 Fw 5- AGCTTGTGGAGTTTGTGAAG -3
CASQ2 Rv 5- GGATTGTCAGTGTTGTCCC -3'

MEF-2A Fw 5' ACCAGCCCTAATGCTTTGTCG 3
MEF-2A Rv 5' GGTCTGTAGTGCTCAACATCCCAC 3
MEF-2C Fw 5- AGGTAACACAGGCGGTCTGATG -3
MEF-2C Rv 5- TCATAGGGGGAGGAGATTTGGC -3'
MEF-2D Fw 5' ACTCCTTCCCTGGTGACATCATC 3'
MEF-2D Rv 5' CCATTAGCACTGTTGAGGTCTCCAC 3'
Miogenina Fw 5- CAGGAGCCCCCACTTCTATGATG -3’
Miogenina Rv 5- TCCCCAGTCCCTTTTCTTCCAG -3’

SRF Fw 5- GATTCAGACCTGCCTCAACTCG -3’
SRF Rv 5- TTCAGTGTGTCCTTGGTTTCCC -3’
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VI. RESULTADOS

Caracterizacion del gen humano de Casq2

Las clonas gendmicas humanas RP11-485H8 y RP5-929G5, fueron
analizadas in silico con los programas MacVector, Blast y la suite Matlnspector
de Genomatix, para determinar la estructura del gen humano hCasg2 y su region
reguladora 5'. El andlisis demostro que las dos clonas se traslapan, y contienen
el gen completo de hCasq2, el cual esta constituido por 11 exones,
interrumpidos por 10 intrones, que se extienden a lo largo de 68 kb del genoma.
Esta estructura es similar a la de los genes del conejo y el ratdn, los cuales ya
habian sido clonados, ademas de ser muy similar a la estructura del gen de

hCasql, difiriendo en el exén 11, en la region 3’ no traducida. (Figura VI.1)

Clona BAC RP11-485H8
A. . 164,655 pb . Clona BAC RP5-929G5
— 1 101,623 pb
i i
1 2 3 4 5 67 8 91011
; ] -t i e { 2662k
5 3
68.8 kb
sss 237 101 74 46 101 o, 1261
85 112 131 55 75
B . AATABAMARL

7~

Figura VI.1 Estructura del gen humano de Casq2. A. El gen humano de Casg2 se
encuentra contenido completamente en 2 clonas junto con su region reguladora; esta
organizado en 11 exones, que producen un transcrito de ARN de 2548 nucleétidos. B.
La estructura del gen de hCasgl es muy similar a la del gen hCasq?2.
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Después de este analisis se determiné el sitio de inicio de la transcripcion
por medio de un ensayo de extensiéon de “primer”, empleando Poli(A)" ARN de
coraz6n humano, los resultados mostraron dos productos principales de la
extension de 358 y 348 pb, los cuales se encontraron en las posiciones 241 y
261 pb por encima del coddn de inicio de la traduccion ATG (Figura VI.2). Estos

sitios son iguales a los sefialados por el andlisis in silico.

RMNA corazon

| ANA

cC T AG

asa nt
—

s -
i - 348 nt

=

Figura V1.2 Sitio de inici6 de la transcripciéon del gen hCasqg2. Por medio del ensayo
de Extension de “Primer” se mapeo el sitio de inicio de la transcripcién, se identificaron
dos productos de extension de 348 y 358 nucledtidos, localizando el sitio de inicio de la
transcripcién a 251 y 241 pb por arriba del sitio de inicio de la traduccion.
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Analisis de la secuencia de laregion reguladora 5’ del gen hCasq2

Se realizé un analisis in silico de los 3102 pb de la regién reguladora 5’
del gen hCasqg2, que fueron clonados, para identificar la homologia entre las
distintas especies en las que se encuentra secuenciado el gen de Casqg2
(chimpancé, perro, vaca, ratén, rata, pollo) y determinar los sitios probables de
union para factores de transcripcion. La homologia con el pollo es importante
debido a que en las aves solo se encuentra un solo gen de Casq y por tanto una
sola isoforma que se expresa tanto en musculo esquelético como en musculo
cardiaco.

El andlisis reveld que la secuencia del gen humano comprendida entre -1
a -185 pb, se encuentra altamente conservada entre las especies: chimpancé
(100%), perro (98%), vaca (93%), ratdon (95%), rata (98%), pollo (87%),
resaltando en particular una secuencia conservada entre -90 y -135 en el que se
identificd un sitio MEF-2, una E-box y una CArG-box, las cuales son capaces de
unir a los factores de transcripcion MEF-2, Hand-1y 2, y SRF, respectivamente,
los cuales han demostrado tener un papel muy importante en la regulacion de
varios genes cardiaco y musculo especificos (MHC-( TnC, VMLC-2). La CArG-
box encontrada en el gen hCasqg2, es una CArG-box imperfecta ya que no es
idéntica al consenso (CCWsGG), pero contiene la misma configuracion de una
CArG-box encontrada en la region reguladora del gen MHC-( que ha sido
probada como funcional en muasculo cardiaco (80). Los otros dos elementos
MEF-2 y E-box, cumplen completamente con el consenso de estos elementos

(MEF-2: YTWAAATAR, E-box: CANNTG). Ademas de este motivo conservado
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también se determiné en esta region altamente conservada una caja TATA
imperfecta (Figura V1.3).

En el resto de los 3.2 kb de secuencia disponibles, no se identificaron
secuencias de homologia entre las distintas especies a excepcion del
chimpancé. Tras este andlisis se predice que la region proximal debe tener un
papel importante en la regulacion tejido especifica del gen; ademas en los genes
con expresion cardiaca especifica ya estudiados, se ha descrito que la region
proximal confiere una especificidad para la expresién de genes en musculo
estriado, y la regulaciébn cardiaco especifica estd regulada por medio de

enhancers distales.
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Figura VI. 3
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Figura V1.3 Analisis de la secuencia proximal de la region reguladora 5’ del gen
Casqg2. Los primeros 180 pb se encuentran altamente conservados entre las distintas
especies analizadas. Se indica en color azul los sitios de restriccién empleados, en color
gris los probables sitios de unidn a factores de transcripcion, en color rojo los dos sitios
de inicio de la transcripcion y en color verde el sitio de inicio de la traduccion.
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Analisis comparativo de la region reguladora 5’ del gen humano de Casql
Se comparo la region reguladora 5’ del gen humano de Casqgl con la region
reguladora del gen hCasg2, el andlisis demostré que el gen de hCasql carece
de caja TATA, y cuenta con elementos proximales SP1 y E-box. A lo largo de los
primeros 400 pb de la region reguladora, se localizan elementos MEF-2, CArG-
box, E-box, Spl, y GATA; los cuales también estan conservados en el gen de
hCasg2, sin embargo la disposicibn de estos elementos no tiene ningun
parecido con la existente en hCasqg2. El motivo que ese encuentra conservado
en hCasqgz2, no tiene un equivalente en el gen de Casql; solo se ha encontrado
una configuracién similar en la regién reguladora distal del gen de MyoD. La
similitud en los elementos encontrados entre ambos genes a pesar de su patréon
de expresion diferenciado, se explica en parte porque la region proximal de los
genes cardiaco especificos, confiere especificidad por el tejido muscular estriado
en general mientras que los elementos mas distales son los que regulan la

expresion cardiaca especifica (Figura VI.4).
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Figura VI.4 Comparacion de las regiones reguladoras-5' de los genes de hCasql
y hCasg2. Esquema comparando sitios de union para factores de transcripcion,
presentes en los primeros 400 pb de la regién reguladora del gen hCasqg?2 (arriba) y del
gen hCasqgl (abajo). Aun cuando ambas regiones comparten elementos la distribucion
de estos no es similar, ademas de que existen elementos especificos para cada uno de
los genes, y existe la posibilidad de que otros factores especificos se asocien a la
secuencia exclusivamente de uno de los genes.
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Actividad Transcripcional del gen hCasqg2 en células musculares cardiacas

Con las seis construcciones quiméricas hCasqg2/Luc generadas
conteniendo fragmentos de 71, 288, 580, 1095, 2148 y 3102 pb de la region
reguladora 5’ (Figura VL.5), se analizé la actividad transcripcional en células
musculares cardiacas de rata neonata. Por medio de transfecciones transitorias,
se encontré que la actividad del gen reportero bajo el control del fragmento de
ADN de 288 pb es equivalente a la actividad del promotor SV40, el cual es
conocido como un promotor fuerte en células cardiacas. La construccion de 71
pb, que Unicamente contiene la caja TATA, y no contiene ningun sitio de unién a
factores de transcripcién, tiene una actividad basal de solo el 20% de la
observada con 288 pb, pero que es mayor a la observada en el plasmido sin
promotor (pGL3-basic). Las construcciones de 580 y 1095 pb tienen una
actividad muy similar entre ellas, la cual es 2 veces superior a la del fragmento
de ADN de 288 pb. Conforme se incrementa el tamafio de la region reguladora
empleada, la actividad transcripcional del gen reportero se incrementa,
alcanzado un efecto de hasta 3.5 veces mayor con la construccion de 3.2 kb,
gue es muy similar a la observada en la construccion de 2148 pb. Estos
resultados indican que ente -288 y -580 pb, y entre -1095 y -2148 pb, se
concentran elementos de importancia para la regulacion de la transcripcion del
gen hCasg2 en musculo cardiaco (Figura VI.6). Los resultados también resaltan
la importancia de los elementos contenidos entre -71 y -288 pb son de gran

importancia para la expresion basal de este gen.
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Figura VI.5 Construcciones hCasq2/Luc generadas. Se generaron 6 construcciones
con diferentes longitudes de regidn reguladora 5'. Se indican los elementos de union a
factores de transcripcion presentes en cada uno de los fragmentos.
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Figura VI.6 Actividad transcripcional de hCasg2 en cardiomiocitos. Las
construcciones hcsag2/Luc, fueron transfectadas transitoriamente en cardiocitos de rata
neonata, la actividad de luciferasa se determiné a las 72 horas. La actividad es relativa
a la observada con la construccién de -71 pb. Se utiliz6 como control negativo el vector
pGL3-basic sin promotor, como control positivo el promotor basal (202 pb) de SV40. Los
resultados son la media de 3 experimentos independientes por triplicado +/- error
estandar.
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Actividad transcripcional en mioblastos y miotubos de lineas celulares de
musculo esquelético

Las mismas secuencias de hCasqg2/Luc se analizaron en las lineas
celulares Sol8 y C2C12, las cuales tienen un fenotipo muscular indiferenciado, y
pueden ser inducidas a la diferenciacion muscular esquelética una vez que
alcanzan una confluencia superior al 70%, por medio del cambio de suero fetal
bovino a suero de caballo en el medio de cultivo. Las células fueron
transfectadas a una confluencia de 50% y mantenidas en medio de crecimiento
por 24 horas, para determinar la actividad en células indiferenciadas
(mioblastos). Para determinar la actividad en células en diferenciacion
(miotubos), las células fueron transfectadas con una confluencia de 70%, y
después de la transfeccién se les agrego medio de diferenciacion.

Los resultados mostraron un comportamiento opuesto al observado en los
cardiocitos, donde las construcciones de mayor tamafo, mostraban una mayor
actividad. En los mioblastos, ninguna de las construcciones tiene una activacion
de importancia, y sin alcanzar la mitad de la actividad transcripcional de la
observada en miotubos con la secuencia de ADN de 71 pb, que fue la de menor
actividad observada. Esto indica que el gen de hCasg2 no tiene actividad
transcripcional en células musculares indiferenciadas.

En miotubos de 48 horas, la secuencia de ADN de 71 pb, tuvo la menor
actividad transcripcional, mientras que la secuencia de ADN de 288 pb alcanzé
una actividad 12 veces por encima de la observada con la secuencia de ADN de

71 pb, la actividad de la secuencia de ADN de 288 pb es similar a la observada
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con el promotor de SV40, que alcanza hasta 16 veces por encima de la de 71
pb. Lo mas interesante de estos resultados es lo observado con los fragmentos
de ADN de mayor tamafio de la region reguladora de hCasg2, mientras que en
cardiocitos estas secuencias aumentan la actividad transcripcional, en miotubos
la actividad de esta misma secuencia no tiene cambios con respecto a la
actividad de las secuencias de ADN de 580, 1095, 2148 y 3102 pb, cuya
actividad solo representa un 50% de la observada con la construccién de 288 pb
(Figura VL.7).

Estos resultados demuestran la importancia de las secuencias localizadas
entre -71 y -288 pb que se encuentran conservados entre especies, ya que junto
con los resultados observados en cardiocitos, demuestran que esta region es de
gran importancia para la regulacion del gen hCasgz2, tanto en células musculares
cardiacas y esqueléticas, y que los elementos presentes rio arriba de esta region
parecen tener un papel muy importante en el musculo cardiaco, y aparentan
tener un efecto negativo sobre la transcripcion en miotubos de mdusculo

esquelético.
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Figura VI.7 Actividad transcripcional del gen de hCasg2 en mioblastos y miotubos
de Sol8. Las construcciones hcsag2/Luc, fueron transfectadas transitoriamente en
mioblastos (barras blancas), e inducidos a diferenciarse (barra negra) la actividad de
luciferasa se determino a las 48 horas. La actividad es relativa a la observada con la
construccion de -71 pb en miotubos. Se utiliz6 como control negativo el vector pGL3-
basic sin promotor, como control positivo el promotor basal (202 pb) de SV40. Los
resultados son la media de 3 experimentos independientes por triplicado +/- error
estandar.
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Actividad Transcripcional del gen hCasq2 en Fibroblastos de la Linea
Celular C3H10T1/2

Con el objeto de confirmar que la especificad de tejido se encuentra
conferida por los elementos presentes en los primeros 3102 pb, se transfecto
transitoriamente a células C3H10T1/2, las cuales tienen un fenotipo de
fibroblastos y no expresan CASQ. Los resultados mostraron que ninguna de las
6 construcciones tuvo una activacion transcripcional, manteniéndose en los
niveles observados con la construccion sin promotor (pGL3-basic). Mientras que
el control positivo con el promotor de SV40 mostré una activacion significativa de
hasta 35 veces por encima de las actividades observadas con las
construcciones de hCasqg2 (Figura VI.8) . Estos resultados demuestran la
especificidad tisular conferida por este elemento de regulacién, comprendido en

un fragmento de ADN de 3102 pb.
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Figura VI.8 Actividad transcripcional del gen de hCasq2 en fibroblastos. Las
construcciones hCsaq2/Luc, fueron transfectadas transitoriamente en fibroblastos la
actividad de luciferasa se determiné a las 72 horas. La actividad es relativa a la
observada con el promotor SV40. Los resultados son la media de 3 experimentos
independientes por triplicado +/- error estandar.
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Actividad Transcripcional y Expresion del gen hCasg2 durante la
Diferenciacion Muscular Esquelética

Para determinar el comportamiento de la transcripcién del gen hCasg2
durante la diferenciacion muscular esquelética, se generaron lineas estables de
Sol8 y C2C12, que expresan el gen quimérico hCasqg2/Luc con secuencias de
288 pb y 3.2 kb. Para la generacion de estas lineas estables, se emplearon las
construcciones con 288 y 3102 pb de la region reguladora 5’ de hCasg2, la
actividad transcripcional fue determinada desde la etapa de mioblastos y
diariamente durante la diferenciacion muscular, hasta el dia 5 cuando las células
alcanzan un fenotipo de miotubos maduros.

El patron de expresion del gen reportero es muy similar entre ambas
construcciones, mostrando una induccion desde las primeras 24 horas de
diferenciacion, aunque la construccion de 288 pb muestra un incremento
constante hasta alcanzar en el dia 5 una actividad de 25 veces por encima de la
observada en mioblastos, mientras que con la construccién de 3102 pb, alcanza
una activacién 10 veces superior a la de mioblastos en 48 horas, pero esta se
mantiene constante a las 72 horas y aumenta hasta 15 veces al quinto dia
(Figura VI.9). Este patron de activacion es muy similar entre las dos lineas
celulares (Sol8 y C2C12), como se observo en los resultados de los ensayos
funcionales previos (Figura VI.7). La actividad de la secuencia de 288 pb es 3
veces mayor a la de la secuencia de 3.2 kb; esta relacion se mantiene en las

lineas estables, aunque no es aparente en la figura V1.9, debido a que se estan
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analizando los incrementos con relaciéon a células indiferenciadas en cada linea

estable, y no entre ellas.
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Figura VI.9 Actividad transcripcional del gen de hCasg2 durante la diferenciacion
muscular esquelética. Panel A. Lineas celulares estables de Sol 8 fueron generadas
empleando las construcciones hCasq2/Luc y su actividad transcripcional analizada
durante la induccién a la diferenciacion miogénica. Panel B. Lineas celulares estables
de C2C12, fueron utilizadas en el mismo experimento. Los resultados se expresan
como veces de incremento con respecto a la actividad en mioblastos (Dia 0). Media +/-
error estandar.
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Para correlacionar la actividad transcripcional enddgena del gen de
Casqg2 con los cambios en la cantidad de mensajero, se aislé6 ARN total de
células Sol8 durante la diferenciacion muscular, para determinar sus niveles
mediante RT-PCR en tiempo real (Figura VI.10). Los resultados muestran que el
mensajero se incrementa desde el primer dia de la diferenciacibn muscular, y
continua incrementandose hasta alcanzar un nivel estable en el dia 5, cuando
las células tienen el fenotipo completo de miotubos. Este patrén coincide con el
observado en las transfecciones, demostrando que la regulacion de la expresion

de casqg?2 es a nivel transcripcional.
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Figura VI.10 Expresiéon del ARNm de calsecuestrina 2 durante la diferenciacion
muscular esquelética. Se aislo6 ARNm total de células Sol8 durante la diferenciacién
muscular esquelética, y se cuantific6 el ARN mensajero de Casg2 por RT-PCR en
tiempo real. Los resultados se encuentran normalizados con los niveles de GAPDH Los
resultados se expresan como media +/- error estandar.
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Propiedades de Unién ADN/Proteina del Motivo Conservado en la Region
Reguladora 5’ de hCasq?2

Con base a los resultados obtenidos con los ensayos funcionales y el andlisis de
secuencia, se determino que los elementos presentes en el motivo conservado
entre -90 y -135 pb de la region reguladora de humano, tienen un papel central
en la regulacion de la expresion del gen, por lo que se decidié enfocarse en esta
region.

Inicialmente se analizé si los sitios probables de unién a factores de
transcripcion MEF-2, E-box, CArG-box, por medio de ensayos de retardo de
movilidad electroforética. La secuencias nucleotidicas de los oligonucleétidos de
doble cadena empleados se muestran en la Tabla 2. Para cada uno de los sitios
se realizaron experimentos con extractos nucleares obtenidos de cardiocitos de
rata neonata, mioblastos y miotubos de la linea celular Sol8, y de fibroblastos
C3H10T1/2.

El sitio MEF-2 de hCasg2 mostré in vitro, la capacidad de unir a una
proteina presente en los extractos nucleares de cardiocitos, esta union probé ser
especifica por medio de las competencias con los oligonucle6tidos de Casg2 y
consenso sin marcaje radioactivo, y con los oligonucleétidos de Casqg2 y
consenso mutados. El complejo que se observd se super-retardd cuando se
agrego a la reaccién un anticuerpo que reconoce a los factores de transcripcion
MEF-2A, MEF-2C, MEF-2D; con lo que se puede identificar como un
componente del complejo observado a alguno de los miembros de la familia de

MEF-2.
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El mismo experimento se realiz6 con extractos nucleares de mioblastos y
miotubos de Sol8, en donde se observé un complejo de un peso aparente igual
al observado con los cardiocitos, este complejo tiene las mismas propiedades
que el observado con cardiocitos, y también se realizé un experimento de super-
retardo con el anticuerpo MEF-2, aunque no completamente, indicando que
otras proteinas participan en la formaciébn de este complejo en mdusculo
esquelético; el complejo que se observa con mioblastos es de menor intensidad
gue el de miotubos, lo que indica que la proteina es menos abundante en células
indiferenciadas. Cuando se realizd este experimento con extractos nucleares de
fibroblastos, no se observo la formacion de complejos especificos, lo que indica
qgue en los nucleos de fibroblastos no hay factores capaces de unirse a esta

secuencia.
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Figura VI.11 Capacidad de unidon a proteinas del sitio MEF-2. Un oligonucleétido de
doble cadena con el sitio MEF-2 de hCasq2, fue marcado radiactivamente e incubado con
10 ug de proteina de extracto nuclear de cardiocitos, mioblastos y miotubos de Sol8, la
especificidad de la unién fue determinada por medio de competencias con excesos molares
de sondas frias (Cardiocitos: carril 2 'y 3, Casq 50 y 100X; carril 4 y 5 consenso 50 y 100X;
carril 6 y 7 Casq mutada 50 y 100X; carril 8 y 9 consenso mutado 50 y 100X. Mioblastos
carril 2 Casq 100x; Miotubos carril 4 y 5 casq 50 y 100X; carril 6 y 7 consenso 50 y 100X;
carril 8 y 9 Casgq mutada 50 y 100X; carril 10 y 11 consenso mutado 50 y 100X. Para
identificar la proteina en el complejo se uso un anticuerpo para MEF-2 (carriles 10 y 12).
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El sitio E-box también fue analizado por medio de la misma estrategia.
Debido a que no se observaron complejos, se marco y analizé el oligonucle6tido
consenso, y se observo que si se forma un complejo especifico, que disminuye
de intensidad en presencia de anticuerpos para HAND1 en cardiocitos, y MyoD y
Miogenina en miotubos; pero este complejo no es competido por el
oligonucledtido de calsecuestrina. Los resultados indican que este sitio E-box no
es capaz de unir directamente a factores de transcripcién, por lo que su

relevancia en la regulacion del gen hCasq2 es nula (Figura VI1.12).
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Figura VI.12 Capacidad de unién a proteinas del sitio E-box consenso. Un
oligonucledtido de doble cadena con un sitio E-box funcional, fue marcado radiactivamente e
incubado con 10 pg de extracto nuclear de cardiocitos y miotubos de Sol8, la especificidad
de la unién fue determinada por medio de competencias con excesos molares de sondas
frias (Cardiocitos: carril 2 consenso 100X; carril 3 Casq 100X; carril 4 Casq mutada 100X;
Miotubos carril 2 y 3 consenso 50 y 100X; carril 4 y 5 Casq 50 y 100X; carril 6 consenso
mutada 100X; carril 7 Casq mutada 100X. Para identificar la proteina en el complejo se uso
un anticuerpo para HAND1 (carril 5), MyoD (carril 8) Miogenina (carril 9).
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Por ultimo se analizaron las propiedades del sitio CArG-box, como se
menciond previamente este sitio tiene la particularidad de no ser un sitio
canonico, pero tiene una configuracion idéntica a la de un elemento encontrado
en el promotor de la MHC-{, el cual se ha demostrado que tiene capacidad para
unir a factores de transcripcién, ademas de participar en la regulacion de la
expresion del gen de la MHC-{. Los extractos de cardiocitos, formaron un
complejo Unico y especifico, o que se comprob6 por medio de las competencias
con oligonucledtidos del mismo sitio y consenso, sin marcaje y en condiciones
nativas y mutadas. Cuando se agregé a la reaccion el anticuerpo para el factor
de transcripcion SRF (Serum Response Factor) se formé un complejo de super-
retardo, con lo que se puede identificar y afirmar que SRF es el responsable de
la formacion de este complejo en cardiocitos (Figura VI.13).

El mismo sitio fue analizado con extractos de mioblastos y miotubos,
mostré la formacion de un complejo Unico y especifico, de un tamafio aparente
igual al de los cardiocitos, que se super-retard6é con el anticuerpo para SRF. Al
igual que en el caso de MEF-2, el complejo puede apreciarse en los extractos
de mioblastos pero con una intensidad mucho menor. En el caso de los
fibroblastos no se aprecié ningin complejo especifico (Figura VI.13).

Estos resultados, confirman que el sitio CArG-box presente en el motivo
conservado, es capaz de unir al factor SRF, que se encuentra presente en
musculo cardiaco y esquelético, y que puede tener un papel en la regulacién del
gen hCasqgz2, lo que debe ser confirmado por medio de estudios funcionales del

sitio.
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Figura VI.13 Capacidad de uni6én a proteinas del sitio CArG-box del gen hCasqg2. Un
oligonucledtido de doble cadena con el sitio CArG-box de calsecuestrina, fue marcado
radiactivamente e incubado con 10 pg de extracto nuclear de cardiocitos, mioblastos y
miotubos de Sol8, la especificidad de la unién fue determinada por medio de competencias
con excesos molares de sondas frias (Cardiocitos: carril 2 y 3, Casq 50 y 100X; carril 4y 5
consenso 50 y 100X; carril 6 Casq mutada 100X; Mioblastos carril 2 Casq 100x; Miotubos
carril 4 y 5 Casq 50 y 100X; carril 6 y 7 consenso 50 y 100X; carril 8 y 9 Casq mutada 50 y
100X; carril 10 y 11 consenso mutado 50 y 100X. Para identificar la proteina en el complejo
se uso un anticuerpo para SRF (carriles 7 y 12).
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Propiedades Funcionales de los Sitios MEF-2, E-box, CArG-box Proximales
en la Region Reguladora 5’ del gen de hCasq2

Una vez que se establecieron las propiedades de unién a factores de
transcripcion de los tres sitios presentes en el motivo conservado, se exploro la
funcionalidad de los 3 sitios. Utilizando los oligonucleétidos mutados probados
en los experimentos de EMSA que demostraron no ser capaces de unir a los
factores de transcripcion, se realizé6 mutagénesis dirigida de los sitios MEF-2, E-
box y CArG-box, por medio de PCR en la construccién con la secuencia de ADN
de 288 pb de region reguladora (Figura V1.3 y VI.5). La actividad transcripcional
de las construcciones mutadas fue determinada 48 horas post-transfeccion en
cardiocitos, mioblastos y miotubos de las lineas celulares Sol8 y C2C12, y
fibroblastos de la linea celular C3H10T1/2.

En las células musculares cardiacas la construccién con el sitio MEF-2
mutado (MMEF-2) mostré una disminucion en la actividad de hasta un 60% en
relacion a la actividad de la construccién nativa (Figura VI1.14). En mioblastos la
mutacion del sitio MEF-2 no se asoci6 con cambios en la actividad
transcripcional, debido a que la actividad transcripcional incluso con la
construccion nativa es muy baja; el mismo caso se da en fibroblastos, donde la
actividad transcripcional de este gen es casi inexistente. En el caso de miotubos
de 48 horas, mMEF-2 tiene una reduccién de hasta un 70% con respecto a la
actividad de la construccion nativa. Estos datos junto con los obtenidos en los
experimentos de EMSA, demuestran que el sitio MEF-2 proximal es funcional y

tiene una gran relevancia en la regulacion del gen hCasqg2 (Figuras VI.14, VI.15).
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A pesar de que los experimentos de EMSA, no mostraron una asociacion
entre el sitio E-box y factores de transcripcién, se analiz6 por medio de
mutagénesis dirigida, el papel de este sitio en la activacion transcripcional, ya
que existe la posibilidad de que el resultado del EMSA sea un artefacto; ademas
basado en las caracteristicas de estos sitios consenso, que tienden a ser muy
promiscuos (80, 98-101). En cardiocitos, se encontré que disminuye la actividad
de forma muy pequefia y no significativa alcanzando solo entre 10 y 15% de
reduccion en la actividad con respecto a la observada con la construccion nativa.
En miotubos los cambios en la actividad transcripcional son practicamente
imperceptibles y no significativos, incluso llegando a tener una tendencia no
significativa hacia el incremento de la actividad transcripcional. En mioblastos y
fibroblastos, de nueva cuenta no se perciben cambios por la baja actividad
transcripcional de la construccion nativa. Estos datos y los obtenidos por EMSA,
indican que este sitio no es funcional y no parece tener un papel relevante en la

regulacion de este gen en musculo cardiaco o esquelético (Figuras VI.14, VI.15).
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Figura VI.14 Actividad transcripcional de las construcciones del gen de hCasqg2
mutadas en cardiocitos. Las construcciones con mutaciones de los sitios MEF-2, E-
box, CArG-box y MEF-2 + CArG-box, de la region proximal, fueron transfectadas en
cardiocitos de rata neonata y su actividad de luciferasa determinada a las 48 horas. Los
resultados se expresan en porcentaje con respecto a la construcciéon nativa de 288 pb.
Media +/- error estandar.
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La mutacion del sitio CArG-box (MCArG-box) en cardiocitos, se asocio
con una disminucién de la actividad transcripcional de hasta un 40% con relacion
a la construccion nativa. En miotubos mCArG-box se encontré una disminucion
de hasta un 60% de la actividad con respecto a la construccion nativa. Como en
los casos anteriores no se aprecian cambios en la actividad transcripcional en
mioblastos ni en fibroblastos C3H10T1/2 (Figuras VI.14, VI.15).

En base a los resultados previos se decidié generar una construccion con
una doble mutacion de los sitios MEF-2 y CArG-box (mMMEF-2 mCArG-box), para
determinar si la disminucion de la actividad transcripcional observada con cada
una de ellas, es sinergistica. La actividad de mMEF-2 mCArG-box en
cardiocitos, tuvo una disminucion de un 80% con respecto a la observada en la
construccion nativa, esta actividad hace a esta construccion equivalente a la
construccion -71 pb de la regién reguladora 5’. En miotubos la disminucién de la
actividad observada es de un 80%, equiparando a la construccion de -71 pb; en
mioblastos y fibroblastos no se observaron cambios (Figuras VI.14, VI.15).

Los resultados obtenidos con la mutagénesis de los sitios de union a
factores de transcripcion, indican que los factores MEF-2 y SRF tienen un papel
clave en la regulacibn de la expresion de este gen, actuando de forma
sinergistica; estos resultados también son interesantes, debido a que muestran
que el sitio E-box, no tiene relevancia en la regulacion de este gen, a pesar de
gue los factores de la familia de reguladores miogénicos en musculo esquelético
y la familia HAND en musculo cardiaco, han sido descritos en la regulacion de la

mayoria de los genes musculares especificos.
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Figura VI.15 Actividad transcripcional de las construcciones del gen de hCasq2
mutadas en musculo esquelético. Panel A. Las construcciones con mutaciones de los
sitios MEF-2, E-box, CArG-box y MEF-2 + CArG-box, de la regién proximal, fueron
transfectadas en mioblastos (barras blancas) de linea celular Sol8 y la actividad
determinada a las 24 horas; o en miotubos (barras negras) inducidos a diferenciarse por
48 horas. Panel B. El mismo experimento se realizé en la linea celular C2C12. Los
resultados se expresan en porcentaje con respecto a la construccién nativa de 288 pb.
Media +/- error estandar.
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También se co-transfectaron en fibroblastos las construcciones mMEF-2,
MCArG-box y mMEF-2 mCArG-box, junto con un vector de expresion de MEF-
2C. Este experimento demostré que Unicamente cuando hay MEF-2 y un sitio
intacto en la region reguladora, se puede activar la transcripcion. No se realizo el
mismo experimento con el ADNc de SRF por no contar con el vector de
expresion, este dato habria aumentado la relevancia de SRF , ya que podria
mostrar que este factor es capaz de dirigir la expresién en células en las que no
se encuentra ninguno de los factores de transcripcion que regulan a este gen
(Figura V1.16).

Estos datos sefialan la importancia de estos dos sitios, ya que una vez
mutados, la actividad transcripcional disminuye a niveles basales equivalentes a
los observados con la secuencia de 71 pb, la cual carece del motivo conservado.
Demostrando que ambos sitios (MEF-2 y CArG-box), son claves para que se de
la expresion tejido especifica, aunque se requiere de mas elementos para que

se observe el patron completo de regulacion.
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Figura VI.16 Actividad transcripcional de las construcciones del gen de hCasqg2
mutadas en fibroblastos. Las construcciones con mutaciones de los sitios MEF-2,
CArG-box y MEF-2 + CArG-box, de la region proximal, fueron co-transfectadas en
fibroblastos con 0.5 pug MEF-2C (barras negras) o sin MEF-2C (barras blancas). Los
resultados se expresan con respecto a la construccion nativa de 288 pb y MEF-2C.
Media +/- error estandar.
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Expresion de Factores de Transcripcion Miogénicos Durante la
Diferenciacion Muscular

Debido a la relevancia funcional de los sitios MEF-2 y CArG-box en la
regulacion de la expresion de hCasq2, se cuantificaron los cambios en los
niveles de expresion del ARN mensajero de factores de transcripcion
miogénicos, para establecer una correlacion con la expresion de CASQ2. La
expresion de los factores de la familia de reguladores miogénicos (MyoD,
Miogenina, MRF-4, Myf-5) ha sido descrita extensamente. Los factores MyoD y
MRF-4 tienen un nivel madximo a las 48 horas de iniciada la diferenciacion para
luego disminuir y mantenerse en niveles bajos pero constantes, mientras que
miogenina y Myf-5, se incrementan de forma gradual y alcanzan un nivel maximo
a los 7 dias de diferenciacion, para luego disminuir y mantenerse con niveles
intermedios (95, 102-104). Sin embargo no se ha descrito el comportamiento de
los factores de la familia de MEF-2, durante la diferenciacibn muscular a pesar
de que se ha descrito el papel central que tiene esta familia de factores en la
regulacion durante el desarrollo muscular esquelético, y en la regulacién de
genes adultos en corazén y musculo esquelético. De igual manera la expresiéon
de SRF durante la diferenciacibn muscular no ha sido establecida, a pesar de
gue tiene un papel importante en la expresion de genes de muasculo esquelético
de contraccion lenta. En base a esto se cuantificé por RT-PCR en tiempo real los
cambios en la cantidad del mensajero durante la diferenciacién de células Sol8,

desde mioblastos hasta miotubos de 5 dias.
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Los resultados demostraron que el mensajero mas abundante en la etapa
de mioblastos es MEF-2A, y el menos abundante es MEF-2D, mientras que
MEF-2C tiene un nivel 3 veces menor, y SRF tiene niveles equivalentes a la
mitad de MEF-2A (Figura VI.17). Estos niveles, no indican necesariamente el
papel de cada factor en la regulacién del gen hCasq2, ya que como se observa
en los resultados de los experimentos de mutagénesis, la influencia de SRF, es
muy similar a la de MEF-2, a pesar de que las distintas isoformas, hacen un nivel
total de 2 veces por encima de el nivel de SRF. Estos resultados indican que el
papel de los factores de transcripcion en la regulacion de hCasg2 no estan

dados exclusivamente por los niveles de los mismos.
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Figura VI.17. Niveles relativos de los factores de transcripcién durante la
diferenciacion miogénica. Por RT-PCR en tiempo real se cuantificaron los niveles de
ARNm de los factores SRF, MEF-2A, MEF-2C y MEF-2D, durante la diferenciacién
muscular en Sol8, la cantidad de mensajero fue normalizada con GAPDH, y comparada
para determinar los niveles de los diferentes factores.
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Durante la diferenciacion muscular de Sol8, MEF-2A se induce dos veces
en las primeras 24 horas de diferenciacion, y alcanza un maximo en el tercer dia
cuando llega a niveles de 2.5 veces lo presente en miotubos, nivel de expresion
gue se mantiene estable hasta el dia 5 (Figura VI.18). En el caso de MEF-2A,
parece claro que una vez iniciada la diferenciacion en células Sol8, se induce su
expresion y se mantiene en un rango estrecho, hasta que se alcanza el fenotipo
de miotubos. Como se mencioné previamente los niveles de los factores no
parece correlacionarse con la activacion transcripcional del gen hCasg2, pero
algo que resalta es que MEF-2A tiene los mayores niveles al inicio de la
diferenciacion muscular, y se induce antes que los otros dos genes MEF-2 (C,D),
por lo que cabria la hipo6tesis de que este es el primer gen de la familia en el que
se activa la transcripcion, y a la vez es responsable de activar la transcripcion

de los otros factores de la familia MEF-2.
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Figura VI.18 Cambios en la expresiéon de MEF-2A durante la diferenciacion
muscular. Los niveles del ARN mensajero de MEF-2A se cuantificaron durante la
diferenciacién muscular de Sol8 por RT-PCR en tiempo real. Media +/- error estandar.
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En el mismo lapso SRF tiene cambios muy discretos, a las 48 horas hay
una reduccion moderada de sus niveles de hasta 0.5 veces, las 72 horas de
diferenciacion se incrementa a un nivel 1.5 veces por encima de los que se
observa en mioblastos, y se mantiene constante hasta los cinco dias (Figura
VI.19). El dato mas sobresaliente arrojado por este experimento, es la
disminucién de hasta un 60% de la cantidad de mensajero en el segundo dia de
la diferenciacién miogénica; este dato podria aparentar si se ve en relacion a los
resultados de los experimentos de mutagénesis de el sitio CArG-box en el
motivo conservado, en donde a las 48 horas se observa una actividad
transcripcional con una disminucion de un 60% con respecto a la actividad basal.
Sin embargo cuando se toman en cuenta los resultados con la secuencia CArG-
box integra y la secuencia MEF-2 mutada, se observa que el sitio CArG-box es
capaz de mantener la transcripcion por encima de la actividad basal. Esto
también es apoyado por los datos en la secuencia con ambos sitios mutados,
cuando la actividad transcripcional se reduce a los niveles basales, apoyando la
hipétesis de que SRF tiene un papel en la regulacion de hCasg2. La disminucién
en la cantidad de mensajero es dificil de explicar, una posibilidad es que el
mensajero que no tiene cambios en su expresion en las primeras 24 horas, y
posteriormente se degrade el mensajero, y que solo ejerza su efecto en etapas
mas tardias de la diferenciacibn muscular, o que esta disminucion este
controlada a nivel transcripcional, y que la presencia de algunos factores y/o co-
factores en las primeras 48 horas de la diferenciacion muscular, se retire esta

represion, o por medio de otros elementos se active la transcripcion del gen de
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SRF, y se incrementen sus niveles. Obviamente, es necesario analizar a detalle

el papel de SRF durante la diferenciacién muscular, y la regulacion del mismo.
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Figura VI.19 Cambios en la expresién de SRF durante la diferenciacién muscular.
Los niveles del ARN mensajero de SRF se cuantificaron durante la diferenciacion
muscular de Sol8 por RT-PCR en tiempo real. Media +/- error estandar.
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En el caso de MEF-2C, se observa una disminucién de 0.4 veces con
respecto a su nivel de mioblastos en las primeras 24 horas, pero a partir de las
48 hrs se observa un leve incremento de 1.3 veces que continua hasta el quinto
dia de diferenciacién con un nivel 4.6 veces por encima de lo presente en
mioblastos (Figura VI.20). El factor MEF-2C, ha sido el mas estudiado de la
familia, y ha sido identificado como el mas relevante en la regulacion de genes
musculares durante el desarrollo muscular, y en la etapa adulta. En el modelo de
diferenciacion que se emple6 para este experimento, se observa que su
expresion se induce entre el segundo y el tercer dia, lo que es concurrente con
la literatura, ya que no se trata de un regulador temprano de la diferenciacién
miogénica, y requiere de MyoD y Myf-5 para activar su transcripcion; y en base a
los resultados obtenidos también podria depender de MEF-2A. La importancia
de MEF-2C, en la regulacion de genes musculares adultos, puede estar
relacionada con los niveles del mensajero, ya que estos tienen una tendencia
ascendente desde el desarrollo y parecen continuar mas alla de los cinco dias
gue dura la diferenciacién en el modelo empleado. A pesar de que el incremento
es muy claro, y es el mas grande entre los factores medidos, al quinto dia de
diferenciacion, el nivel de mensajero de MEF-2C, continda por debajo del nivel
de MEF-2A, por lo que seria necesario medir los niveles de ambos factores en
un modelo que permita llegar hasta el fenotipo de fibra muscular, y determinar el
patrén de expresion de ambos genes. Por ejemplo realizando PCR in situ, en

cortes de embriones de raton.
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Figura VI.20 Cambios en la expresion de MEF-2C durante la diferenciacion
muscular. Los niveles del ARN mensajero de MEF-2C se cuantificaron durante la
diferenciacién muscular de Sol8 por RT-PCR en tiempo real. Media +/- error estandar.
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Para MEF-2D a pesar de que se encuentra en niveles mucho menores a
los de los otros factores, también se aprecié un cambio, aumentando 2.7 veces a
las 24 horas de diferenciacion, para luego disminuir en los dias 2,3 y 4 a un nivel
1.5 veces por encima del nivel de mioblastos; y finalmente tener un nuevo pico
de 2.8 veces en el quinto dias de diferenciacion (Figura VI.21). Los niveles
relativos de MEF-2D, fueron mucho menores a los de los otros factores (Figura
VI.17), Sin embargo cuando se analiza a detalle la cantidad de mensajero
presente, es claro que hubo una induccion de la expresion de MEF-2D. El
comportamiento que sigue MEF-2D, es relativamente similar al observado en
otros factores miogénicos como MyoD, el cual se induce rapidamente durante la
diferenciacion miogénica, para diminuir de una manera igual de rapida a las 48
horas, y permanecer en un nivel basal por el resto de la diferenciacion. En el
caso de MEF-2D, mas adelante vuelve a inducirse, la expresién del mensajero,
lo que pudiera estar dado por la presencia de otros factores de transcripcion,
gue se expresan mas tardiamente en la diferenciacibon muscular, y que
contribuyan a la diferenciacion de los miotubos, hacia una fibra muscular. De
nuevo, esto debe ser estudiado con mas experimentos que permitan observar el

desarrollo mas alla de miotubos.
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Figura VI.21 Cambios en la expresion de MEF-2D durante la diferenciacion
muscular. Los niveles del ARN mensajero de MEF-2D se cuantificaron durante la
diferenciacién muscular de Sol8 por RT-PCR en tiempo real. Media +/- error estandar.
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Por ultimo a pesar de que ya se ha descrito, se cuantificé el nivel de
miogenina durante la diferenciacion de células Sol8, para validar los resultados
obtenidos. Se encontré que en mioblastos, la cantidad de miogenina fue la mitad
de la cantidad de MEF-2A, y en un nivel similar a SRF y MEF-2C. Durante la
diferenciacion se observé un incremento a partir del primer dia de 5.1 veces que
continua gradualmente hasta llegar a 8.5 veces en el dia 5 de la diferenciacion
muscular (Figura VI1.22). Estos datos coinciden con los ya reportados, notando
gue miogenina es un factor cuyo papel, asi como el de MRF-4, es tardio en la
diferenciacion miogénica, actuando una vez que MyoD y Myf-5 (103, 104), se
han expresado, y activado el programa que compromete a la célula
indiferenciada al programa de diferenciacion muscular. En los datos es claro que
miogenina se induce desde el comienzo, ya que los mioblastos, son células que
ya estdn comprometidas hacia el linaje muscular, por la acciéon de MyoD, y que
es motivo de una induccion aun mayor una vez que el fenotipo de miotubos se

ha establecido, y se debe continuar el programa de diferenciacion muscular.
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Figura VI.22 Cambios en la expresion de Miogenina durante la diferenciacion
muscular. Los niveles del ARN mensajero de Miogenina se cuantificaron durante la
diferenciacién muscular de Sol8 por RT-PCR en tiempo real. Media +/- error estandar.

Los resultados de esta seccién, refuerzan la importancia de estos factores
y de los sitios de unidon del gen hCasg2 en su regulacién transcripcional,
demostrando que hay una correlacion entre sus niveles y la expresion del gen,
ademas de gue ya se demostré que se requiere de la funcionalidad de los sitios
MEF-2 y CArG-box, para que exista una actividad transcripcional adecuada de

este gen.

Tabla 3. Resumen de los resultados en musculo esquelético.

sLa secuencia de ADN con los sitios MEF-2 y CArG-box, se activa 12 veces
por encima de su nivel basal a las 72 horas de diferenciacion miogénica.
«La mutacion del sitio MEF-2, se asocia con una disminuciéon de un 50% de
la actividad transcripcional en miotubos.

«La mutacion del sitio CArG-box, se asocia con una disminucién de un 60%
de la actividad transcripcional en miotubos.

sLa mutacién de ambos sitios disminuye la transcripcion a niveles
equivalentes a los de la secuencia de ADN que no contiene ambos sitios.
Los niveles de ARNm de MEF-2 son 2-3 veces superiores en miotubos.
sLos niveles de ARNm de SRF son 1.5 veces superiores en miotubos.
sLas mutaciones no afectan la actividad transcripcional en ausencia de los
factores de transcripcion (mioblastos).
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VII. DISCUSION

La calsecuestrina cardiaca tiene un papel central en la homeostasis del
Ca?* en las células musculares estriadas; y es una proteina con una regulacién
muy controlada, lo que se evidencia por su expresion tejido especifica, y al
mantenimiento de sus niveles de expresion en estados patolégicos, aun cuando
la mayoria de las proteinas involucradas en la homeostasis de Ca** se alteran.
Los datos anteriores destacan la necesidad de comprender los mecanismos por
medio de los cuales se regula la expresion del gen Casg2. Los resultados de
esta tesis, constituyen el primer trabajo realizado en cualquier especie sobre la
regulacion transcripcional de gen de calsecuestrina cardiaca, y demuestran que
la regulacion del gen hCasq2 es a nivel transcripcional, por medio de factores de
transcripcion musculo especificos.

El analisis de la secuencia del gen hCasq2, aport6 datos de gran
relevancia para entender la regulacién de este gen. Es bien conocido que la
mayoria de los genes con expresiéon musculo cardiaco especifico, presentan una
expresion especifica, en niveles altos en tejido cardiaco y en menor grado en
musculo esquelético de contraccion lenta; un patrén que es idéntico al
observado con el gen hCasqg2. En todos los genes que codifican para proteinas
especificas del musculo cardiaco en los que se ha estudiado su regulacién
transcripcional se ha encontrado que los elementos proximales de la region
reguladora, son suficientes para conferir la expresibn musculo estriada
especifica, mientras que la expresion cardiaca se regula ademas por elementos

distales (79-82, 101, 105, 106).
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La regién reguladora proximal del gen de Casq2, presenta una homologia
muy alta entre las distintas especies de mamiferos en las que se ha secuenciado
(humano, chimpancé, rato, rata, perro, vaca) ademas del pollo; esta homologia
solo se presenta hasta los primeros 180 pb de region reguladora, después de la
cual no existen regiones de homologia, y se limitan a pequefios fragmentos de
ADN de 20-30 pb distribuidos de manera aislada. La homologia con el pollo es
de una notoria importancia, debido a que en las aves solo se encuentra una
isoforma de CASQ, la cual se expresa tanto en muasculo cardiaco como en
musculo esquelético. Estos resultados derivados del andlisis de la secuencia,
destacan, debido a que se conoce que los elementos de unién a factores de
transcripcion presentes en la regiéon reguladora proximal son los responsables
de conferir la especificidad por el tejido muscular estriado. En el gen hCasqg2 se
encuentra muy conservada esta regién proximal entre especies, lo que hacia
sospechar desde un inicio, que los elementos presentes en los primeros 200 pb
tienen un papel significativo, para regular la expresion tejido especifica del gen
hCasg2, lo que se comprueba con los resultados de los experimentos
funcionales.

Ademas de la homologia entre especies el dato mas importante, son los
probables elementos de union a factores de transcripcion en esta regién, que
incluyen sitios para MEF-2, E-box y CArG-box. Estos elementos han probado en
numerosas ocasiones, la capacidad de unir a factores de transcripcidon
miogénicos. El sitio MEF-2 une a miembros de la familia del Myocite Enhancer

Factor 2 (A, C, D), el cual es un factor que pertenece a la familia de factores
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MADS (MCM1, Agamous, Deficiens, SRF)-box, y que ha demostrado ser un
regulador central en la expresion de genes musculares esqueléticos, y ha sido
mencionado como necesario para la expresion de algunos genes cardiacos (84,
98, 101). La E-box por su conformacion, es un elemento muy promiscuo, capaz
de unir a mdultiples factores de transcripcion segun el tejido en el que se
encuentre. En musculo esquelético la E-box une a la familia de reguladores
miogénicos (MyoD, MRF-4, Miogenina, Myf-5), los cuales tienen un papel central
en la diferenciacibn muscular esquelética (104, 107, 108). En el mdusculo
cardiaco, la E-box une a los factores de transcripcion HAND-1 y HAND-2, los
cuales tiene una gran importancia en la diferenciacién muscular cardiaca, y en la
formacién del corazén tetracameral (85, 99, 109, 110). Por ultimo la CArG-box,
es un sitio de union para el factor SRF, el cual es otro miembro de la familia de
factores MADS-box. SRF es un factor de gran relevancia en genes de musculo
liso vascular, y también ha sido mencionado en la regulacion de algunos genes
cardiaco especificos (111-113); como se menciond previamente la CArG-box
presente en los genes de Casg2, no es un elemento candnico, pero tiene una
configuracion idéntica a una CArG-box presente en el gen de la MHC-{, que ha
demostrado ser funcional en cardiomiocitos (80). Estos datos sugieren que este
motivo conservado entre especies, tiene un papel relevante en la regulacion del
gen hCasq2, ya que los factores de transcripcidn que se unen a las secuencias
de este, han demostrado en multiples casos, la posibilidad de regular la

transcripcion de genes que codifican para proteinas de musculo cardiaco.
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Los resultados de los estudios funcionales, muestran claramente que los
elementos contenidos entre -71 y -288 pb, tienen un papel fundamental en la
regulacion de este gen, siendo capaces de activar de manera regulada la
transcripcion en cardiocitos de rata neonata y miotubos de la linea celular Sol8,
pero no en fibroblastos; en ambos casos la actividad observada con esta
construccion, es muy similar o equivalente a la actividad del promotor SV40, el
cual es identificado como un promotor fuerte en ambos tipos celulares. El papel
central en la regulacién del gen hCasqg2 de esta region es destacado por la
actividad observada con la construccion de -71 pb, que termina justo antes de el
motivo en la secuencia altamente conservada, y solo alcanza niveles de
activacion ligeramente por encima de los observados con la construccion sin
promotor. Los resultados obtenidos en cardiomiocitos con las otras
construcciones son similares a los patrones en otros genes cardiacos, donde la
expresion cardiaca es regulada por elementos distales. Los resultados sugieren
que entre -288 y -580 pb y entre -1095 y -2148 pb se encuentran elementos que
dirigen la expresién en musculo cardiaco, y que probablemente actien como un
enhancer cardiaco especifico (Figura VII.1). Estas mismas construcciones en
miotubos esqueléticos tienen un comportamiento opuesto, disminuyendo la
actividad transcripcional, lo que sugiere que los elementos que actian como
enhancer en tejido muscular cardiaco, podrian actuar como reguladores
negativos de la transcripcibn en mduasculo esquelético; lo que podria
correlacionarse con los niveles bajos de expresiéon encontrados in vivo en

musculo esquelético de contraccién lenta (26, 77, 114). Los resultados
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observados en fibroblastos, muestran que practicamente no existe activacion en
células no musculares, lo que apoyaria la hipétesis de que la regulacion de este
gen esta dada por la presencia de factores de transcripcion presentes en
musculo. Estos resultados demuestran claramente que los elementos presentes
en los primeros 288 pb de la regidn reguladora 5’ son necesarios y suficientes
para conferir una expresion muasculo estriado especifica, mientras que los
elementos entre -580 y -2148 pb controlan la expresién en musculo cardiaco.

(Figura VII.1)
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Las transfecciones estables mostraron que el patrén de activacion entre el
fragmento corto (288 pb) y el fragmento largo (3.2 kb) de region reguladora 5’,
son muy similares durante la diferenciacion muscular, aunque la actividad de el
fragmento corto es 3-4 veces mayor que el fragmento largo. Estos resultados
muestran que la actividad transcripcional del gen se correlaciona claramente con
los cambios en los niveles del ARN mensajero de CASQ2. Lo que apoya la
hipotesis de que la regulacion de la expresiéon del gen hCasqg2 esta dada
principalmente a nivel transcripcional.

En base a los resultados obtenidos con el andlisis de secuencia y los
estudios funcionales, se tomo la decisién de enfocar el trabajo al motivo de la
secuencia conservada. Los experimentos de EMSA indican que los sitios MEF-2
y CArG-box son capaces de unir a los factores de transcripcion MEF-2 y SRF,
presentes en los nucleos de cardiocitos y miotubos esqueléticos. Mientras tanto,
la E-box, no parece tener la capacidad de unir a proteinas presentes en los
ndcleos de cardiocitos 0 miotubos; este resultado es un tanto sorprendente
debido a la promiscuidad de este elemento, sin embargo a pesar de cumplir con
los requisitos para ser denominado un elemento E-box, no se ha reportado un
elemento con la misma configuracibn (CAACTG) en la regulacion de genes
musculares, por lo que existe la posibilidad de que esta configuracion de E-box
no sea funcional en tejido muscular.

Los resultados de la mutagénesis aportan mas datos que refuerzan la
importancia de el motivo en los primeros 288 pb de region reguladora. Las

mutaciones de MEF-2 y CArG-box, disminuyeron la actividad transcripcional en
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cardiocitos y miotubos, en un 70 y 40%, respectivamente; mientras que la
mutacion de E-box, no tiene cambios de importancia en la actividad
transcripcional. El resultado més contundente es la actividad observada con la
construccion que contiene las mutaciones tanto de MEF-2 como de CArG-box,
donde se encuentra una disminucion de la actividad a niveles casi basales, y
equivalentes a la actividad de la construccion de 71 pb, estos resultados
demuestran que estos dos elementos son fundamentales para la expresion
tejido especifica, y parecieran ser los Unicos responsables de esta.

Por dltimo los resultados de la cuantificacion de los factores de
transcripcion MEF-2 (A, C, D), y SRF, demuestran que durante la diferenciacion
muscular esquelética, hay una induccion en la expresion de estos factores, que
es consistente con la induccion de la expresién de CASQ2, lo que aunado a los
resultados de EMSA y mutagénesis dirigida, refuerza el papel de estos factores
en la regulacion de este gen.

A pesar de que MEF-2 y SRF, parecen ser los Unicos responsables
directos de la expresion tejido especifica de hCasq2, seria muy aventurado el
descartar el papel de otros factores, en parte porque se ha reportado en algunos
estudios globales el papel de miogenina en miotubos (115), ademas de que es
bien conocido que ambos factores tienen una gran capacidad para interactuar
con otros factores, por medio de el dominio MADS, se sabe que no son capaces
de interactuar entre ellos, pero son capaces de interactuar con factores de la
familia de reguladores miogénicos en musculo esquelético, y con factores de la

familia HAND en musculo cardiaco, ya que ambas familias poseen el dominio
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bHLH (Basic helix-loop-helix) (103, 104, 108, 110, 116, 117). Se sabe que los
factores de la familia MADS, son capaces de actuar como reguladores positivos
y negativos en un mismo gen, dependiendo de los co-factores con los que estén
interactuando.

En los dltimos afios se ha descrito una familia de co-factores conocida
como miocardina, en especial los factores de transcripcion relacionados a
miocardina A/B, que han sido asociados a la regulacion de genes cardiacos, por
medio de la interaccidon con SRF potenciando su efecto, este podria ser uno de
los co-factores que participen en la regulacion de este gen (118-122). Los co-
factores tienen una gran importancia en genes cardiacos, donde se ha propuesto
la formacion de complejos proteicos denominados como enhanceosomas, donde
aunque un solo factor de transcripcion haga contacto con el ADN, otros como
MEF-2, NFAT, HAND-2, GATA-4, SRF estan asociados a este mismo, junto con
moléculas como p300/CBP y miocardina, formando el complejo que regula la
expresion en corazon (101, 110, 123).

Los complejos proteicos que se forman, reclutan moléculas como p300,
los cuales ademas de su funcidén como co-factores, pueden interactuar con otras
proteinas,como desacetilasas de histonas, las cuales actian en otro nivel de
regulacion de la expresion (124-127).Se ha demostrado que los factores de la
familia de reguladores miogénicos, principalmente MyoD, son regulados por
asociaciones con enzimas remodeladoras de la cromatina. Se ha mencionado
gue la capacidad de MyoD para activar genes en la diferenciacion muscular

esquelética, esta relacionada con su capacidad para reorganizar a la cromatina
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en las regiones de estos genes, por medio de asociaciones con acetilasas de
histonas (HAT), en particular p300/CBP, y PCAF (126). Las HAT activan la
transcripcion dependiente de MyoD, no solo por la acetilacion de las histonas en
la region de la E-box, sino acetilando a MyoD, incrementando su capacidad para
unir DNA y su capacidad de transactivar (127).

La familia de factores MEF-2, también tiene la capacidad de interactuar
con HAT por medio del dominio “MADS-box”, especificamente p300/CBP, y al
co-activador de receptores esteroideos (GRIP), con actividad intrinseca de HAT.
La asociacion de MEF-2 con GRIP estimula la transcripcion dependiente de
MEF-2, y parece ser necesaria para la diferenciacion muscular (125). Por otra
parte MEF-2 ha sido implicado con las desacetilasas de histonas clase Il
(HDAC), las cuales son muy abundantes en el tejido muscular cardiaco, y
reprimir la transcripcion de genes dependientes de MEF2.

Una de las areas en donde es de un gran interés estas interacciones, es
la remodelacion de la cromatina en la hipertrofia y en la insuficiencia cardiaca,
en donde se reactiva la expresion de genes fetales, y se regula negativamente a
los genes cardiacos adultos. En estas condiciones se ha observado que
p300/CBP, actua como un regulador positivo de la hipertrofia y la insuficiencia
cardiaca, activandose por la activacion de la via p42/p44 MAPK, debida a la
estimulacion adrenérgica (125). Por otra parte las HDACs, se han sefialado
como reguladoras negativas de la hipertrofia e insuficiencia cardiaca, debido a
su capacidad para inhibir la transcripcion de genes dependientes de MEF-2

(125).
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Uno de los aspectos relacionados con la regulaciéon por la cromatina en
este gen, estd dado por la distribucion de los sitios MEF-2 y E-box. Se ha
probado que las HDAC4 y -5, impiden la diferenciaciéon muscular mediada por
MyoD, y que esta inhibicion es mediada indirectamente por MEF-2, pero se
requiere que ambos elementos estén dispuestos en tandem como en el gen
hCasg2, para que las HDAC inhiban la funcion de MyoD (126). Como ya se
menciono previamente, existen reportes en la literatura, que sefialan que
miogenina regula al gen de Casq2, en miotubos de células C2C12 (104), y pesar
de que la secuencia E-box en el motivo conservado no parece ser funcional, no
se puede descartar la influencia de MyoD o de otros factores de la familia de
reguladores miogénicos, que pudiera interactuar con el factor MEF-2 unido a su
secuencia en el motivo conservado, como co-factores, y promover la
remodelacion de la cromatina en este gen durante la diferenciacion miogénica. lo
gue abre otra area a estudiar mas adelante en la regulacion de este gen.

Otro aspecto a considerar con los dos factores de transcripcion
identificados en este trabajo, es que esta bien descrito que MEF-2 y SRF, se
encuentran regulados por medio de vias dependientes de Ca®', como
calcineurina para MEF-2 (89, 107, 128-130) y la calmodulina cinasa para SRF
(112, 131, 132); esto da una nueva dimension de complejidad, debido a que uno
de los aspectos mas relevantes de la expresion de CASQ2, es el mantenimiento
de sus niveles de expresion en los estados patolégicos. Uno de los paradigmas
basicos en las patologias cardiacas es la alteraciobn en el manejo de las

concentraciones de Ca?* (16, 22, 24, 74, 76, 87, 88, 133-135). Estos datos
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hacen suponer que deben existir mas factores involucrados por vias no
dependientes de Ca?*, que regulen la transcripcién de este gen.

A pesar de que los elementos distales no fueron parte del espectro
abarcado por este trabajo, vale la pena mencionar que es necesario profundizar
en el analisis de los mismo para tener una visibn completa de la regulacion de
este gen. Como se menciona en los resultados, ademas del chimpancé con el
que practicamente los 3.2 kb de regién reguladora no muestran diferencias, esta
regiébn no parece tener homologia con otras especies. En esta regién se logran
identificar en la regién de -1500 pb una porcién donde se encuentran varios
elementos MEF-2, E-box, NFAT, GATA-4. Esta region podria ser la responsable
de la regulacion cardiaca especifica, pero es necesario determinar su papel
especifico en la activacién transcripcional en células musculares cardiacas;
determinar las propiedades de union de las secuencias presentes en esta region
a factores de transcripcion, ademas debido a su presencia distal, se debe
determinar si actia como un enhancer cardiaco especifico, comprobando si es
capaz de ejercer su funcion de forma bidireccional, y activar la transcripcion de
forma musculo cardiaco especifica en otros genes.

Como se menciond anteriormente, uno de los principales motivos para
analizar la regulacién del gen hCasq2, es su potencial aplicaciébn en vectores
para terapia génica cardiaca, empleando la regién reguladora de hCasqg2 para
controlar la expresiéon de otras proteinas, que sufren disminuciones en su nivel
de expresion, en patologias como la insuficiencia cardiaca, por medio de genes

guiméricos (ej. hCasq2/SERCAZ2), con virus adeno-asociados. De esta manera
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se podria obtener una expresién tejido especifica de la proteina, y que ademas
no seria susceptible de ser modificada o disminuida por los estimulos presentes
en el miocardio enfermo, como es el caso de los vectores actuales que estan
regulados por la regién reguladora de MHC-(, la cual es regulada negativamente
por las sefiales presentes en la insuficiencia cardiaca, ademas de evitar la
expresion en otros tejidos, como pasa cuando los vectores son dirigidos por la
region reguladora de CMV. Sin embargo, antes de explorarse esta opcion, se
deben de contestar varias preguntas que se plantean con los resultados
obtenidos. En primer lugar se debe de determinar los mecanismos de regulacién
de la expresion en musculo cardiaco, por parte de los elementos distales
contenidos en las regiones entre -288 y -580 pb y entre -1095 y -2148 pb, para
definir si realmente tienen un papel de enhancer y por medio de que elementos
se da la activacion transcripcional. También es necesario determinar si los 3.2 kb
de region reguladora que se tienen clonados abarcan la totalidad de la regién
reguladora 5'. Por ultimo, es necesario determinar el papel de las interacciones
entre los factores de transcripcion que se unen a las secuencias de ADN en el
gen hCasq2, y otros factores de transcripcion y co-factores para comprender
como se regula este gen sin ser afectado por los multiples estimulos que se

encuentran en patologias cardiacas.
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VIil. CONCLUSIONES

La region reguladora 5 del gen hCasqZ2 tiene una gran homologia en sus
primeros 180 pb con las regiones reguladoras de los genes CasqZ2 de
chimpancé, ratén, rata, perro, vaca y pollo.

En la region altamente conservada, se encuentran secuencias de unién a
MEF-2, CArG-box y E-box.

Los elementos contenidos entre -71 y -288 pb son necesarios y
suficientes para dirigir la expresion tejido especifica caracteristicas del
gen hCasq2.

Los elementos contenidos entre -288 y -580 pb y entre -1095 y -2148 pb,
parecen actuar como enhancers cardiaco especificos y como reguladores
negativos en musculo esquelético.

Los sitios MEF-2 y CArG-box presentes en el casete son capaces de unir
in vitro a los factores MEF-2 y SRF presentes en los nucleos de células
musculares cardiacas y esqueléticas.

Las mutaciones de los sitios MEF-2 y CArG-box, disminuyen de forma
importante la actividad transcripcional en células cardiacas y esqueléticas.
El sitio E-box no tiene un papel funcional en la regulacién del gen hCasqZ2.
La mutacion conjunta de los sitios MEF-2 y CArG-box, disminuye la
actividad transcripcional a niveles basales.

Los sitios MEF-2 y CArG-box tienen un papel fundamental en la

regulacion de la expresion del gen hCasq2.
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IX. PERSPECTIVAS

1.

Es necesario caracterizar los elementos distales de la region reguladora,
debido a que estos muestran la capacidad de regular de manera positiva
la transcripcién en musculo cardiaco, llegando a activar la misma hasta 4
veces por encima de la actividad demostrada por la secuencia regulada
por el motivo conservado en la expresion en musculo cardiaco, ademas
de que estos elementos podrian funcionar como un enhancer especifico
de musculo cardiaco.

Debido a que en la regulacion de los genes que codifican para proteinas
especificas de musculo cardiaco, se ha demostrado que ademas de los
factores de transcripcion que se unen directamente al ADN, la interaccion
entre los factores y co-factores, aun cuando no estan unidos al ADN
puede influir en la transcripcidon de una manera equivalente a la de los
factores que si se unen al ADN. En base a estos es necesario determinar
las interacciones entre los factores de transcripcion MEF-2 y SRF, con
otros factores de transcripcion (MyoD, Miogenina, HAND1) y co-factores
(Id, miocardina), para lograr tener una vision mas amplia de la regulacion
de este gen.

Al determinar la interaccion con otras proteinas por parte de los factores
que se unen a el ADN, también se puede determinar la formacién de
macro-complejos proteicos que pudieran contribuir a la regulacion en
otros niveles, tales como la cromatina, y que afadiria datos para entender

la regulacion.

94



4. Se deben de generar vectores virales, con adenovirus que contengan un
gen quimérico hCasqZ2/Luc, con el objeto de determinar si la secuencias
contenidas en el fragmento de ADN de 3.2 kb, son suficientes para dirigir
la expresidn tejido especifica observada en CASQ2, in vivo.

5. Una vez verificada la capacidad de los vectores virales, se deben de
generar nuevos vectores en virus adeno-asociados, para inducir una
expresion a largo plazo. Estos vectores deben de contener genes
quiméricos con la region reguladora de hCasq2, controlando la expresion
de proteinas como SERCA2, o dominantes negativas de PLB, para
mejorar el transporte de Ca®', al interior del RS durante la relajacion

muscular, y asi mejorar la contractilidad miocardica.
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Calsequestrin is the main calcium-binding protein inside the
sarcoplasmic reticulum of striated muscle. In mammals, the car-
diac calsequestrin gene (casq2) mainly expresses in cardiac muscle
and to a minor extent in slow-twitch skeletal muscle and it is not
expressed in non-muscle tissues. This work is the first study on the
transcriptional regulation of the casg2 gene in cardiac and skeletal
muscle cells. The sequence of the casq2 genes proximal promoter
(180 bp) of mammals and avians is highly conserved and contains
one TATA box, one CArG box, one E-box, and one myocyte
enhancer factor 2 (MEF-2) site. We cloned the human casq2 gene
5’-regulatory region into a luciferase reporter expression vector. By
functional assays we showed that a construct containing the first
288 bp of promoter was up-regulated during myogenic differenti-
ation of Sol8 cells and had higher transcriptional activity compared
with longer constructs. In neonatal rat cardiac myocytes, the larger
construct containing 3.2 kb showed the highest transcriptional
activity, demonstrating that the first 288 bp are sufficient to confer
muscle specificity, whereas distal sequences may act as a cardiac-
specific enhancer. Electrophoretic mobility shift assay studies
demonstrated that the proximal MEF-2 and CArG box sequences
were capable of binding MEF-2 and serum response factor, respec-
tively, whereas the E-box did not show binding properties. Func-
tional studies demonstrated that site-directed mutagenesis of the
proximal MEF-2 and CArG box sites significantly decreased the
transcription of the gene in cardiac and skeletal muscle cells, indi-
cating that they are important to drive cardiac and skeletal muscle-
specific transcription of the casq2 gene.

The sarcoplasmic reticulum (SR)* is an intracellular
organelle present in striated muscle cells, which has a key role
on the regulation of the calcium concentrations during muscle
contraction and relaxation (1). The SR is the main storage site of
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intracellular calcium, storing Ca*>* up to 20 mm while maintaining
the free SR Ca®" concentration at ~1 mm (2, 3). The SR storage
capacity enables the muscle cell to continuously contract without
diminishing the Ca>* available for each contraction-relaxation
cycle. Calsequestrin (CASQ) is the most abundant protein in the
lumen of the SR; it has a high capacity to bind Ca®" (40 —50 mol of
Ca*>* /mol of CASQ) with a moderate affinity (K, ~ 1 mm) and
prevents the precipitation of Ca>" inside the SR. It is a highly acidic
protein with over 50 Ca>* binding sites, which are formed by the
clustering of two or more negatively charged residues. The molec-
ular weight of the CASQ monomer is 40 kDa; and is capable of
polymerizing in response to increasing Ca>* concentrations (>1
mM) (3). CASQ locates near the ryanodine receptor and attaches
to it, via direct interaction or through anchoring by triadin and
junctin. It has been suggested that CASQ has a regulatory role in
SR Ca®" release, by inhibiting the ryanodine receptor through
interactions via triadin/junctin at high luminal Ca*" concentra-
tions (1-2 mm) (4), although the exact mechanism and physiolog-
ical role of this inhibition has not been established. Thus, in recent
years it has become clearer that CASQ has a role beyond its capa-
bility to buffer Ca®".

In mammals two CASQ isoforms have been described, each
one encoded by a different gene. In humans, the casgl gene is
located in chromosome 1q21, and encodes for the CASQ1 iso-
form; and the casq2 gene, located in chromosome 1p23, which
encodes for the CASQ2 isoform. The adult fast-twitch skeletal
muscle expresses exclusively the casql gene, whereas slow-
twitch skeletal muscle expresses mainly the casqgl gene (~75%
of total) and to a minor extent the casg2 gene (~25% of total).
Cardiac muscle expresses exclusively the casg2 gene. Neither of
the CASQ isoforms are present in non-muscle tissues nor in
smooth muscle (5). Both human isoforms share a high nucleo-
tide and amino acid homology, 84 and 80%, respectively (5). At
this time there are no studies that point to differences in the
physiological role of both CASQ isoforms, thus their roles shall
be considered equivalent. The rabbit CASQ1 and the dog
CASQ2 have been crystallized (6, 7); results of crystallization
studies shown that the casq monomer was found to be consti-
tuted by three almost identical domains (I, II, and III) similar to
that of Escherichia coli thioredoxin domain. It was found that
CASQ polymerizes in response to rising concentrations of
Ca?™" in the lumen of the SR, to form a homotetrameric com-
plex (10 uMm to 1 mm) and at higher concentrations of polymers,
in concentrations higher than 10 mm the CASQ polymer disso-
ciates from the Ca®" releasing channel (8).

In the heart, the casq2 gene expresses during fetal develop-
ment and continues to adult life. In fast-twitch skeletal muscle,
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CASQ2 is the predominant isoform during the fetal period, and
during neonatal life. Afterward, there is a switch to CASQ1
gene expression, making the CASQI1 isoform the only one
found in adult muscle. Although, in slow-twitch skeletal muscle
there is also a switch on CASQ isoform expression during
development, in the adult life the casg2 gene is still expressed
(9). The CASQ2 mRNA levels have been measured in several
heart pathological states such as cardiac hypertrophy, dilated
cardiomyopathy, and heart failure, showing no changes on its
expression level (10). Interestingly, in transgenic mice that
overexpress CASQ2, it was observed that the mice develop car-
diac hypertrophy and heart failure, with a typical fetal pheno-
type, associated with a higher Ca®" storage capacity of the SR,
aswell as an impaired Ca®* release, which leads to a diminished
contractility (11). Another pathological state where CASQ?2 is
involved is the catecholaminergic polymorphic ventricular
tachycardia (CPVT), where several mutations in the casq2 gene
are present, inserting stop codons in the first exon of the gene,
thus nullifying the expression of the casg2 gene. These patients
have a morphologically normal heart but are susceptible to
develop ventricular arrhythmias when exercise or another stress-
ing event are present (12—15). Taken together, these findings are
suggestive that the transcription of the casq2 gene is finely con-
trolled during skeletal and cardiac muscle development, as well as
in cardiac pathologies. Although the casq2 gene of rabbit and
mouse have already been cloned (16, 17), there are no studies
regarding transcriptional regulation of the casq2 gene.

The identification of cardiac-specific transcriptional regula-
tory elements and transcription factors controlling gene
expression have been studied in vitro using the 5'-regulatory
regions from contractile genes (a-myosin heavy chain, cardiac
troponin I, ventricular myosin light chain 2), atrial natriuretic
factor and brain natriuretic peptide (18 —22). The studies have
shown that GATA4, MEF-2, Nkx2.5, HAND1, HAND?2, and
serum response factor (SRF) are major regulatory factors
involved in the transcriptional regulation of cardiac genes (23—
25). However, the relative contribution of the transcription fac-
tors mentioned above varies in different gene promoters. This
has made it difficult to understand the molecular mechanisms
responsible for cardiac-specific gene expression.

In this work, we report the first attempt to understand the
molecular basis of tissue specificity of the casqg2 gene. We
cloned 3.2 kb of 5'-regulatory region of the human casg2
gene, generated deletion constructs and performed func-
tional analyses. We performed targeted mutagenesis and
DNA-protein binding analysis in cardiac myocytes and in
the skeletal muscle cell line Sol8. We identified proximal and
distal regulatory elements important for the expression of
skeletal myotubes and neonatal cardiac myocytes.

Our efforts were directed to a highly conserved region among
species located in the first 180 bp of the 5’-regulatory region of
the casq2 gene, which contains one MEF-2, one E-box, and one
CArG box putative binding sites. The results obtained in this
work suggest that the proximal promoter is necessary and suf-
ficient for cardiac and skeletal muscle expression, and that
MEF-2 and SRF transcription factors participate for the tissue-
specific expression of the casq2 gene.

DECEMBER 7, 2007 < VOLUME 282+NUMBER 49

e

TABLE 1
Oligonucleotides sequences for PCR and EMSA

Oligonucleotides

PCR
GAPDH forward 5'-GGAGAAACCTGCCAAGTATGATGAC-3’
GAPDH reverse 5'-TGGGAGTTGCTGTTGAAGTCG-3'
CASQ2 forward 5'-AGCTTGTGGAGTTTGTGAAG-3'
CASQ2 reverse 5'-GGATTGTCAGTGTTGTCCC-3'

MEF-2C forward
MEF-2C reverse
Myogenin forward
Myogenin reverse

5’-AGGTAACACAGGCGGTCTGATG-3'
5'-TCATAGGGGGAGGAGATTTGGC-3'
5'-CAGGAGCCCCCACTTCTATGATG-3’
5'-TCCCCAGTCCCTTTTCTTCCAG-3'

SRF forward 5'-GATTCAGACCTGCCTCAACTCG-3'
SRF reverse 5'-TTCAGTGTGTCCTTGGTTTCCC-3'
EMSA
MEF-2 casq2 5'-TGCATGATTTATTTTTAGCCTGAAACAAC-3'

5’-GATCGCTCTAAAAATAACCCTGTCG-3'
5'-CATTGCATGCTGGATCCTCCGCCTGAAACAAC-3'
5'-GATCGCTGTAAACATAACCCTGTCG-3’
5'-CTGCATCCTAAAAATGGAGTTCC-3'
5'-GGATGTCCATATTAGGACATCT-3'
5'-CTGCATCCTAAAAATTTAGTTCC-3'
5'-GGATGTCCATATTATTACATCT-3'

MEF-2 consensus
MEF-2 casq2 mt
MEF-2 cons mt
CArG box casq2
CArG box consensus
CArG box casq2 mt
CArG box cons mt

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—All restriction enzymes were acquired from Invitro-
gen and New England Biolabs. [y->**P]JATP and [a-**P]dCTP were
acquired from PerkinElmer Life Sciences. All DNA oligonucleotides
were synthesized in the Molecular Biology Unit from the Instituto
de Fisiologia Celular, UNAM, México. Human heart total RNA
was acquired from BD Biosciences.

DNA Cloning—A 3276-bp Stul-Stul human genomic frag-
ment from clone RP11-485H8 (BACPAC Resources), which
contains 3102 bp of the 5'-regulatory region of the human
casq2 gene and 176 bp of the 5'-nontranslated sequence of exon
1, was subcloned into a pGL3-basic plasmid previously cut with
Stul, using standard techniques. Five more constructs were
generated by digestion with restriction enzymes Ncol, AflIl,
Pvull, Xhol, and BlpI generating fragments of 2322, 1169, 754,
462, and 254 bp, respectively.

Primer Extension Analysis—A synthetic DNA oligonucleo-
tide (300 ng) complementary to the coding sequence of exon 1
(5"-GGAAAGACTTACCACTCGGTC-3') was labeled using
T4 polynucleotide kinase and [y-**P]JATP. Reverse transcrip-
tion was performed using poly(A)* RNA from human adult
heart (BD Biosciences). A sequencing reaction of a known tem-
plate was used as a ladder for determining the molecular size of
the extended DNA fragments.

Cell Culture—Sol8 myoblasts (obtained from ATCC) were
grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supple-
mented with 10% fetal bovine serum (Invitrogen), designated as
growth media, until they reached a 70% confluence then, were
induced to differentiate to myotubes by switching the media to
DMEM supplemented with 3% horse serum (HS) (Invitrogen),
designated as differentiation media. The C3H10T1/2 cells were
maintained in growth media. Primary cultures of neonatal rat car-
diomyocytes were maintained with growth media. All the media
were supplemented with kanamycin (60 mg/liter), penicillin G (10
units/ml), and streptomycin (10 mg/ml), amphotericin B (0.025
mg/ml), and nystatin (10 units/ml).

Transfection and Reporter Assays—The pGL3-hcasq2 con-
structs (0.8 ug) and the pRL-CMV (0.05 ug) were co-trans-
fected into cells grown in 12-well plates using Lipofectamine
2000 (Invitrogen) following the manufacturer’s protocol. After
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A- Clone BAC RP11-485H8
164,655 bp

101,623 bp

Clone BAC RP5-929G5

containing the resistance gene to the
selecting antibiotic G418. The cells
were grown in DMEM supplemented
| with 10% fetal bovine serum and 500

pg/ml G418, and selected after 1
week of growth. Afterward, colonies

| 266.2k0 selected were tested for luciferase
3 activity. The number of copies of the
hcasg2/Luc fragment integrated into

1261

tRNA

FIGURE 1. Structure of the human casq2 gene. A, the human casq2 gene is contained in human genomic clones
RP11-485H8 and RP5-929G5 (BACPAC Resources). The geneis organized in 11 exons and 10introns, which span over
68.8 kb of the genome, producing a single mRNA transcript of 2548 nucleotides (nt). B, the transcription initiation site
was determined by primer extension of human cardiac mRNA as mentioned under “Experimental Procedures.” Two
main cDNA extension products of 358 and 348 nucleotides were obtained, locating the transcription initiation sites
at 251 and 241 bp upstream from the ATG translation initiation codon and are indicated by arrows. To detect
accurately the size of the extended cDNA products a sequencing ladder of a known template was used. The expo-
sure time for the primer extension reaction was 24 h, and for the sequencing ladder 8 h.

2 h the transfection mixture was replaced by DMEM with 3%
HS to induce differentiation of Sol8 cells to myotubes; or by
DMEM with 10% fetal bovine serum to maintain the myoblast
phenotype, as well for C3H10T1/2 and neonatal rat cardiom-
yocytes. The positive control in all experiments was the pGL3-
promoter, which contains the proximal 202 bp of the SV40
promoter. Following 48 h incubation at 37 °C and 5% CO.,, the
cells were lysed and assayed for firefly and Renilla luciferase,
using the dual luciferase assay reagent kit (Promega) in a mul-
tiwell plate counter Wallac Victor” luminometer (PerkinElmer
Life Sciences). The results were normalized with the Renilla
luciferase activity.

Stably transfected Sol8 cell lines were generated by co-transfect-
ing the pGL3-hcasg2 constructs containing 288 and 3102 bp of the
5'-regulatory region of the human casg2 gene with pCDNA3.1,
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genomic DNA was verified by dot-
blot analysis using a DNA probe for
luciferase. The colonies selected were
grown on 24-well plates until they
reached 70% confluence; at that time
the cells were induced to differentiate
by replacing the media with differentia-
tion media. Cells were lysed on a time
course from myoblasts to 5-day myo-
tubes; cell extracts were assayed for
luciferase activity. The results were
normalized dividing the luciferase
activity by the protein concentration.
Real Time RT-PCR—Total RNA
was extracted from Sol8 myoblasts
and myotubes daily up to day 5 of
muscle differentiation, with TRIzol
reagent (Invitrogen). RT was per-
formed with 2 ug of total RNA using
SuperScript III First Strand Synthesis
SuperMix for qRT-PCR (Invitrogen)
according to the manufacturer’s
instructions, cDNA was diluted 15
times, and 9.2 ul/reaction were used for
qPCR with SYBR Green ER qPCR
Supermix for iCycler (Invitrogen).
Results were analyzed according to the
method suggested by Pfaffl (26), using
GAPDH as loading control. Primers
sequences are indicated on Table 1.
Mutagenesis—Site-directed muta-
genesis of the proximal MEF-2, E-box,
and CArG box sequences was con-
ducted using the QuikChange site-di-
rected mutagenesis kit (Stratagene) as indicated by manufacturer’s
instructions, the MEF-2, E-box, and CArG box mutated oligonu-
cleotides used are listed in Table 1. Mutation of the above elements
was confirmed by DNA sequencing of the plasmids obtained.
Electrophoretic Mobility Shift Assay Studies—Nuclear
extracts from Sol8 myoblasts and myotubes, and from neonatal
rat cardiomyocytes were prepared as previously described (21).
The sequence of the double-stranded DNA oligonucleotides
were the same ones that were used for site-directed mutagene-
sis; consensus oligonucleotides for MEF-2 and CArG box used
as specific competitors were obtained from Santa Cruz Bio-
technology (Santa Cruz, CA) (see Table 1). Binding reactions
were performed by preincubating at room temperature in 1 X
Binding Buffer (Tris-HCI, 50 mu; glycerol, 20%; NaCl, 250 mw;
MgCl,, 5 mm; EDTA, 2.5 my; dithiothreitol, 1 mM; phenyl-
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FIGURE 2. DNA sequence analysis of the proximal 5’-regulatory region of the casq2 genes among species. Nucleotide sequence analysis comparison was
performed using the MacVector 6.5.3 program and BLAST algorithm from NCBI. The proximal 5'-regulatory region of the casq2 gene revealed that the first 180
bp are conserved in human, chimp, mouse, rat, dog, cow, and chicken genomic sequences with just a few mismatches. In this region, we found a putative TATA
box, one CArG box, one E-box, and one MEF-2 site. The two transcription initiation sites are indicated with arrows. The Blpl, Stul, and Xhol restriction sites used
to generate the —71 and —288 bp constructs are underlined. The ATG translation initiation codon is underlined.

methylsulfonyl fluoride, 1 mm), 10 ug of nuclear extract, and 1
mg of poly(dI-dC), 100-fold molar excess unlabeled competitor
when needed, and y->*P-labeled double-stranded DNA oligo-
nucleotides. Supershift antibodies for MEF-2 (sc-313x) and SRF
(sc-335x) were purchased from Santa Cruz Biotechnology.

Sequence Analysis—Sequence analysis was performed with
MacVector 6.5.3 (Accelrys), BLAST (NCBI), and MathInspec-
tor (Genomatix).

Statistical Analysis—Values are expressed as means of at
least 3 independent experiments *+ S.E. Mean values were com-
pared by analysis of variance (SPSS 11) applying the Bonferroni
method for multiple comparisons. p values <0.05 were consid-
ered significant.

RESULTS

Characterization of the Human casq2 Gene 5'-Regulatory
Region—The human genomic clones (RP11-485H8 and RP5-
929G5) were analyzed in silico with DNA analysis software
(NCBI Blast, Genomatix suite and MacVector) to determine

pona
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the complete human casg2 gene structure and its 5'-regulatory
region. The analyses revealed that both clones overlap and con-
tain the complete casq2 gene, integrated with 11 exons and inter-
rupted by 10 introns that span over 68 kb of the genome (Fig. 14).
To determine the transcription initiation site of the human casg2
gene, primer extension analysis of human CASQ2 mRNA was per-
formed using human heart poly(A) ™ RNA. Two main extension
products (358 and 348 bp) were obtained, mapping two transcrip-
tion initiation sites at positions 241 and 251 bp upstream from the
ATG translation initiation codon (Fig. 1B).

The 5'-regulatory region was analyzed with the MacVector
program and Genomatix suite, to identify possible binding sites
for transcription factors. In this analysis we identified a highly
conserved DNA homology region among several species
including the chimp (100%), mouse (95%), rat (98%), dog (98%),
cow (93%), and chicken (87%), located between —30 to —140 bp
that contains one imperfect TATA box, one MEF-2 site, one
E-box, and one CArG box (Fig. 2).
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FIGURE 3. Transcriptional analysis of the 5'-regulatory region of the casq2 gene constructs in cardiac
myocytes, Sol8 myotubes, and C3H10T1/2 cells. A, transient transfection assays with six deletion hcasq2/
Luc constructs containing fragments of the casq2 gene 5’-regulatory region were carried out in neonatal rat
cardiomyocytes as mentioned under “Experimental Procedures.” The results are expressed in -fold increments
to the activity observed with the —288-bp construct. The pGL3-promoter construct contains the 202 bp of the
proximal SV40 promoter; the pGL3-basic is a promoterless construct. The luciferase activity of the casq2 gene
—71-bp construct was used as an arbitrary value of 1. Mean value by duplicate * S.E. B, the same constructs
were transfected into Sol8 myoblasts as mentioned under “Experimental Procedures.” Myoblast cells were
lysed after 24 h and the myotubes after 48 h. The extracts were assayed for luciferase activities. Myoblasts are
shown as white bars and myotubes as black bars. The luciferase activity of the casqg2 gene —71-bp construct was
used as an arbitrary value of 1. Mean value =+ S.E. C, transient transfection of C3H 10T1/2 cells in culture was
performed as mentioned under “Experimental Procedures.” The luciferase activity of the casq2 gene —71-bp
construct was used as an arbitrary value of 1. The results are expressed as the mean value of three different
experiments assayed by duplicate + S.E.

moter region and upstream 5'-reg-
ulatory sequences of the human
casq2 gene in neonatal rat cardiac
myocytes and Sol8 skeletal muscle
cells. The transcriptional activity of
the different constructs was deter-
mined by transiently transfecting
them into neonatal rat cardiomyo-
cytes, the skeletal muscle cell line
Sol8, and C3H10T1/2 cells. The
results obtained by transient trans-
fection in neonatal rat cardiac myo-
cytes showed that the —288-bp con-
struct had a transcriptional activity
similar to the one observed with the
pGL3-promoter construct (202 bp
of the SV40 proximal promoter),
which has been described as a
strong promoter in muscle. The
transcriptional activity observed
with the —288-bp construct was
2-fold higher of that observed with
the —71-bp construct, which con-
tains only a TATA box, but no other
regulatory elements. The —580 and
—1095-bp constructs exhibited
~2-fold higher activity compared
with the —288-bp construct, the
—2148 bp was 3.5-fold higher and
the —3102-bp construct had the
highest activity, increasing over 3.7-
fold relative to the —288-bp con-
struct (Fig. 3A). The promoter-less
pGL3-basic plasmid showed only
background firefly luciferase activ-
ity (Fig. 34).

In 2-day Sol8 myotubes, the high-
est transcriptional activity was
observed with the —288-bp con-
struct, showed 12-fold more activity
than the —71-bp construct, and was
similar to that observed with the SV40
promoter construct. The —3102-bp
construct had 65% less activity com-
pared with the —288-bp construct.
The other intermediate length
constructs showed similar activity
than the —3102-bp construct. The
—71-bp construct activity in myo-
tubes was almost equal to the
activity observed on undifferenti-
ated myoblasts with all of the con-

Transcriptional Activity of the hcasq2 Gene 5'-Regulatory
Region in Cardiac and Skeletal Muscle Cells—Six deletion con-
structs in pGL3-basic containing 3102, 2148, 1095, 580, 288,
and 71 bp of the human casq2 gene 5'-regulatory region and
176 bp of 5'-nontranslated sequence of exon 1 were generated
and used for transfection experiments, to identify the basal pro-

35558 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

structs, reflecting basal promoter activity. The pGL3-basic
construct had only background activity. (Fig. 3B). In
C3H10T1/2 fibroblasts, all the casq2 gene constructs
showed only basal transcriptional activity, similar to the
activity of the promoter less construct, whereas the SV40
promoter showed strong transcriptional activity (Fig. 3C).
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5 days of myogenic differentiation.
The results indicated that both con-
structs have a very similar pattern of
activation, showing increases in the
activity level since day 1 of differen-
tiation (Fig. 4A4). The pattern of acti-
vation of the casq2 gene constructs
was very similar to the pattern of
increase of the endogenous level of
casq2 mRNA expression deter-
mined by real time RT-PCR (Fig.
4B). The myogenin, MEF2C, and

Day 0 | Day 1 Day 2

Myoblasts Myotubes

8-

mRNA casq2/mRNA GAPDH +/- SE.

Day 3

74
64
5+
4 4
34
24
1

SRF mRNA levels were also quanti-
fied by real time RT-PCR. Myogenin
mRNA increased since day 1,
whereas MEF2C and SRF mRNA
increased after 3 days of myogenic
differentiation (Fig. 4C).

The Proximal MEF-2 and CArG
Box Sites Are Functional in Cardiac
Mpyocytes—Due to the results
obtained by transcriptional activa-
tion of the chimeric casq2 gene con-
structs, which suggest an important
role played by the first 288 bp of the
5’-regulatory region in cardiac and

Day 5

Day 0 Day 1 Day 2

Myoblasts Myotubes

10 A B SRF [IMEF-2C M Myogenin

Relative mRNA expression levels ’

Day 0
Myoblasts

Day 1 Day 2

Myotubes

FIGURE 4. Time course of transcriptional activity of the proximal and full-length hcasq2/Luc constructs
during myogenic differentiation of Sol8 cells. A, stable transfected Sol8 cell lines generated using constructs
containing —288 bp (white bars) and —3102 bp (black bars) of the human casq2 5'-regulatory region were
analyzed for transcriptional activity during the 5 days after induction of myogenic differentiation. Results are
expressed in -fold increments relative to the activity in myoblasts. Mean = S.E. B, real time RT-PCR, was per-
formed as described under “Experimental Procedures”; levels of casg2 mRNA were measured during Sol8
skeletal muscle differentiation. Mean * S.E. C, real time RT-PCR was used to quantify mRNA levels for myogenin,

MEF2C, and SRF during Sol8 skeletal muscle differentiation. Mean = S.E.

To analyze the transcriptional activity of the casq2 gene reg-
ulatory region constructs during the course of myogenic differ-
entiation, we generated stable transfectant Sol8 cell lines, which
integrated into two cell genome of the chimeric casg2/Luc con-
structs, of which, one contains —288 bp and the other contains
—3.1 kb of the 5'-regulatory region. The resulting stable trans-
fectant cell lines were induced to differentiate by serum with-
drawal, and the luciferase activity was determined daily during

DECEMBER 7, 2007 < VOLUME 282+NUMBER 49 s

Day 3

Day 3 Day 5 skeletal muscle myocytes, we deter-
mined the DNA-protein binding
capabilities of the putative binding
sites (MEF-2, E-box, and CArG box)
present in this region. Because
MEE-2, basic helix-loop-helix, and
SRF transcription factors are pres-
ent in Sol8 myotubes and have been
demonstrated to participate in the
regulation of several muscle genes,
we decided to perform electro-
phoretic mobility shift assay studies
using synthetic double-stranded
DNA oligonucleotides and specific
antibodies for MEF2 and SRF for
supershift assays (see “Experimental
Procedures”).

The results showed that the prox-
imal casq2 gene MEF-2 site was
capable of specifically binding a pro-
tein present in nuclear extracts of
neonatal rat cardiomyocytes, which
was of the same size to the one
observed with a previously tested
MEEF-2 consensus oligonucleotide (Fig. 54). The complex was
not competed by the addition of 50 -100-fold molar excess of
the mutated casq2 MEEF-2 oligonucleotide or the mutated con-
sensus MEF-2 oligonucleotide. The protein contained in the
complex was supershifted using a MEF-2 antibody (Fig. 5A).
Nuclear extracts of Sol8 myoblasts and myotubes were also
tested; both were capable of binding specifically the casq2 gene
MEEF-2 oligonucleotide, the signal obtained with myoblasts had

Day 5

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 35559

8002 ‘62 YoJe\ uo Aq 610 ogl-mmm wolj papeojumoq



The Journal of Biological Chemistry

ibe

=

Transcriptional Analysis of the Human Cardiac Calsequestrin Gene

Competitor == ol il ol -l = —h= all -l -l - -
Antibody - mm mm mm omm omm o= (\|EF2 - em oam omm o e omm omm e s == MEF2
Lane 1234 5 67 8910 12 345678 9101112

Cardiomyocites Mb Myotubes
Competitor -l ol d— —M= l -l -l -
Antibody - mm = == == == SRF -—em mm mm = = = oam == == == SRF
Lane 1234567 12 345678910112

Cardiomyocites Mb

FIGURE 5. DNA binding capabilities of the MEF-2 site and CArG box located on the first 140 bp. A, a
double-stranded DNA oligonucleotide containing the casq2 gene MEF-2 site was incubated with nuclear
extracts of neonatal rat cardiomyocytes. The DNA sequences of the oligonucleotides used are indicated in
Table 1. The *2P-labeled wild type casq2 MEF2 oligonucleotide formed several DNA-protein complexes
with nuclear extracts from cardiomyocytes (lane 1). To test specificity of the complexes observed, 50- and
100-fold molar excesses of the non-labeled wild type casq2 MEF2 oligonucleotide (lanes 2 and 3), consen-
sus MEF-2 site (lanes 4 and 5), mutated casq2 MEF-2 site (lanes 6 and 7), and a mutated consensus MEF-2
site (lanes 8 and 9) were used. The complex formed was also incubated with a MEF-2 antibody (lane 10). B,
the same experiment was done with nuclear extracts from Sol8 myoblasts (lanes 1 and 2) and 5-day
myotubes (lanes 3-12). The myoblast-formed complexes (lane 1) were competed with a 100-fold excess
casq2 MEF-2 oligonucleotide (lane 2). The myotube complex (lane 3) was competed with 50- and 100-fold
excess of unlabeled casq2 gene MEF-2 site (lanes 4 and 5), MEF-2 consensus (lanes 6 and 7), casq2 gene
mutated MEF-2 (lanes 8 and 9), and consensus mutated MEF-2 (lanes 10 and 17). The complex was prein-
cubated with a MEF-2 antibody (lane 13). C, the *P-labeled wild type casq2 gene CArG box oligonucleo-
tide formed several DNA-protein complexes with nuclear extracts from cardiomyocytes (lane 7). To test
specificity of the complexes observed 50- and 100-fold molar excesses of the non-labeled wild type casq2
CArG box oligonucleotide (lanes 2 and 3), consensus CArG box site (lanes 4 and 5), and 100-fold mutated
casq2 CArG box site (lane 6) were used. The complex formed was also preincubated with a SRF antibody
(lane 7). D, the same experiment was done with nuclear extracts from Sol8 myoblasts (/anes 1 and 2) and
5-day myotubes (lanes 3-12). The myoblast-formed complex (lane 1) was competed with a 100-fold excess
casq2 gene CArG box oligonucleotide (lane 2). The myotube complex (lane 3) was competed with 50- and
100-fold excess of casq2 CArG box site unlabeled (lanes 4 and 5), CArG box consensus (lanes 6 and 7), casq2
gene mutated CArG box (lanes 8 and 9) consensus mutated CArG box (lanes 10 and 11). The complex was
preincubated with a SRF antibody (lane 12). Arrows indicate specific complex positions and supershifted
complex. Mb, myoblasts.

Myotubes
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a lesser intensity than the one
observed with myotubes (Fig. 5B).
The complex formed was of similar
apparent size to the one observed in
cardiac cells. The complex observed
with Sol8 nuclear extracts was also
supershifted in the presence of the
MEEF-2 antibody (Fig. 5B).

The proximal casq2 gene CArG
box was also assayed to test its capa-
bilities of binding the transcription
factors present in nuclear extracts of
cardiomyocytes as well as Sol8 myo-
blasts and myotubes. The CArG box
oligonucleotide formed a complex
when incubated with cardiomyo-
cytes nuclear extracts (Fig. 5C). This
complex was specifically competed
with the addition of the wild type
CArG box casq2 (50-100-fold
molar excess) unlabeled probe, or a
previously tested consensus CArG
box oligonucleotide, whereas it did
not change by the addition of the
mutated casq2 gene CArG box oli-
gonucleotide. The protein present
in this complex was identified by
supershift assay, using a SRF-spe-
cific antibody (Fig. 5C). We also
assayed the binding capabilities
with Sol8 myoblasts and myotube
nuclear extracts. The results
showed a complex of similar appar-
ent size to the one observed in car-
diomyocytes; it also was a specific
complex and was supershifted with
a SRF antibody. The complex pro-
duced by myoblast nuclear extracts
was of lesser intensity than the one
observed with myotubes (Fig. 5D).

The proximal casq2 E-box site
was also assayed to determine its
binding properties. When incu-
bated with cardiomyocytes or Sol8
myoblasts and myotubes nuclear
extracts, no DNA-protein complex
was observed. The same nuclear
extracts were assayed with a con-
sensus E-box  sequence (5'-
CANNTG-3’) and a specific com-
plex was observed (data not shown).

Functional Properties of the
MEF-2 and CArG Box Sites—To
further understand the role of the
MEEF-2, E-box, and CArG box sites
in the regulation of the human casq2
gene, we performed site-directed
mutagenesis as described under
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FIGURE 6. Functional analysis of the mutated proximal casq2 gene MEF-2
site and CArG box in cardiomyocytes and Sol8 cells. A, the mutated con-
structs of the sites MEF-2, E-box, CArG box, and MEF-2 + CArG box in the
—288 bp construct were transfected into cardiomyocytes and assayed for
luciferase activities 48 h later as mentioned under “Experimental Procedures.”
B, the same constructs were transiently transfected into Sol8 myoblasts (white
bars) and assayed 24 h later, and into myoblasts induced to differentiate for
48 h with DMEM supplemented with 3% HS (black bars) and assayed 48 h
later. Results are expressed in percentage change of the activity observed
with the wild type —288 bp construct. Mean =+ S.E.
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“Experimental Procedures” of the sites previously tested by
electrophoretic mobility shift assay.

The four mutated constructs containing the mutations of the
MEEF-2 site (mMEF-2), E-box (mE-box), CArG box (mCArG
box), and MEF-2 and CArG box (mMEF2 + mCArG-box),
were transiently transfected into neonate rat cardiomyocytes,
and assayed for luciferase activity 48 h later (Fig. 64). The
results showed that the mutation of the MEF-2 site was associ-
ated with a 70% reduction of transcriptional activity compared
with the wild type construct. The mutation of the E-box showed
a nonsignificant reduction of the transcriptional activity. The
mutation of the CArG box was associated with a reduction of
40% of transcriptional activity. The construct containing both
the MEF-2 and CArG box mutations was associated with a fur-
ther reduction of the activity up to 80% to that observed with
the wild type construct, which was an activity equivalent to that
observed with the —71-bp construct lacking the MEF-2 and
CArG box elements and showed only basal promoter activity in
all the cell types analyzed.
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We performed the same experiment in Sol8 myoblasts (white
bars) and myotubes (black bars) (Fig. 6B). The results showed
that in myoblasts the level of transcriptional activity of all the
casq2 gene constructs was low and minimally affected by the
mutation of the MEF2 CArG box sites. In myotubes the activity
of the —288-bp construct is high, we observed a similar behav-
ior to the one seen in cardiomyocytes, with a reduction of 70%
in activity with mMEF-2 construct, a 60% reduction with the
mCArG box construct, and a 80% reduction when both the
double mutated mMEF-2 and mCArG box construct were
assayed. Both cardiomyocytes and Sol8 myotubes, when trans-
fected with the —288-bp construct containing the mutated
MEEF-2 and CArG box sites, exhibited very low transcriptional
activity, quite similar to that observed with the —71-bp con-
struct, which has only basal transcriptional activity.

DISCUSSION

Calsequestrin has a major role to maintain the calcium
homeostasis in the striated muscle cells, also the data regarding
its specific tissue expression and absence of changes on its
expression associated with pathological conditions, evidences
the existence of a fine regulation of its expression. The results
presented in this work are the first attempt to understand the
transcriptional regulation of the expression of the casq2 gene.

The DNA sequence analysis of the human casq2 gene 5'-reg-
ulatory region, compared with the regulatory region of this
gene in other species (chimp, mouse, rat, cow, dog, and
chicken), reveals that the only region that has a high homology
among them is contained within the —30 to —140-bp region
upstream from the main transcription initiation site. Upstream
from this region only a few small isolated sequences (20 —30-bp
long) display homology among mammalian casg2 genes, but
not with the chicken casg gene (data not shown). This observa-
tion is also relevant when one considers that avians only have
one casq gene, which is expressed in fast- and slow-twitch skel-
etal and cardiac muscles. Also, this highly conserved proximal
promoter region contains one MEF2, one E-box, and one CArG
box putative DNA that are of relevance for gene expression in
skeletal and cardiac muscle cells.

The functional results we report demonstrate that the first
288 bp of the human casq2 gene 5’'-regulatory region are capa-
ble of directing the expression of the casq2/Luc constructs in
neonatal rat cardiomyocytes and myotubes of the mouse Sol8
cell line; but not in C3H10T1/2 fibroblasts. The results also
showed that the —288-bp casg2 gene construct drive a similar
expression in Sol8 myotubes and in neonatal rat cardiomyo-
cytes. The construct containing 3.1 kb of 5'-regulatory region
increased transcriptional activity relative to the 288-bp con-
struct (4-fold) in cardiac myocytes. In contrast, in Sol8 myo-
tubes the 288 bp had the higher transcriptional activity, which
is similar to the activity of the SV40 promoter construct, but
constructs containing longer sequences showed 50—60% less
transcriptional activity. The above results agree with the casg2
mRNA and protein tissue expression pattern, where CASQ2
has been shown to be abundantly expressed in cardiac muscle,
but only to a minor extent in slow-twitch skeletal muscle (17,
27). These results also demonstrate that the first 288 bp are
necessary and sufficient to confer a striated muscle-specific
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expression, and that DNA elements located between 1.1 and
2.14 kb may function as an enhancer with specific activity in
cardiac myocytes, and may have a negative role in the regula-
tion of transcription in skeletal muscle. The results obtained
with the stable transfected Sol8 cell lines showed a similar pat-
tern of induction of transcriptional activity of the —288- and
—3102-bp casq2 gene constructs during skeletal muscle differ-
entiation, which also followed a similar pattern to the level of
expression of endogenous casq2 mRNA. Interestingly, the
expression of MEF-2C and SRF mRNA was induced during
Sol8 muscle differentiation increasing from myoblasts to myo-
tubes 3- and 1.5-fold, respectively.

By DNA sequence analysis of the highly conserved casq2
gene proximal 5'-regulatory region, we identify three putative
binding sites for transcription factors relevant in the regulation
of cardiac and skeletal muscle-specific genes (MEF-2, E-box,
and CArG box). The proximal putative MEF-2 and E-box
elements share high homology with the consensus sequences
for these sites (17). Although, the CArG box sequence pres-
ent in the casq2 gene (CC(A/T),GG), is not a canonical site
(CC(A/T)¢GG), previously a CArG box site with the same
configuration of the one present in the casg2 gene regulatory
region has been described and demonstrated to be functional
in the cardiac a-myosin heavy chain gene (21). Therefore, we
further analyzed the role of these muscle regulatory ele-
ments on the regulation of the casg2 gene. The results dem-
onstrate that the MEF-2 and CArG box sites are capable of
binding the MEF-2 and SRF, respectively; whereas the E-box
site did not bind any protein present in the nuclear extracts
of cardiomyocytes, C3H10T1/2 cells, as well in Sol8 myo-
blasts and myotubes.

Because of these results, we decided to focus our work on
analyzing the function of the proximal MEF-2, E-box, and
CArG box sites, to understand their role in the tissue-specific
regulation of the casq2 gene. We generated mutants for these
three sites by site-directed mutagenesis. The functional studies
demonstrate that the MEF-2 and CArG box mutations decrease
the transcriptional activity of the —288-bp human casq2 gene
construct, 70 and 40%, respectively. The DNA protein binding
studies confirmed that the mutated sites were unable to bind
MEEF-2 and SRF. However, mutation of the putative E-box site
did not change the transcriptional activity confirming the
results showing the absence of protein binding. The mutation
of both the MEF-2 site and CArG box on the same construct
decreases the transcriptional activity to basal level on both cell
types (cardiac, skeletal), similar to that observed with the
—71-bp construct, which is devoid of both elements.

The results indicate that MEF-2 and SRF have a very impor-
tant role in regulating the expression of the casq2 gene in skel-
etal and cardiac muscle. Mutation of both sites leaves only basal
promoter activity, which may be directed by the TATA-like box
present in this region. We must also consider that DNA ele-
ments present upstream from —288 to —580 bp and from
—1095 to —3.1 kb have a significant role in regulating the
expression of the casq2 gene in cardiac muscle, where these
regions show an increase of the activity compared with the
—288-bp construct. DNA sequence analysis of the —288 to
—3.1 kb region shows the presence of several putative MEF-2,
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E-box, NFAT, and GATA-4 binding sites (data not shown); the
transcription factors that bind to these sites have been men-
tioned in the regulation of several cardiac and skeletal muscle
genes. The presence of several E-box sites in this region may
play an important role, because previously it has been reported
by DNA microarray analysis that the casq2 gene is regulated in
skeletal myotubes by myogenin (28).

In this study, we show that the transcription factors MEF-2
and SRF play a significant role in the regulation of the casg2
gene. However, it is difficult to assume that these are the only
factors involved in its regulation because it is well documented
that both MEF-2 and SRF are activated via Ca*>*-regulated
pathways, like calcineurin for MEF-2 (29 -31) and CaM kinase
II for SRF (32, 33). When this data is considered along with
previous reports that show no changes on the expression of
CASQ2 in cardiac pathological states, which imply abnormal
intracellular Ca>* concentrations, it suggests that non-Ca>" -
regulated pathways may be involved on the regulation of the
expression of the casq2 gene (2, 10). Therefore, we believe that
other transcriptional mechanisms must be involved in the reg-
ulation of the expression of casq2 gene, and have to be studied
in more detail.

The transcriptional regulation of the casg2 gene is similar to
previous publications on cardiac-specific genes like the cardiac
troponin C, cardiac a-actin, and cardiac a-myosin heavy chain
genes. The regulatory mechanisms for these genes consist of a
basal promoter with the proximal regulatory region activating
the transcription in the adult slow-twitch skeletal muscle and
cardiac muscle, being sufficient to have striated muscle-specific
expression (21). Also in genes with cardiac-specific expression,
in the distal regulatory region are enhancers that confer cardiac
expression (21, 34, 35). Recently, it was proposed that a larger
enhanceosome complex mediates the cardiac-specific expres-
sion, where several transcription factors like GATA4, SRF,
MEEF-2, NFAT, and HAND?2, interact with each other through
indirect mechanisms that involve transcriptional scaffolding
molecules. The co-activator p300/CBP has been proposed as
one of the molecules involved in the formation of the cardiac-
specific enhanceosome (29, 36, 37).

The MEF-2 and SRF factors belong to the MADS family of
transcription factors, and are capable of interacting with a large
number of transcription factors and cofactors through the
MADS DNA binding domain. MEF-2 has been mentioned sev-
eral times as regulating the transcription of cardiac, skeletal,
and smooth muscle genes (38, 39). The SRF factor has been
particularly involved in the regulation of smooth muscle genes,
although it has also been associated with some cardiac and
slow-twitch skeletal muscle genes (40—42). Both factors have
the possibility of acting as positive or negative regulators when
they bind to DNA, which is dependent of the recruitment of
positive or negative transcriptional co-regulators. In recent
years the myocardin family of transcription factors, especially
myocardin-related transcription factors A/B, have been associ-
ated with the regulation of cardiac genes (43—46), by interac-
tions with the SRF, potentiating the effect of these factors.
Thus, it is possible that some of these cofactors contribute
with SRF to regulate expression of the casq2 gene. The
MEEF-2 factor has been mentioned to interact with basic
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helix-loop-helix transcription factors (47, 48), even when the
E-box site present on the first 140 bp did not show binding
capabilities, it is still possible that basic helix-loop-helix fac-
tors acting as cofactors of MEF-2 and are involved in regu-
lating the casq2 gene expression.

In summary, in this work we have demonstrated that the
5’-regulatory region of the human casg2 gene has a high homol-
ogy with other species on the first 180 bp, where only one
MEF-2 and one CArG box binding sites are present. These sites
are functional and interact with MEF-2 and SRF transcription
factors present in cardiac myocytes and Sol8 myotubes. Muta-
tion of the MEF2 or CArG box sites leads to a diminished tran-
scriptional activity in neonatal rat cardiomyocytes and Sol8
myotubes in culture. Remarkably, when both sites are mutated
simultaneously the transcriptional activity of the —288-bp con-
struct decreases to basal level, indicating that the MEF2 and
CArG box sites are necessary for transcription of the casq2
gene. We demonstrated that the first 288 bp of the 5'-regula-
tory region of the casq2 gene are necessary and sufficient to
regulate the expression in skeletal myotubes and cardiomyo-
cytes, but not in non-muscle cells. The results suggest that, the
regions between —288 and —580 bp and from —1095 to —3102
bp have a role as cardiac-specific enhancers, whereas in skeletal
muscle do not play a positive role, but possibly a negative reg-
ulatory role. Further studies are still needed on the distal regu-
latory elements to have a more complete understanding of the
muscle-specific transcriptional regulation of the casq2 gene.
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