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Resumen

Las proteinas transmembranales con multiples dominios C2 (MCTPs), presentan
tres dominios C2 conservados, uno o dos pases transmembranales y una
secuencia C terminal corta. Los vertebrados tienen dos genes independientes
(MCTP1 y MCTP2) que codifican para estas proteinas, su expresiéon ha sido
descrita en 6rganos como el cerebro, el corazdn, el riidn, el musculo y los
testiculos.. En contraste, en organismos invertebrados como Drosophila
melanogaster y Caenorhabditis elegans, solo se ha identificado un gen que
codifica para las MCTPs (Shin et al. 2005). El objetivo de este trabajo fue
caracterizar el patron de expresion del gen D2092.1 de C. elegans, el cual es
homélogo de MCTP2. Analisis in silico predicen que D2092.1 presenta dos
variantes (D2092.1a y D2092.1b), que son dirigidos por dos promotores
independientes.

Para determinar el patron de expresién dirigido por estos promotores se
realizaron: 1) analisis bioinformaticos de los promotores de cada variante; 2)
construccién y microinyeccion en C. elegans de plasmidos que contienen los
promotores de D2092.1a o D2092.1b dirigiendo la expresion de GFP y 3) analisis

de la distribucién de la expresiéon de GFP por microscopia confocal.

Los resultados de los analisis in silico, sugieren que las MCTP2 estan localizadas
en el tejido muscular y/o neuronas. Sin embargo, los experimentos de expresion in
vivo, indicaron que los promotores dirigen la expresion en neuronas y no en
musculos. D2092.1a dirigié la expresion en tres neuronas situadas en la parte
ventral de la faringe, mientras que D2092.1b en neuronas del ganglio anterior

(AG), y desde el corddn nervioso ventral (VNC) hasta el ganglio preanal (PAG).

Con base en estos resultados concluimos que los promotores del gen D2092.1 se
expresan en neuronas del nematodo C. elegans sin encontrar evidencia de la

expresién en musculos.
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Abstract

Multiple C2 domain and transmembrane regions proteins (MCTPs), present three
conserved C2 domains, one or two transmembrane regions and one short C
terminal sequence. Vertebrates have two MCTP genes (MCTP1 and MCTP2). In
contrast, invertebrates such as Drosophila melanogaster and Caenorhabditis

elegans express only one MCTP gene (Shin et al. 2005)

The aim of this work was to characterize the expression of the C. elegans D2092.1
gene that encodes for the MCTP2 homologous gene, and has been proposed to
bedirected by two transcriptional promoters. These putative promoters would direct
the expression of two different transcripts (D2092.1a 'y D2092.1b).

The following studies were performed: 1) bioinformatic analysis of the promoters
for each variant, 2) construction and microinjection of expression plasmids that
include D2092.1a and D2092.1b promoters driving the GFP expression, and3)
analysis of the expression by laser confocal microscopy.

In silico studies suggested that the promoters would direct the expression of
D2092.1in neurons and/or muscle. However, analysis of the expression pattern
indicated that the reporter gene for D2092.1is present in neurons and not in
muscle. D2092.1a was located in three neurons ventral to the pharinx, whereas the
D2092.1b is distributed in anterior ganglion neurons (AG) and from the ventral

nerve cord (VNC) to the preanal ganglion (PAG).

Based on these observations, we conclude that the promoters of D2092.1 drive its

expression in neurons. No evidence was found for the expression in muscle.
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1. Introduccion

Uno de los procesos fisioldgicos ampliamente estudiados en neurociencias
es la descripcion del papel funcional de proteinas que contienen dominios C2.
Como ejemplo estan las que se encuentran embebidas en las vesiculas sinapticas
(vs) (Sudhof & Malenka 2008; Sudhof 2004). Algunas de las proteinas que
conforman estructuralmente a la membrana de las vs presentan regiones
conservadas llamadas dominios C2 (Nalefski & Falke 1996). Los dominios C2
comprenden aproximadamente 130 aminoacidos, que forman laminas [, las
cuales tienen la propiedad de unir diversos ligandos y sustratos como fosfolipidos,
inositol polifosfatos y Ca2+. Los dominios C2 fueron identificados en las
sinaptotagminas revisado por (Ubach et al. 1998) y posteriormente en varias
proteinas como las ferlinas y las E-Syts (Extended Synaptotagmin-Like Proteins)
(Min et al. 2007). Se sabe que el dominio C2 dependiente de Ca2+ también esta
presente en otras proteinas como la proteina cinasa C (PKC) y la fosfolipasa A2
(Corbalan-Garcia & Gémez-Fernandez 2014). Las proteinas que participan en la
neurotransmision que contienen los dominios C2 han sido ampliamente
estudiadas. (Bansal & Campbell 2004) puntualizan que estas proteinas tienen una
relevancia biolégica determinante, ya que responden al flujo entrante de Ca2+ con
la participacién de los dominios C2 en dos procesos biolégicos importantes tales y
como son la generacion de segundos mensajeros y la fusion de las vs a la
membrana para la exocitosis de neurotransmisores. Las proteinas que han sido
caracterizadas funcionalmente como sensoras de CaZ2+, contienen mas de un
dominio C2. Se ha descrito que los dominios C2 de estas proteinas se encuentran
altamente conservados en otras familias de proteinas que aun no han sido
caracterizadas como las proteinas transmembranales con multiples dominios C2
(MCTPs).

En el presente trabajo nos enfocamos a describir el patron de expresion y la
diversidad estructural del gen D2092.1 de C. elegans, el cual, es el gen homologo

gue codifica para la proteina MCTP2 de mamiferos.
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2. ANTECEDENTES
2.1.- PROTEINAS CON DOMINIOS C2
2.1.2 DOMINIO C2.

El dominio C2 fue identificado por primera vez en la PKC (Nishizuka 1988). La
estructura a alta resolucion de esto dominio se determiné originalmente en las
proteinas sinaptotagminas (Figura 1) (Ubach et al. 1998; Sutton et al. 1995), todas
estas participan en procesos celulares como el trafico de proteinas de membrana,
la generacion de segundos mensajeros, la activacién de proteinas GTPasas, la

sefalizacion dependiente de Ca2+y la neurotransmisién.

Figura 1.- Estructura del dominio C2 de la sinaptotagmina |. a) Vista
lateral del dominio C2 de la sinaptotagmina 1. b) vista superior del
domino C2 donde se muestra los sitios de unién del Ca2+. El ion Ca2+
esta representado por las esferas rojas, en gris se muestran las laminas
B, en verde los asas de uniéon al Ca2+ y en azul los residuos de
aspartato modificado de (Bai & Chapman 2004).
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2.3. PROTEINAS TRANSMEMBRANALES CON DOMINIOS C2

Como se menciond, las proteinas con miultiples dominios C2, estan
implicadas en cascadas de vias de sefalizacién y en trafico de membranas.
Utilizando herramientas bioinformaticas se ha estimado que existen alrededor de

99 proteinas que contienen dominios C2 en el ser humano (Schultz et al. 1998).

Las proteinas que presentan dominios funcionales C2 se han dividido en
dos grupos: 1) las que estas unidas a membranas, las cuales, presentan multiples
dominios C2 y con segmentos de residuos hidrofébicos que permiten su anclaje a
membranas y 2) las que son solubles y que como caracteristica principal solo
presentan un dominio C2 y no poseen pases transmembranales. Sin embargo,
aun se desconoce sobre el papel funcional de muchas de estas proteinas

(Corbalan-Garcia & Gémez-Fernandez 2014).

2.3.1. Sinaptotagminas

Las sinaptotagminas forman parte de una familia de proteinas con dominios
C2 y con 1 segmento transmembranal. La sinaptotagmina-1 es un elemento clave
para la neurotransmisién por estar embebida en las vesiculas exociticas que
contienen neurotranmisores y detonan el proceso de exocitosis en respuesta a los
cambios en la concentracién de Ca2+ intracelular. Investigaciones realizadas en
esta familia de proteinas, han demostrado que el dominio C2A de estas fija tres
iones de Ca2+ (Ubach et al. 1998) y el dominio C2B fija dos iones de Ca2+
(Fernandez-Chacon et al. 2001). La afinidad para fijar Ca2+ por los dominios C2
es relativamente baja; sin embargo se ha demostrado que la afinidad por el Ca2+
se incrementa considerablemente al unirse a los fosfolipidos de las membranas,
debido a que las cabezas de los fosfolipidos presentan cargas negativas que
estabilizan la fijacién del Ca2+.También se ha demostrado que los dominios C2 de
la sinaptotagmina-1 son sensores de las concentraciones de este catién y que son

fundamentales para la exocitésis rapida de neurotransmisores, pero no para la
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fusién de la membrana de las vs con la membrana plasmatica de la neurona. Se
mostré6 que realizando mutaciones especificas en los dominios C2A de la
sinaptotagmina 1 se altera la afinidad para fijar Ca2+, lo cual, resulta en el
decremento en la tasa de exocitosis durante la neurotransmisién (Fernandez-
Chacén et al. 2001). Por otra parte, mutaciones generadas en el dominio C2 de la
sinaptotagmina 1 afectan la funcidén de esta proteina como sensor de Ca2+ en la
liberacién de neurotransmisores en el hipocampo (Geppert et al. 1994). Ademas,
se ha demostrado que mutaciones en el dominio dominio C2B de la
sinaptotagmina |, incrementan la tasa de liberacion del neurotransmisor (Mace et
al. 2009). Los resultados de los trabajos anteriores demuestran la importancia que

tienen los dominios C2 al censar el Ca2+ en la regulacién de la neurotransmision.

2.3.2. Ferlinas

Las ferlinas estan involucradas en la fusion y en la fisibn de
endomembranas, asi como también en la modulacion de sefiales de Ca2+
(Gustavsson et al. 2012; Marty et al. 2013; Therrien et al. 2009). Dentro de esta
familia se encuentran las disferlinas, otoferlinas y las mioferlinas, las cuales
presentan 6 a 7 dominios C2 en su estructura (Figura 2). Varios estudios han
reportado la importancia de esta familia de proteinas en diversos procesos
biologicos, por ejemplo, en la espermatogénesis y en el proceso de reparacidén
muscular en el nematodo C.elegans (Washington & Ward 2006), asi como en
exocitosis de los neurotransmisores en humanos (Lek et al. 2012; Min et al. 2007;
Lalani et al. 2013).
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2.3.3 MCTPs

En un trabajo en el cual se utilizaron herramientas bioinformaticas, se
identificaron nuevos genes que codifican para proteinas que incluyen dominios C2,
se reportaron los genes MCTPs en mamiferos, definiéndose asi una nueva familia
de proteinas transmembranales con multiples dominios C2. Esta familia de
proteinas presenta variantes generadas por edicion alternativa (MCTP1 y MCTP2)
y estan conformadas de tres dominios C2 con los extremos N y C terminales
citoplasmaticos y separados por una o dos regiones transmembranales (Figura 2)
(Shin et al. 2005). Los resultados de esta investigacion demostraron que en
mamiferos estas proteinas se encuentran localizadas en vesiculas intracelulares y
tienen propiedades diferentes a las sinaptotagminas, E-syts y ferlinas, ya que fijan
Ca2+ sin requerir unirse a los fosfolipidos de la membrana. Adicionalmente, por
mediante la tecnica de Western-blot se encontré que las MCTPs se expresan
principalmente en tejido muscular y cardiaco, y una menor proporcién en el
cerebro en general (Shin et al. 2005). En otro trabajo se identificaron las proteinas
ortélogas alas MCTPs en la levaduraSaccharomyces cerevisiae. Se observé que
tienen un papel fundamental en el anclaje del reticulo endoplasmatico a la

membrana plasmatica de la levadura (Manford et al. 2012).

Por otro lado, aunque la funcién de estas proteinas MCTPs es desconocida,
existen reportes, los cuales mencionan de las posibles implicaciones que pudieran
tener en invertebrados y mamiferos. Por ejemplo, la MCTP1 esta asociada a
vesiculas sinapticas en neuronas del hipocampo (WU CHUN 2009), por lo que
podria jugar un papel en la regulacién de la transmisién sinaptica (Gustavsson et
al. 2012) En otro trabajo cuyo objetivo fue la caracterizacién de genes que se
expresan en la via olfativa de Drosophila melanogaster se ubicaron a las MCTPs
en las células accesorias del tercer segmento que conforma la antena. Ademas, la
delecidén del gen estructural que codifica para estas proteinas en la esta especie

causa alta mortalidad (Tunstall et al. 2012).
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Figura 2.- Estructura de proteinas que presentan multiples dominios C2
(circulos en rojo) y regiones transmembranales (TM) tomado de (Shin et
al. 2005).

En humanos el gen MCTP2 esta ubicado en la regién cromosdmica 15926,
la cual esta asociada a la heredabilidad de la esquizofrenia. La genotipificacién de
37 polimorfismos del gen MCTP2 indicé que algunos de estos son factores
putativos para el desarrollo de esta enfermedad (Djurovic et al. 2009). Ademas, se
ha mostrado que MCTP2 juega un papel determinante en la cardiogénesis y en la
coactaciéon aortica, ya que se demostro que mutaciones en este gen generan
cambios en los dominios C2 los que conducen al estrechamiento de la aorta
(Lalani et al. 2013). De manera interesante, estas enfermedades cardiacas
pueden ser reproducidas experimentalmente al suprimir la expresion mediante el

uso de morfolinos en embriones de la rana Xenopus laevis (Lalani et al. 2013).
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2.3.3.1MCTPs en C. elegans

Estudios preliminares en nuestro laboratorio identificaron por metodos
bioinformaticos al gen D2092.1 de C. elegans como el unico gen homdlogo a las
MCTP2. Se predice que este gen codifica para dos isoformas de la proteina
derivadas de edicion (isoforma A y la isoforma B) y que cada una de ellas

esregulada por dos diferentes promotores (Figura 3).

Al analizar los promotores de cada una de las isoformas del gene D2092.1,
se observo que estas tienen sitios de unidn para los siguientes factores de
transcripcion, LIN14, SKN1, CEH22, TRA1, HLH2, HLH19, los cuales se expresan
en tejido neuronal y muscular (Figura 4) (Hong et al. 2000; An & Blackwell 2003;
Kuchenthal et al. 2001). Estas observaciones sugieren que el gen D2092.1 de C.
elegans podria expresarse en neuronas o0 en musculo; sin embargo, la presencia
de estos sitios de unidén para estos factores no es prueba suficiente de que
D2092.1 se exprese exclusivamente en estos tipos celulares, por lo que se debe
realizar un analisis mas detallado para definir el patrén de expresién del gen. Por
otro lado, la supresion de la expresion de D2092.1 mediante RNAI es letal para el
nematodo en el desarrollo embrionario, pero no se ha descrito con detalle el

fenotipo derivado de la delecién del gen (Maeda et al. 2001).

10
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Figura 3. Analisis in silico de la estructura del gen D2092.1, en donde se
observa la prediccion de dos promotores (D2092.1a y D2092.1b), la

organizacion exén-intrén de las isoformas derivadas.

Figura 4. Analisis in silico e identificacibn de los sitios de
reconocimiento para factores de transcripcion de los promotores para
D2092.1a (a) y D2092.1b (b). Los sitios LIN14, SKN-1, HLH2, HLH-8
TRA-1, CEH-22, HLH-19 y la metionina (Met) estan sefalados con

11
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recuadros. Las secuencias fueron analizadas en el programa
TRANSFAC® 7.0 de Gene-Regulation.

3. JUSTIFICACION

Con estos antecedentes se plantea que las proteinas MCTP2 podrian
participar en la modulacién de sefales en las que participa el Ca2+. Hasta el
momento no existe informacion respecto a las propiedades funcionales de las
MCTP2 ni sobre su localizacion celular; pero debido a las similitudes en su
secuencia primaria con las sinaptotagminas, ferlinas, E- syts y Tcbs se sugiere
que son proteinas que participan en la fusion de vesiculas a la membrana o
pudieran mediar la unién de la membrana plasmatica con el reticulo

endoplasmatico.

En conjunto, los antecedentes sugieren que las MCTP2 podrian tener un rol
relevante en la funcién de muasculo y/o neuronas, y que el uso del nematodo C.
elegans como modelo experimental podria permitir descifrar las propiedades de
estas proteinas. Para este estudio se plantea determinar cual es el patron de
expresion generado por los dos promotores alternativos que presenta el gen
D2092.1 y asi inferir la distribucion de la proteina MCTP2.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar el patrén de expresion del gen D2092.1 en el nematodo C.

Elegans.

12
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4.2. Objetivos particulares

Clonar los promotores alternativos D2092.1ay D2092,1b.

Generar los vectores de expresion D2092.1a::;pPD121.86 vy
D2092.1b::pPD121.8.

Determinar el patrén de expresién de las isoformas (a y b) del gen D2092.1.

4.3. Hipotesis

1. Los promotores del gen D2092.1 dirigen la expresion a neuronas y/o

musculos del nematodo C. elegans.
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5. Materiales y métodos.

5.1. Extraccion de ADN Gendémico

Para la extraccién del ADN genomico, se usé el método de extraccion por

proteinasa Ky fenol modificado de (Daryl Stafford et al., 1976).

Se colectaron gusanos de la cepa silvestre N2 de C. elegans, se congelaron
con nitroégeno liquido y se homogenizé el material en un mortero. Después se le
agreg6 10 volumenes de solucién amortiguadora de lisis (10mM Tris-Cl pH 8.0, 0.1
M, EDTA pH 8.0, 0.5% SDS, 20 mg/ml de RNAsa) con respecto del volumen de la
muestra (Sambrook J. et al., 2001) y se incub6 por 1 h a 37°C. Se agreg6 al lisado
la proteinasa K a una concentracion final de 100ug/ml,se procedié a mezclar
suavemente y se incubd en bafio maria a 50°C por 30 min, agitando la solucién
periodicamente. Posteriormente, se dejé temperar la solucion y se le agreg6 un
volumen de fenol equivalente a la solucién, mezclando por 10 min y de manera
suave hasta formar una emulsion, se colocé el tubo en un mezclador a 30 rpm
toda la noche a 4°C. Se centrifugé la mezcla a 5000 g por 15 min, a temperatura
ambiente y se obtuvieron dos fases. La fase acuosa (0.3 cm) se centrifugbé a 5000
g por 20 min. a temperatura ambiente. Esta extraccién con fenol se repitié dos
veces mas. La fase acuosa se pas6é a un tubo nuevo y se le adicionaron 0.2
volumenes de acetato de amonio 10M y 2 volumenes de etanol a temperatura
ambiente, se agitdé suavemente hasta obtener un precipitado. En seguida, se
centrifug6 a 5000 g por 5 min. Se retir6 el sobrenadante de etanol y se dejé secar
por 10 min a 37°C. Una vez evaporado el etanol de la muestra se disolvié en 1 ml
de solucién TE (100mM Tris-Cl pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0). El producto obtenido

se analizé en un gel de agarosa al 0.8 % (Sambrook J. et al, 2001).
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5.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se utilizé6 esta técnica para la amplificacién de los promotores del gen
D2092.1 del nematodo C. elegans. La reaccion se llevd a cabo en el termociclador
Techne usando la enzima Tag DNA polimerasa Platinum de alta fidelidad (Life

Technologies) de acuerdo al protocolo del productor.

Para la reaccion de PCR se utilizé el ADN gendmico extraido y se utilizaron
oligonucleétidos especificos (tabla 1) disefiados con sitios de reconocimiento para
las enzimas de restriccion Sal | y Bam HI, los cuales permitieron la subclonacién
del fragmento amplificado a un vector de expresion. Los componentes utilizados
en la reaccién de PCR se ilustran en la (tabla 2) y el protocolo de PCR se muestra
en la (tabla 3).

Tabla 1. Secuencias de oligonucle6tidos para PCR.

Regidén Secuencia de los oligonucledtidos Producto
amplificado

(pb)

Promotor D2092.1a FD 5’gtcgacaaattagtatgctctactccataa3” | 2000
RD 5’ggatcctcatatttgcgtcaaccgttttgaa3d”

Promotor D2092.1b FD 5°gtcgactgtcgagtgcgcetgtagaatttag3” | 2000
RD 5’ggatcctcatgtttgtigtgtgttcgtcttc3”
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Tabla 2. Los componentes de la reacciéon de PCR

Componente Volumen pl
10 x Buffer 5

MgCl> 50mM 3.5

dNTPs 10mM 1

Primers 2.5uM 8

ADN (100 ng/pl) 1

Taq polimerasa (5 U/pl) 1

H2O 30.5
VOLUMEN FINAL 50

Tabla 3. Protocolo de PCR

Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Temperatura inicial | 94°C 5 min 1
Desnaturalizacion 94°C 45 s
Alineamiento 54°C 45s 35
Extensién 72°C 2.10 min
Extensién final 72°C 5 min 1

5.3. Extraccion de DNA de geles de agarosa

El producto obtenido en la amplificacion se analizd en un gel de agarosa al
0.8%, utilizando un marcador de peso molecular para corroborar el tamafo el
fragmento .Se aislo el producto mediante el protocolo de purificacién QIAquick
GEL (QIAGEN) que se describe a continuaciéon. Se peso6 la banda cortada se
colocd en un tubo de 1.5ml. Se agregaron 3 volumenes de solucibn QG con
respecto del peso de la muestra (solucion de solubilizacion) y se incub6 a 50°C
por 10 min hasta disolver la agarosa agitando con el vortex. Se agregé un volumen

de isopropanol a la muestra y la solucién se transfirié a una columna del kit la cual
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se centrifugd 1 min a 13,000 rpm. El liquido que pasé a través de la columna se
desechd y se agregdé 0.75 ml de buffer PE (solucion de lavado 5X) antes de
centrifugar 1 min a 13,000 rpm. Después se colocé la columna en un tubo limpio,
agregando 30 pl de buffer de elucion, se dejé incubando a 50°C para mejorar la
eficiencia de la eluciéon del ADN y posterior a ello, se centrifugé 1 min a 13,000

rpm.

5.4. Clonacion de productos de PCR.

Para la clonacién del promotor del gen D2092.1 en el vector pGEMT-EASY

se utilizé el protocolo indicado por la casa comercial (tabla 4).

Tabla 4. Reaccion de ligacion del promotor del gen D2092.1 en el vector
pGEMT-EASY.

Componente Volumen pl
2X buffer de ligacion rapido 10
Vector pGEMT-EASY 50 ng. 0.5
Producto de PCR 8.5
Ligasa (1U/pl) 1.0
H20 -
Volumen final 20

Se incubo a 4°C por 16 h y una vez pasado este tiempo se procedié a la

transformacién de bacterias competentes.
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5.5. Transformacion de bacterias competentes mediante choque térmico.

Se mezclaron 5 pul de la reaccion de ligacion (ADN-vector) en un vial de E.
coli (XL1 blue) competentes para transformacion para su incubacién por 30 min en
hielo tras la cual se dio un choque térmico a 42°C por 90 seg seguido por 2 min en
hielo. Se incub6 en 400 pl de medio LB por 2 h a 37°C a 550 rpm. Posteriormente
se sembraron 200 pl de las bacterias transformadas en cajas Petri con LB-agar
con ampicilina (50 pg/ml). Se incubaron por 16 h y se seleccionaron varias
colonias para su propagacion en tubos con 4 ml de medio liquido LB con
ampicilina. Se incubaron las bacterias por 16 h a 37°C con agitacion de 160 rpm y

se procedidé a hacer la extraccion de ADN plasmidico.

5.6. Extraccion de DNA plasmidico por lisis alcalina.

Las clonas obtenidas fueron procesadas para la obtencién del ADN plasmidico
mediante la técnica de lisis alcalina.Una vez que se cultivaron las clonas, se
tomaron 1.5 ml y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 min; el sobrenadante se
descarté y el boton obtenido se resuspendié en 200 pl de solucion 1 (Tris-Cl
25mM. pH 8.0, EDTA 10 mM, pH 8.0). Se agité en el vortex hasta disolucion
completa, después se agregaron 200 ul de la solucién 2 (NaOH 10 N y SDS 10%),
se mezclé suavemente por inversion, posteriormente se adicionaron 350 pl de
solucién 3 (60 ml de acetato de potasio 5M, 11.5 ml de acido acético concentrado,
28.5ml de agua), se agitdé nuevamente por inversion. Una vez obtenida la mezcla
se centrifugd a 13,000 rpm por 5 min. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo
nuevo y se le agregd lo equivalente a 1 vol de fenol, se agito utilizando el vortex y
se centrifugé a 13,000 rpm por 5 min. El sobrenadante obtenido se pas6 a otro
tubo nuevo para adicionarle 0.8 volumenes de isopropanol y después centrifugar a
13,000rpm por 5 min para obtener un precipitado. El sobrenadante resultante se
descarté y la pastilla obtenida se lavé con etanol al 70% frio y se centrifugd por 2
min a 13,000 rpm. Se removié el sobrenadante y el botén obtenido se sec6 en una

incubadora a 37°C por 10 min. Por ultimo el DNA fue resuspendido en 20 ul de
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H20. Para corroborar la extraccién del ADN plasmidico se analizaron 4 ul de cada
una de las muestras en geles de agarosa al 0.8 %. Posteriormente, se
caracterizaron las muestras con enzimas de restriccibn BamHI y Sall, para

seleccionar las clonas que fueran positivas con el fragmento clonado (Tabla 5).

Tabla 5. Reaccién de digestion de Ce. Proms. y pGEMT-EASY.

Componente Volumen pl
H20 7

ADN 1

Buffer 10X 1

Enzimas Sall (10 U/pl) 0.5

BamHI (10 U/ul) 0.5
Volumen final 10

Las reacciones de digestion se incubaron por 1 h a 37 °C y se analizo el

producto en un gel de agarosa al 0.8%.

Posterior a la caracterizacion con las enzimas de restriccidon se
secuenciaron varias clonas para corroborar la identidad del producto obtenido. La
secuenciacion se llevdo a cabo con el secuenciador ABI PRISM 310 Genetic
Analizer (unidad de Proteogendmica INB-UNAM). La secuenciacion se llevé a
cabo siguiendo las especificaciones del kit Big Dye sequencing V.2 basado en el
uso de terminadores dNTP’s marcados con fluorocromos: IRDye-800. Las
secuencias obtenidas se analizaron utilizando el algoritmo BLAST y el programa
TRANSFAC® 7.0 de Gene-Regulation.

19



PATRON DE EXPRESION Y DIVERSIDAD ESTRUCTURAL DEL GEN D2092.1 DE C. elegans José Luis Téllez Arreola

5.7. Subclonacion de los promotores en el plasmido pPD121.86.

Con la finalidad de utilizar un vector que permitiera probar la funcién de los
promotores del gen D2092.1, se introdujeron los fragmentos en el vector de
expresion pPD121.86 disefiado en el laboratorio del Dr. Andrew Fire. Como
caracteristicas especificas de este vector se encuentran las siguientes: presenta
un casete que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP) como reportero,
contiene tres intrones heterdlogos sintéticos (AaRd) flanqueando la region
codificante de GFP, los cuales dan mayor estabilidad a la expresion del reportero.

La estrategia de clonacion se ilustra en la (Figura 5).

Figura 5. Estrategia de subclonacién de los promotores del gen D2092.1
de C. elegans en el vector de expresién pPD121.86.
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Los fragmentos correspondientes a cada uno de los promotores,
flanqueados por los sitios de restriccion Sall y BamHI fueron ligados al
vector de expresion pPD121.86.

Tabla 6.Reaccidn de ligacion del promotor del gen D2092.1 y el vector
de expresion.

Componente Volumen pl
H20 5.5

Buffer 10X 1.5

ADN vector 1

ADN Inserto 6

Ligasa (1U/pl) 1

Volumen final 15

La ligacién se incubd por 16 h a temperatura ambiente (Tabla 6). El
producto de ligaciéon se utilizé para transformar bacterias competentes XL1-blue
mediante el protocolo anteriormente descrito, se extrajo ADN plasmidico, y las
clonas fueron caracterizadas mediante la digestion con la enzimas Sall y BamHI,
para liberar los fragmentos correspondientes a los promotores y al vector de

expresion (Tabla 5).

5.8.Microinyeccion

Se inyectaron 10 gusanos con los plasmidos que portan cada uno de los
promotores (pPD2092.1A:GFP y pPD2092.1B:GFP) a una concentracién de
50ng/ul. La inyeccién se realizé a nivel de los brazos anterior y posterior del
aparato reproductor de hermafroditas jovenes con un microinyector PV-820 marca
WPI. Ademas se utiliz6 como control de inyeccion el plasmido pPmyo-2:mCherry

(50ng/ul), el cual permite la expresion de la proteina rojo fluorescente en la faringe.
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5.9. Analisis del patron de expresiéon por microscopia confocal.

Para observar a los nematodos F1, se utilizd un microscopio confocal Zeiss
LSM780 DUO; 488nm para excitar GFP y 556nm para mCherry. Se analizaron 15

gusanos y se tomaron 50 planos 6pticos de 1.3 ym por animal, el analisis de
imagenes se realiz6 con el software Imagej1.47.
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6. Resultados

6.1. Extraccion de ADN genémico.

La integridad del DNA genbémico aislado fue analizada mediante

electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% (Figura 6).

Figura 6. Fotografia del gel de agarosa en el que se muestra la ADN gendémico
(flecha) aislado de C. elegans. MPM: marcador de peso molecular.

Se determiné la concentracién por espectrofotometria y el analisis arroj6

una concentracion de 49.8 ng/ul y 2.37 en el cociente 1260/280.

6.2. Amplificacion y clonacién de los promotores del gen D2092.1.

Una vez obtenido el ADN gendmico se realizé PCR donde se amplificaron
los fragmentos que corresponden a los promotores de gen D2092.1 de C. elegans.
Con un peso de 2 Kb (Figura 7), cada uno coincide con lo reportado en el la base
de datos http://www.worfdb.dfci.harvard.edu con numero de identificacion
D2092.1ay D2092.1b.
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Figura 7. Productos de PCR de los promotores del gen D2092.1a (a) y
D2092.1b (b).

Se obtuvieron diez clonas independientes, productos de la ligacién del
fragmento del promotor D2092.1a y tres clonas de la ligacion del promotor
D2092.1b en pGEM-Easy. Se analizaron los plasmidos obtenidos por medio de
electroforesis en gel de agarosa (Figura 8a) y se caracterizaron mediante cortes
con enzimas de restriccion BamHI y Sal | (Figura 8b), el mapa funcional y de

restriccion de estos plasmidos se representa en la Figura 8c.

Figura 8A. Clonas del promotor para isoforma D2092.1a (a) e isoforma
D2092.1b (b) en el vector pGEMT-EASY. MPM: marcador de peso
molecular; C: plasmido control.
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Figura 8B. Caracterizacion con las enzimas de restriccién Sall y BamHI
de las clonas de los promotor para las isoformas D2092.1a (a) e
isoforma D2092.1b (b) en el vector pGEMT-EASY.

Figura 8C. Mapas de restriccion de los plasmidos que portan D2092.1 a
y b en pGEMT-EASY.
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6.3. Subclonacion de los promotores del gen D2092.1 en el plasmido
pPD121.86

Una vez clonados los promotores, se procedié a subclonarlos en el vector
pPD121.86 mediante la estrategia ilustrada en la (Figura 5). Para ello se utilizd los
fragmentos del promotor y del vector de expresidén digeridos con las enzimas

BamHI y Sal (Figura 9). Los plasmidos obtenidos de la ligacién de los fragmentos
se muestran en la Figura 10.
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Figura 9.Geles de agarosa en donde se muestran los fragmentos que

corresponden a los promotores del gen D2092.1a y D2092.1b cortados con
las enzimas Sall y BamHI (b), vector de expresién pPD121.86 (b).
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Figura 10. Fotografia de la electroforesis en gel de agarosa en donde
muestran los plasmidos obtenidos de D2092.1a (a) y D2092.1b (b).
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6.4. Caracterizacion de las construcciones de los plasmidos D2092.1a y b.

Se analizaron varios plasmidos mediante cortes con las enzimas Sall y

BamHI y los resultados se muestran en la Figura 11 y los mapas de restriccidon de

estos plasmidos en la figura 12.
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Figura 11. Fotografia del gel de agarosa en donde se muestra la digestion de
las clonas para D2092.1a (a) y D2092.1b (b) con las enzimas Sall y BamHlI.

Figura 12. Mapa de los plasmidos pPD121.86::pD2092.1a y b.
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6.5. Patron de expresion de D2092.1a y D2092.1b.

Una vez microinyectadas las construcciones para las isoformas D2092.1ay.
D2092.1b, se inici6 la observacion de la F1. Se estima que el porcentaje de
nematodos que incorporaron el plasmido fue alrededor del 20%. El patrén de

expresion de cada una de las isoformas se analizé en adultos.

En lo que se refiere al patron de expresiéon de GFP acoplada al promotor de la
isoforma D2092.1a, se encontré localizada en tres neuronas adyacentes a la
faringe del nematodo. La localizacion observada del reportero corresponde a

neuronas presentes en el anillo nervioso (Figura 13).

Figura 13. Patron de expresién de D2092.1a::GFP y myo-2::mCherry. a).
Superposicion de las sefales donde se muestra la expresién de la
isoforma D2092.1a de la proteina en las neuronas adyacentes a la
faringe(flechas). b). Expresién de D2092.1a::GFP y myo-2::mCherry. Las
barras equivalen a 50um.
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A diferencia de la isoforma D2092.1a, la sefial de GFP de la isoforma D2092.1b se
situ6é alrededor de la faringe, estructura correspondiente a la posicion anatomica
gue tiene el anillo nervioso y su distribucion se extendioé en sentido caudal hasta la
porcion adyacente al ano. Este patron de expresion corresponde al cordon de

neuronas motoras ventrales (VNC) del gusano (Figura 14).

Figura 14. Patrén de expresion D2092.1b:GFP y myo-2:mCherry a).
Empalme de las sefiales donde se observa la localizacién de la isoforma
D2092.1b en verde en las neuronas ubicadas a nivel a la faringe y a las
correspondientes al VNC. b). Expresién de D2092.1b::GFP y myo-
2::mCherry. Las barras equivalen a 50um.
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7. Discusion

En el presente estudio se analizé el patron de expresion del gen reportero
GFP dirigido por dos promotores del gen D2092.1 de C. elegans. Este gen codifica
para dos proteinas MCTPs, cuya funcién aun no ha sido esclarecida. Las
observaciones indican que el promotor D2092.1a dirige la expresion del gen
reportero en tres neuronas adyacentes a la faringe, mientras que el D2092.1b lo

dirige en neuronas del ganglio ventral y el VNC.

Los analisis in silico de los promotores de D2092.1 indicaron que estos
tienen sitios de unidén para factores de transcripcion propios de los sistemas
nervioso y muscular del nematodo. Por lo que la hipétesis central de este proyecto
era que el gen reportero se expresa en cualquiera de estos dos sistemas. Como
se mostrd en la seccion de resultados los dos promotores dirigieron la expresion
del gen reportero en neuronas, y no se encontré evidencia de su expresién en
musculo. Estos resultados sugieren que la proteina MCTP2 debera expresarse en
los grupos de neuronas que se discutiran mas adelante, pero contrasta con los
hallazgos de la localizacion de esta proteina en mamiferos, la cual fue ubicada en
musculo, particularmente en el musculo cardiaco (Shin et al. 2005) y en D.

melanogaster, en donde se ubicd en células de origen glial (Tunstall et al. 2012).

Como se indicd, nuestros resultados revelan que existe una diferencia en
cuanto a la localizacion de la expresién dirigida por los promotores D2092.1a y
D2092.1b. Con respecto a la localizacibn de D2092.1a, nuestros hallazgos
muestran que las tres neuronas situadas adyacentes a la faringe podrian
corresponder a las siguientes identidades, la neurona mas posterior es muy similar
a la de la interneurona GABAérgica RIS, la cual, subyace ventralmente a nivel del
ganglio ventral y del lado derecho del animal adyacente al extremo posterior al
bulbo terminal de la faringe y cuyas funciones aun son desconocidas (Eastman,
Horvitz, & Jin, 1999; Hobert, Johnston, & Chang, 2002; Altun, 2005; Jorgensen,
2005; Schuske, Beg, & Jorgensen, 2004). En lo que corresponde a la segunda

neurona la localizacién de su soma en la porcion de transicion entre la parte
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posterior del bulbo terminal y el istmo de la faringe, es sugerente que pudiera
tratarse de la neurona polimodal (motoneurona/interneurona) de naturaleza
GABAérgica AVL, cuyo soma se encuentra situado en la region comprendida por
el ganglio ventral en el plano medio lateral con relacién al istmo de la faringe
(Mclntire et al. 1993; Eastman et al. 1999; Hobert et al. 2002; Jorgensen 2005). La
tercera neurona, pudiera corresponder a la neurona RMEV, esto debido a que
anatdmicamente la sefal que se observa de GFP a nivel de la porcién anterior y
en sentido ventral al istmo de la faringe, corresponde con la disposicion anatomica
del soma de esta motoneurona. La misma tiene como funcién principal inervara los
musculos de la cabeza y conformar parte del anillo nervioso que rodea la faringe
(Hobert et al., 2002; Altun, 2005). En conjunto los resultados de la expresion
dirigida por el promotor D2092.1a indican que su expresidn se encuentra
focalizada en motoneuronas e interneuronas situadas en el ganglio ventral, las
cuales presentan solo un soma y se situan de manera unilateral alrededor de la
faringe del nematodo (White et al. 1986). Por otra parte, referente a la expresion
dirigida por D2092.1b, los hallazgos revelan que esta isoforma esta ampliamente
distribuida en neuronas del ganglio anterior (AG), pasando por el anillo nervioso
(NR), el ganglio retrovesicular (RVG) y extendiéndose por todo el VNC hasta llegar
a la region donde se situa el ganglio preanal (PAG). El numero de células donde
se encontré la sefial del gen reportero fue consistentemente de 30 por animal y se
analizaron 15 animales generados de 3 inyecciones independientes. De acuerdo
con estos resultados existen varias posibilidades en cuanto a la identidad de las
células nerviosas en las que se encontrd la expresiéon. Por la ubicacion anatémica
de los somas que rodean a la faringe a nivel de la cabeza y tomando como
parametro el numero de celulas y la distribucién de estas en donde se encontrd
sefal del reportero, se sugiere que correspondan a las interneuronas AlA, AIB,
AlZ, AlY, las cuales tienen los somas ubicados en la porcién dorsal de la faringe
(White et al. 1986). Asi mismo, la deteccion de expresién a nivel del ganglio
ventral sugiere que las interneuronas podrian ser las AVA y AVB (White,
Southgate, Thomson, & Brenner, 1986; Altun, 2005). En cuanto al patrén de

expresidon en el VNC, los resultados sugieren que pueden corresponder a
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neuronas motoras del tipo AS, AVA AVG DA, DB, VA, VC y VD, las cuales se
encuentran localizadas a lo largo de todo el VNC hasta llegar al PAG. La ubicacion
anatémica de estas neuronas fue descrita por primera vez por (White et al. 1986)
utilizando microscopia electronica de transmision. En cuanto a su identidad
neuroquimica se han dividido en dos grandes grupos:1) las neuronas colinérgicas,
las cuales estan comprendidas por las del tipo DA, DB, VB, AS, DD, HSN, VC4/5,
AlY, VA, DA, VB, DB, IL1, RMD y PVQ que son neuronas motoras (Rand, 2007;
Altun, 2012) y cabe la posibilidad que sea en algunas de estas neuronas donde se
expresa D2092.1b.; 2) neuronas GABAérgicas del tipo DD, VD, RME RIS, AVL y
DVB, este grupo de neuronas se divide por su funcibn en motoneuronas e
interneuronas. El nimero de neuronas que forman a este circuito GABAérgico
incluye 26 células que van en sentido antero posterior del anillo nervioso hasta el
ano ( Altun, 2012; Eastman et al., 1999; Jorgensen, 2005; Schuske et al., 2004).
De acuerdo a la disposicién y el nimero de las células que expresan GFP,
pudiese ser que D2092.1b se sitie en el sistema GABAérgico del VNC del

nematodo.

Tomando en cuenta a las neuronas en la que se encontrd la expresion de
GFP, parece ser que estas pudieran estar implicadas en el control del movimiento
de C. elegans. Sin embargo, para poder identificar y describir con precision el tipo
de neuronas en la que se expresa el gen D2092.1, este estudio debera
complementarse con la co-expresion de marcadores de la identidad neuronal
(GABAérgica, colinérgica, etc) ademas del uso del reportero GFP soluble, de tal
manera que se logre observar la fluorescencia en toda la célula y no unicamente
en el nucleo. Esto es importante debido a que la anatomia de las neuronas y la
conexién de estas ya se ha caracterizado y se utiliza como patrén de identificacion

celular en C. elegans (White et al. 1986; Jorgensen 2005).
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8. Conclusiones

1.

Los promotores del gen D2092.1 dirigen la expresion del reportero a neuronas
del nematodo C. elegans. No se encontr6 evidencia de la expresién en
musculos.

El promotor D2092.1a dirigi6 la expresion en neuronas adyacentes a la faringe
del gusano.

El promotor D2092.1b dirigi6 la expresion en neuronas adyacentes a la faringe

y en células que comprenden el cordon nervioso ventral.
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