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RESUMEN

La distrofia muscular de cintura tipo 2 D (LGMD2D) es un desorden
progresivo causado por mutaciones en el gen de alfa sarcoglicano (Sgca). En el
ratén, el gen Sgca contiene dos promotores que regulan la expresion de dos
mRNAs diferentes (A y B), que codifican para la misma proteina que es
principalmente expresada en el musculo estriado adulto. Sin embargo, el patron de
expresion de este gen durante el desarrollo embrionario no ha sido explorado y la
regulacion del mismo por factores de transcripcidon miogénicos y cardiogénicos ha
sido parcialmente estudiada. En este trabajo reportamos que durante el desarrollo
embrionario, el mMRNA A y mRNA B del gen Sgca se expresan en musculos
hipaxiales, corazdén, estdmago, lengua y células mesenquimales que rodean la
porcion dorsal de las somitas; por otra parte, el mMRNA B fue exclusivamente
expresado en la notocorda, en la base del tubo neural y en los interdigitos de las
extremidades. In vitro, MyoD y miogenina regulan positivamente la transcripcion
del mRNA B durante la miogénesis esquelética, mientras que el mRNA A fue
activado solo por MyoD en el musculo esquelético diferenciado. En adicién, in
vivo; Gata-4 se une al promotor B en el tejido cardiaco y junto con Mef2c modulan
al promotor del mRNA B en fibroblastos 10T1/0. Por otro lado, Nkx2.5 y
miocardina pueden activar al promotor del mMRNA A. Asi, el patron de expresidon
del ambos mRNAs del gen de Sgca durante el desarrollo embrionario puede ser

explicado por la modulacion diferencial a la que estan sometidos sus promotores.
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ABSTRACT

Type 2D limb-girdle muscular dystrophy (LGM2D) is a progressive disorder
caused by mutations in the alpha sarcoglycan gene Sgca. In mice, the Sgca gene
contains two promoters that regulate the expression of two different mMRNAs (A and
B), which encode for the same protein that has been mainly observed in adult
striated muscle. However, their gene expression pattern during embryonic
development has not been explored and their regulation by myogenic and
cardiogenic transcription factors has been partially studied. During embryonic
development mMRNA A and B of Sgca gene were initially detected in hypaxial
muscles, heart, stomach, tongue and mesenchymal cells, which surround the
dorsal region of the somites; moreover, mMRNA B was exclusively expressed in the
floor plate and notochord and in the interdigits of limbs. /n vitro, MyoD and
myogenin regulated positively the transcription of mRNA B during skeletal
myogenesis, whereas mRNA A was activated only for MyoD in differentiated
skeletal muscle. In addition, Gata-4 together with Mef2c may regulate the
expression of mMRNA B in heart development, whereas Nkx2.5 and Myocardin may
activate expression of mRNA A in the differentiated cardiomyocyte. Thus
expression of both mRNA of Sgca gene during embryonic development may be
explained by differential regulation of both mRNAs by myogenic and cardiogenic

factors.

11
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1.- INTRODUCCION

1.1.- Complejo de proteinas sarcoglicano-sarcospan (SG-SSPN)

A partir del descubrimiento del gen que codifica para la proteina distrofina
(Koening et al., 1987), cuya deficiencia esta relacionada con la distrofia muscular
de tipo Duchenne/Becker, se han realizado diversos estudios bioquimicos que han
permitido identificar a un gran numero de glicoproteinas ligadas intimamente a la
proteina distrofina, formando el complejo denominado complejo de glicoproteinas
asociadas a distrofina (DGC, dystrophin glycoprotein complex) (Figura 1). Este
complejo multimérico se encuentra presente en diferentes tejidos como son
musculo esquelético, cardiaco y liso (Campbell et al., 1995; Yoshida et al., 1990;
Straub et al., 1999). Se ha propuesto que el DGC confiere estabilidad a la fibra
muscular y une la matriz extracelular con el citoesqueleto ofreciendo proteccién a
la fibra muscular durante el proceso de contraccion, ademas de participar en

procesos de sefalizacion (Ervasti et al., 1993; Yang et al., 1995; Ort et al., 2000).

De acuerdo a las caracteristicas bioquimicas, el DGC se subdivide en tres
subcomplejos; el primer subcomplejo ubicado a nivel subsarcolemal esta formado
por las proteinas distrofina, las sintrofinas a, B, y, la a- distrobrevina y la sintetasa
de oxido nitrico neural (nNNOS) (Kampbell et al., 1995; Hashida-Okumura et al.,
1999; Piluso et al., 2000). Tanto las sintrofinas como las distrobrevinas estan
unidas al extremo carboxilo terminal de la distrofina. El segundo subcomplejo del
DGC esta compuesto por a-distroglicano (a-DG) y g-distroglicano (B-DG). a-DG se

une a o-2-laminina en la matriz extracelular e interactua con B-DG que es una

12
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proteina transmembranal, 3-DG se une a la distrofina a nivel intracelular que a su

ves se une a los filamentos de actina (Durbeej et al., 2002).

LAMINA BASAL

MEMBRANA

— e

A A b b A b b b b b el b bl bl M bl o i b bl b bl b L b L, T A B e e e R S

Distrofina

Sintrofinasstrobrevinas/nNOS

0 CITOPLASMA

Figura 1. Complejo de Glicoproteinas Asociado a Distrofina (DGC). El DGC forma un
puente molecular entre la matriz extracelular y el citoesqueleto. Confiere estabilidad a la
membrana de la fibra muscular durante los procesos de contraccion, y la defienciencia de
alguna proteina miembro del DGC genera distrofias musculares. El complejo esta
constituido por a2 laminina; a y p distroglicanos; a, B, vy, 6 sarcoglicanos y la proteina
sarcospan (SPN); la proteina distrofina; sintrofinas, distrobrevinas y la sintasa de éxido
nitrico neural.

El tercer subcomplejo denominado sarcoglicano-sarcospan (SG-SSPN) esta
constituido por un grupo de proteinas transmembranales llamadas sarcoglicanos
(SG’s) a-le-, p-, v-, O-, ¢- y la proteina sarcospan. Se ha observado que
mutaciones en los genes que codifican para estos SG’s, especificamente a-, -, y-
y 8-SG, generan distrofias musculares autosémicas recesivas denominadas
sarcoglicanopatias que en ocasiones se acompafian de afecciones cardiacas
(Piluso et al., 2000). En estas patologias la ausencia de alguno de estos SG’s

desestabiliza el complejo y genera la reduccion o pérdida secundaria de los otros

13
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SG’s y de sarcospan (Mizuno et al., 1995; Ozawa et al., 1998; Coral-Vazquez et
al.,, 1999) (Figura 2). Ademas de esto, se observo, en modelos animales, que la
sobreexpresidon de y-SG genera un dafio a la fibra muscular muy similar al
presentado cuando la misma proteina se encuentra deficiente (Zhu et al., 2001),
esto sugiere que tanto la activacion como la regulacién negativa de estos genes
juegan un papel importante en la funcion celular. Debido a esto, se sugiere que la
expresion de los genes SG’s estd sometida a procesos transcripcionales

altamente regulados.

Raton Humano

Figura 2. Deficiencia de a-sarcoglicano (a-SG). Inmunohistoquimicas que muestran la
deficiencia secundaria de 3, y y 8 sarcoglicano en la membrana de la fibra muscular por
ausencia primaria de a-SG en paciente (P) humano (panel de la derecha) y en el modelo
murino knock out (K.O.) del gen Sgca (panel de la izquierda). Modificado de Duclos F, et
al., 1998 y Roque-Ramirez B. 2006 (Tesis lic. UNAM).
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En musculo estriado se han descrito dos complejos SG-SSPN; uno formado
por a-, B-, -y 8-SG, y otro por ¢-, -, y- y 8-SG. Ambos complejos pueden coexistir
en el mismo tejido (Duclos et al., 1998); no obstante, el complejo que contiene e-
SG es el unico descrito en musculo liso (Ling et al., 1999; Matthew et al., 2004), lo
cual indica que la expresion de la proteina a-SG es especifica del musculo
estriado. Adicionalmente, se ha observado que pacientes con mutaciones en el
gen de Sgca y ratones nulos para la esta proteina rara vez presentan dafo al
corazon (Piccolo et al., 1995). La ausencia de afeccion cardiaca puede explicarse
en parte por presencia del complejo alterno que contiene a la proteina ¢-SG que
es homologa a a-SG en un 62% (Hack et al., 2000). En este sentido, el raton doble
mutante para a-SG y &-SG desarrolla distrofia muscular y cardiopatia dilatada
(Lancioni et al., 2011). Ademas de esto, se ha reportado que la ausencia de a-SG
en células precursoras miogénicas (MPC) genera la deslocalizaciéon de la
membrana celular del FGFR1 disminuyendo la proliferacion celular v,
consecuentemente, el compromiso miogénico de estas células (Cassano et al.,

2011).

Por otro lado, la proteina a-SG es altamente conservada entre especies,
dos sitios consenso para glicosilacién y dominios extracelulares ricos en cisteina
se conservan en raton, humano, hamster y conejo (Liu et al., 1997).
Adicionalmente, se le han identificado en su dominio extracelular secuencias
consenso similares a secuencias presentes en ecto-ATPasas y existen evidencias
que confirman su funcionalidad. Asi mismo, se ha propuesto que a-SG participa

en el control de la concentracion de ATP en la superficie celular; por lo mismo, la
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ausencia de ésta proteina en el sarcolema puede causar el incremento de ATP en
la superficie de la fibra muscular provocando aumento en la concentracion de Ca*?
intracelular y en consecuencia la muerte de la fibra muscular, contribuyendo asi,
con la fisiopatologia de la sarcoglicanopatias provocada por la deficiencia de a-SG

(Betto et al., 1999; Sandona et al., 2004).

1.2.- Regulacioén transcripcional del gen Sgca

La expresion tejido especifico del gen Sgca y su participacion en la
fisiologia del musculo estriado, incrementa la importancia de los mecanismos de
regulacion de este gen. En este sentido, Wakabayashi-Takai et al. (2001)
describieron la presencia de dos promotores en la regidon 5” del gen Sgca de ratén
(Figura 3). Uno de estos promotores (Promotor B, ubicado rio abajo del exén 1) es
activado durante la diferenciacion de células precursoras miogénicas a miotubos,
por otro lado, el otro promotor (Promotor A, ubicado rio arriba del exén 1) mostré
una discreta activacion en este mismo proceso de diferenciaciéon. Ademas de esto,
estudios realizados por nuestro grupo de trabajo con el promotor B durante la
diferenciacion de células C2C12, muestran que este promotor contiene secuencias
de modulacion positivas y negativas; en este sentido, nosotros reportamos que los
factores de transcripcion NFI-C2 y NFI-X2 modulan negativamente la actividad del
promotor B del gen Sgca en células C2C12 no diferenciadas (Mioblastos)
(Delgado-Olguin et al., 2004). Aunado a esto, se observdé que la actividad
transcripcional de este promotor es fuertemente modulada por elementos distales

que contienen secuencias E-box que ejercen una influencia negativa sobre el
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potencial de activacion del factor transcripcional MyoD en la region core del
promotor B (Delgado-Olguin et al., 2008). Aunado a lo anterior, nuestro grupo
también mostr6 que el factor de transcripcion Sox9 inhibe la actividad
transcripcional del promotor B en mioblastos de células C2C12, efecto que es
incrementado por Smad3 de manera dependiente de TGF-f (Hernandez-
Hernandez et al., 2009). Por otro lado, Delgado-Olguin et al (2006) mostraron que
MyoD incrementa la actividad transcripcional del promotor B durante la
diferenciacion de células C2C12. Todos estos estudios muestran la importancia de
la regulacién del gen Sgca por la actividad del promotor B durante la diferenciacion
de células C2C12. En contraste, parece ser que la influencia del promotor A sobre
la regulacion del gen Sgca durante proceso de diferenciacion miogénica es muy

leve (Wakabayashi-Takai et al., 2001).

Gen Sgca I mRNA A
ATG
5 E2 E3 E4 el  Eslemy/ 3
PA pBL. 1 mRNA B

Figura 3. Localizacion del promotor A (pA) y promotor B (pB) del gen Sgca. El pA se
localiza rio arriba del exén 1 mientras que el pB se ubica rio debajo del mismo exén. Cada
promotor induce la transcripcion de un mRNA (A y B) que contienen el mismo inicio de la
traduccion, en consecuencia ambos mRNA’s codifican para la misma proteina.

La proteina a-SG se expresa exclusivamente en el musculo cardiaco y
musculo esquelético adulto; por lo tanto, es posible que ambos promotores
modulen la expresion del gen Sgca de manera diferente en estos tejidos e incluso

desde etapas tempranas del desarrollo embrionario.

17



Bladimir Roque Ramirez

1.3.- Desarrollo embrionario del musculo esquelético

En vertebrados, el musculo esquelético se deriva de células progenitoras
miogénicas originadas del dermomiotomo epitelial que a su ves se delamina para
dar origen al miotomo. El miotomo medio da origen a los musculos internos del
tronco, mientras que el miotomo y dermomiotomo lateral migran para generar los
musculos hipoaxiales que incluyen; musculos intercostales, abdominales,
superficiales del tronco, diafragma, lengua y de las extremidades (Ordahl et al.,

1992) (Figura 4).

"\ Epiaxial

__',——""__ o ARV ) )
Dermomiotomo $ * - * 1
Y N

N/ <

\ "~ Notocorda

Tubo neural

. : o .. Esclerotomo
Hipoaxial iy
L7

fl' Ay Miotomo

| 3y

| Migracién
(Pax3) :

MvEs Pax3 Pax3
(Mrf4)
Pax3/Pax7 Pax3/Pax7
Miotomo Musculos del Musculos de Células satélites Células satélites
temprano tranco extremidades en el musculo de en el musculo
embrionario embrionarias las extremidades del tronco

Figura 4. Origen embrionario del musculo esquelético. Los factores de transcripcion
Pax7 y Pax3 modulan la migracién de las células precursoras miogénicas (CPM). Los
musculos del tronco y de las extremidades asi como las CPM residentes en esos
musculos migran desde el miotomo y dermomiotomo hipoaxial. En tanto que las CPM
residentes del tronco migran del miotomo medio. Modificado de Buckingham 2009.
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Por otro lado, marcadores de especificacidn miogénica como los factores de
transcripcion Myf5, MyoD, miogenina y Myf6 (MRF4) juegan un papel muy
importante en el desarrollo del musculo esquelético. La funcidon de estos factores
de regulacion miogénica (MRFs) esta ampliamente estudiada. Se ha descrito que
ratones deficientes de Myf5 o MyoD presentan un desarrollo normal del musculo
(Braun et al., 1992; Rudnicki et al., 1992), mientras que el raton doble mutante
Myf5-MyoD presenta ausencia total de células miogénicas (Rudnicki et al., 1993).
Lo anterior indica que Myf5 y MyoD tienen una funcién redundante en el programa
miogénico. Adicionalmente, se ha descrito que Six1, Six4, Eya1, Eya2, Pax3 y
Pax7 entre otros, modulan la cascada de sefalizacion rio arriba de los MRFs,
teniendo una funcion muy importante en el proceso de especificacibn miogénica
que incluyen delaminaciéon del dermomiotomo, migracién, proliferacién vy
diferenciacion del musculo (Kassar-Duchossy et al., 2005; Grifone et al., 2005;

Grifone et al., 2007) (Figura 5).

Myogenesis

Figura 5. Vias de senalizacién miogenica. En el tejido hipoaxial embrionario, los
factores de transcripcion Six 1 y 4; Eya 1 y 2; Pax3 y los reguladores maestros
miogénicos MyoD, Myf5 y Myf6, son capaces de inducir la diferenciacion del musculo
esquelético. Proteinas Wnt desde el tubo neural y Sonic Hedgehog (Shh) desde la
notocorda modulan rio arriba esta cascada de sefializacion. Tomado de Bryson-
Richardson and Currie 2008.
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Durante el desarrollo del musculo esquelético en el ratéon, se pueden
distinguir dos oleadas secuenciales de formacion de fibras musculares (fusion de
mioblastos); una denominada embrionaria 0 miogénesis primaria que es necesaria
para establecer el patron basico de los musculos y que se lleva acabo entre el
estadio E10.5 y E13.5, y una miogénesis fetal o miogénesis secundaria
caracterizada por el crecimiento y maduracion de los esbozos musculares asi
como también por el inicio de la inervacidn muscular. Esta segunda oleada
miogénica se presenta entre el estadio E13.5 y E17.5 (Kelly and Zacks, 1969;

Rossi and Messina 2014) (Figura 6).

Dermomiotomo

\ Pax3‘Pax7
w derived Pax7 *

—~

Mioblastos embrionarios Células satélites

» @ — ‘ —_—
Diferenciacién @

Fibras nuevas Fibras nuevas Regeneracién
9 10.5 135 Nacimiento
= : | — -
Miogenesis primaria Miogenesis secundaria Miogenesis pos-natal

Dias de desarrollo embrionario en el ratén (E)

Figura 6. Linaje miogénico y oleadas de diferenciacién. Las CPM que migran del
dermomiotomo hipoaxial (Pax3'/Pax7’) experimentan dos oleadas consecutivas de
diferenciacion durante el desarrollo embrionario teniendo como resultado la formacién de
fibras musculares nuevas. La primer oleada mediada por los mioblastos embrionarios
inicia en E10.5 (A), y la segunda oleada mediada por los mioblastos fetales comienza
alrededor de E13.5 (B). Después del nacimiento, la regeneracién muscular esta mediada
por las células satélites presentes en la periferia de las fibras musculares (C). Modificado
de Rossi and Messina 2014.
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En este sentido, ratones deficientes de miogenina o doble mutantes para
MyoD-Myf6 desarrollan una severa hipoplasia resultado de defectos en la
miogénesis secundaria lo que sugiere la existencia de diferentes poblaciones
miogénicas dependientes de miogenina o de MyoD y Myf6, proteinas necesarias
para llevar a cabo una diferenciacion normal de musculo esquelético (Hasty et al.,
1993; Nabeshima et al., 1993; Venuti et al., 1995; Rawlset al., 1998; Valdez et al.,
2000). Las fibras musculares que suelen dafarse después del nacimiento, son
regeneradas por ceélulas satélites que se encuentran en la periferia de las fibras
musculares, la fusién de estas células satélites a las fibras dafiadas también esta
regulada por los MRFs y los factores de transcripcion antes mencionados, Pax7 y
Pax3.

La adecuada diferenciacién del musculo esquelético implica la expresion de
los todos los genes involucrados en la maduracién del mismo, esto conlleva la
expresion de genes que participan en vias de sefalizacion temprana y en
procesos propios de la contraccion muscular, en los que participa a-SG. La
expresion en musculo esquelético de a-SG sugiere que el gen Sgca esta sometido
a finos mecanismos de regulacién transcripcional, en este caso por los MRFs. En
este sentido, un analisis in silico (Matinspector: www. genomatix.de/) muestra la
existencia de potenciales sitios de union a MRFs denominados E-box (CANNTG)

sobre ambas secuencias promotoras (A y B) del gen Sgca (Figura 7).
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Figura 7. Sitios de uniéon a MRFs sobre el promotor A y promotor B del gen Sgca. El
analisis por computadora sugiere una alta densidad de sitios E-box (CANNTG) sobre
ambos promotores. Los MRFs (MyoD, miogenina, Myf5 y Myf6) pueden regular la
actividad transcripcional en el musculo esquelético a través de estas secuencias
consenso.

La alta densidad de E-box sobre los promotores del gen Sgca sugieren una
actividad transcripcional positiva en el musculo esquelético desde etapas
tempranas del desarrollo embrionario, momento en el cual ocurren el compromiso
miogénico de los nichos celulares que en etapa adulta participan en la reparacion

de las fibras, como sucede en las distrofias musculares.

1.4.- Desarrollo embrionario del corazon

Hoy en dia, las sefales que rigen el destino celular cardiogénico, la
diferenciacion cardiaca y la morfogénesis cardiaca siguen siendo muy estudiadas.
Muchas enfermedades que aquejan a la poblacion infantil y adulta estan
asociadas a fallas de este 6rgano multiestructural, el corazén. Las malformaciones
congeénitas del corazéon son el defecto de nacimiento mas comun en humanos y
se presenta en aproximadamente el 1% de la poblacién mundial (Hoffman and

Kaplan, 2002). En este sentido, conocer las vias que regulan la cardiogénesis

22



Bladimir Roque Ramirez

desde estadios tempranos del desarrollo permite plantear nuevas estrategias para
el tratamiento de enfermedades cardiacas. Por lo anterior, ha surgido una vision
molecular que permite explicar los procesos celulares que desembocan en un

corazon morfologicamente maduro (Buckingham et al., 2005).

Las diferentes estructuras de un corazén morfolégicamente maduro se
originan de distintos campos cardiogénicos. El primer campo cardiogénico (FHF)
esta ampliamente estudiado, en el raton aparece en estadio E7.5 (15 dias de
gestacion en humano) y forma una estructura denominada creciente cardiaca, que
alrededor del estadio E8 (20 dias en humano) se fusiona en su porcion media para
formar el tubo cardiaco primitivo constituido por una capa interna de células
endocardicas y una externa de células miocardicas que se comunican entre si
(Buckingham et al., 2005) (Figura 8). Estudios de linaje celular indican que este
FHF sirve como andamiaje sobre el cual migra un segundo campo cardiogénico
(SHF) que contribuye a formar los esbozos de las futuras cavernas cardiacas
(Figura 8). Este segundo campo cardiogénico se identifica por la expresion del
factor de transcripcion Isl1 (Cai et al.,, 2003). En este sentido, muchos factores
transcripcionales que se expresan en el FHF también se expresan en el SHF

(Zeisberg et al., 2005).
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SHF
Etapa: Creciente cardiaca Tubo cardiaco Asa cardiaca Formacién de cavernas

(looping) cardiacas
(Cuatro camaras)

E7.5 E8 E9 E10

Dias de desarrollo embrionario en el ratén (E)

Figura 8. Desarrollo cardiaco embrionario. En etapa decreciente cardiaca (E7.5) dos
poblaciones celulares pueden distinguirse: el primer campo cardiogénico (FHF) y el
segundo campo cardiogénico (SHF). Ambas poblaciones celulares se fusionan en E8 para
dar origen a tubo cardiaco que posteriormente iniciara un proceso de torsién (E9) que
culminara con los esbozos de las cuatro camaras cardiacas (E10). Ventriculo derecho
(rv); ventriculo izquierdo (lv); auricula derecha (ra); auricula izquierda (la); tracto de salida
(ot); seno venoso (sv). Modificado de Bruneau 2010.

Desde estadios tempranos del desarrollo embrionario, un amplio grupo de
factores de transcripcion dirigen el destino celular cardiogénico y la subsecuente
morfogénesis cardiaca, tales como: Nkx2.5, Gata4, Mef2c, Tbx5, entre otros,
(Srivastava, 2006) (Figura 9). En este sentido, se sabe que la deficiencia de
Nkx2.5 es letal para los embriones murinos en estadio de E9.5 evidenciando la
importancia de este factor de transcripcion en etapas tempranas de la
cardiogénesis (Lyons et al., 1995; Tanaka et al., 1999). Por otro lado, la deficiencia
de Gata4 causa defectos en la septacion atrial y ventricular (Garg et al., 2003). Del
mismo modo, modelos murinos deficientes del factor transcripcional Tbx5 muestra
carencia de miocitos atriales sugiriendo un rol crucial de este factor de
transcripcion en el destino celular de la SHF (Bruneau et al., 2001).

Adicionalmente, Nkx2.5, Gata4 y Tbx5 interactuan para formar complejos
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transcripcionales que regulan la expresion de genes cardiogénicos, la disrupcion
de este complejo conlleva defectos en la septacién cardiaca atrial y ventricular
(Garg et al., 2003). Otros factores de transcripcion con miocardina, Mef2c y la
proteina nucleadora Baf60c interactuan con los factores de transcripcion antes
mencionadas para modular la expresion génica en el tejido cardiaco conformando
asi una red transcripcional que modula la morfogénesis cardiaca en estadio

embrionario (Bruneau et al., 2010).

Figura 9. Regulacién transcripcional regién-especifica durante la morfogénesis
cardiaca (E9). Factores de transcripcion como Gata4, Nkx2.5, Tbx-5 y Mef2c interactiuan
en diferentes zonas del corazén embrionario para dirigir la morfogénesis del corazén. La
deficiencia de alguno de estos factores de transcripcion altera las vias de sefalizacién
que conllevan a un corazén morfolégicamente maduro. Nkx2.5, Gata4 y Tbx-5 pueden
interactuar en la regién ventricular y en el tabique interatrial e interventricular; Nkx2.5 y
Mef2c pueden interactuar en las estructuras originadas del segundo campo cardiogénico,
mientras que Tbx-5 regula principalmente la morfogénesis atrial. Por su parte Nkx2.5
actua en casi todas las estructuras cardiacas incluyendo el seno venoso. FHF: Primer
campo cardiogénico; SHF: Segundo campo cardiogénico. Modificado de Srivastava 2006.
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El analisis de las secuencias promotoras del gen Sgca muestran
potenciales sitios de union a factores transcripcionales cardiogénicos (Figura 10),
esto aunado al hecho de que la proteina a-SG se expresa en el tejido cardiaco
adulto, sugiere que estos factores de especificacién cardiogénica puedan estar

modulando la expresion del gen Sgca en etadios tempranos del desarrollo

cardiaco.
Promotor A

3113 pb %
Promotor B

2605 pb %

+ Nkx2.5 + Mef2c <% Tbx-5 % Gatad

Figura 10. Potenciales sitios de union a factores de transiciéon cardiogénicos. El
andlisis de las secuencias promotoras del gen Sgca indica que ambos promotores (A y B)
presentan secuencias de unién a Nkx2.5, Mef2c y Gata4 en diferente cantidad. Solo el
promotor A muestra un sitio de unién a Tbx-5.

Con base en los antecedentes mencionados, en este trabajo nos
enfocamos en determinar el patrén de expresion del mMRNA A y mRNA B del gen
Sgca durante el desarrollo embrionario del ratén. Asi mismo, mediante ensayos de
transfeccion en modelos celulares, evaluamos Ila capacidad moduladora de
factores de transcripcion especificos de musculo esquelético y musculo cardiaco

sobre la activad del promotor A y promotor B del gen Sgca de raton.
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2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Clinicamente, las distrofias musculares se clasifican de acuerdo al grupo
muscular afectado. La deficiencia de proteinas miembro del sub-complejo
sarcoglicano genera sarcoglicanopatias denominadas distrofias musculares de
cintura (LGMD) que afectan basicamente los musculos de la cintura escapular y
cintura pélvica, y en ocasiones al tejido cardiaco. El deterioro muscular en esta
patologia se debe al reemplazo del musculo por tejido conectivo y adiposo. La
edad de inicio de las manifestaciones clinicas es variable y se desconoce la razén
de ello. En un esfuerzo por entender la fisiopatologia de la distrofia muscular
generada por la ausencia de la proteina a-SG (LGMD2D), en este trabajo
analizamos la regulacion transcripcional del gen Sgca durante el desarrollo
embrionario del musculo esquelético y cardiaco. Conocer dichos mecanismos en
el contexto espacio-tiempo permitira sentar bases moleculares que coadyuven a
futuras terapias génicas enfocadas al tratamiento de las distrofias musculares de

tipo LGMD2D.
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3.- HIPOTESIS

El gen Sgca de raton se expresa desde estadios tempranos del desarrollo
embrionario en tejido precursor del musculo estriado, asi mismo, existe una
modulacién diferencial del promotor A y promotor B del gen Sgca mediada por

factores de transcripcion musculo esquelético y musculo cardiaco especificos.
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4.- OBJETIVO GENERAL

Conocer el patron de expresion del mMRNA A y mRNA B del gen Sgca durante el
desarrollo embrionario murino, asi como los factores de transcripcion implicados

en su regulacion transcripcional.

Objetivos particulares

* Analizar los niveles de expresion del gen Sgca durante el desarrollo

embrionario del raton.

* Determinar el patron de expresion del mMRNA A y mRNA B del gen Sgca

durante el desarrollo embrionario murino.

* Analizar el efecto de factores de transcripcion MyoD, miogenina y Sox9
sobre la actividad del promotor A y promotor B del gen Sgca durante la

miogénesis de células C2C12.

* Evaluar el efecto de los factores de transcripcion cardiogénicos Nkx2.5,
Gatad4, Mef2c, Tbx-5, Baf60Oc y miocardina sobre la actividad del
promotor A y promotor B del gen Sgca en fibroblastos embrionarios

10T1/2.
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5.- MATERIAL Y METODOS

5.1.- Animales

Los procedimientos realizados en los animales cumplieron los
requerimientos que en la materia determinan la NOM-062-Z00-1999
ESPECIFICACIONES TECNICAS PARA LA PRODUCCION, CUIDADO Y USO
DE LOS ANIMALESDE LABORATORIO, SAGARPA; y la GUIA PARA EL
CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO, National Research

Council:

El disefio y realizacion de los procedimientos con base en su relevancia

para la salud humana y animal, el avance del conocimiento y el bien de la

sociedad.
. El uso de las especies, calidad y numero apropiados de animales.
. El evitar o reducir al minimo la incomodidad, estrés y dolor, siempre y

cuando sea compatible con una buena ciencia.

. El uso apropiado de sedacion, analgesia y anestesia.
. El establecimiento de metas y objetivos en el experimento.
. Brindar un manejo apropiado a los animales, dirigido y realizado por

personas calificadas.

. La conduccion de experimentos en animales vivos sélo por, o bajo la,

estricta supervision de personas calificadas y con experiencia.
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Todos los residuos biolégicos derivados del estudio se manejaran de
acuerdo a la norma NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud

ambiental - Residuos peligrosos biolégico-infecciosos.

Todos los experimentos se realizaron en embriones y especimenes adultos
de raton de la cepa CD1 proporcionados por el bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM y el bioterio de la Escuela Superior de
Medicina del IPN. Se obtuvieron embriones de 9.25 dias poscoito (E9.25), E10.5,

E12, E13, E14 E15.5, E17 y E18.5.

5.2.- Extraccion de RNA y ensayos de RT-PCR

Para extraccion del RNA total de tejidos embrionarios (Corazén y musculo
esquelético de E9.25, E10.5, E12, E14 E15.5, E17 y E18.5.), adulto y cultivos
celulares (linea celular C2C12 y cultivo primario de células satélites), se utilizd
TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) acorde a las especificaciones del proveedor.
Después de la extraccion, se generd cDNA partiendo de 3ug de RNA total usando
el Kit first-strand synthesis (Invitrogen) que contienen la enzima transcriptasa
reversa. Por RT-PCR se analizo la expresion de los genes Sgca (mMRNA Ay
mRNA A+B), MyoD, myogenina, Sox9, Pax7 y Pax3 para los cuales se utilizaron
los primers mostrados en la tabla 1. La mezcla de reaccion para cada PCR se
llevé a cabo en un volumen final de 25ul usando el FastStart High Fidelity PCR
System . Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: Un periodo de

pre-incubacion a 95 °C por 3 min seguido por 34 ciclos, cada ciclo consistié en un
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periodo de 30 seg de desnaturalizacién a 95 °C seguidos por un tiempo de
alineamiento de los primers de 30 seg a 65 °C y un periodo de extension de 30

seg a 72 °C. Por ultimo un periodo de extension final de 7 min a 72 °C.

Los ensayos de qRT-PCR se realizaron en un LightCycler 480 |l Real-Time
PCR System (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) y se utilizé SYBR Green-
based (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) para detectar la amplificacion del
cDNA. En este caso las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: pre-
incubacion de 5 min a 95 °C seguido de 40 ciclos; cada ciclo consistié de 10 seg
de desnaturalizacion a 95 °C, 10 seg de alineamiento a 72 °C y 15 seg de
extension a 72 °C; y una extension final de 7 min a 72 °C. En todos los casos para

normalizar los valores de la RT-PCR se amplificé el gen de Gapdh.

5.3.- Generacion de ribosondas e hibridacion in situ

Las ribosondas fueron generadas por clonacion de dos fragmentos del cDNA
del gen de Sgca en el plasmido pGEM-T Easy Vector Systems (Promega,
Madison, WI) utilizando los primers a-173 F/R y a-447 F/R (Tabla 1). Después de
secuenciar y verificar la orientacion de los fragmentos clonados, el plasmido fue
cortado con las enzimas Nco | o Pst | (New England Biolabs, Ipswich, MA) con una
consecuente transcripcion in vitro para obtener la ribosonda antisentido y sentido.
Las ribosondas fueron generadas en presencia de digoxigenin-UTP (Roche
Applied Science, Indianapolis, IN) usando las enzimas T7 or SP6 RNA polymerase

(Invitrogen). Después de la trascripcion las ribosondas fueron precipitados con
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etanol usando tRNA de levadura (Invitrogen) como acarreador.

Para la deteccion de los mMRNA’s del gen de a-SG se usaron dos ribosondas,
la primera; a-SG-173 hibrida con el exdn 1 del mRNA A que lo identifica
exclusivamente, y la ribosonda a-SG-447 que hibrida desde el exén 2 hasta el
exén 6 de ambos mRNA’s (A y B). Esta ultima ribosonda, al hibridar con ambos
MRNA’s, puede darnos informacion exclusiva del mRNA B solo cuando no se
observa sefal con la ribosonda a-SG-173. Las hibridaciones in situ en cuerpo
completo fueron realizadas en embriones (E9.25, E10.5, E12 y E13), asi como
también en corazones y extremidades fetales (E15.5, E17 y E18.5) usando
ribosonda antisentido y sentido en todos los experimentos con modificaciones
menores del protocolo mostrado por Chimal-Monroy y cols., 2002. Brevemente:
Los embriones y el tejido fetal fueron fijados toda la noche con paraformaldehido al
4% preparado en fresco. Después de este periodo de fijacion los especimenes
fueron deshidratados en metanol:PBT (PBS al 0.1% de Tween-20) a diferentes
proporciones del alcohol (25%, 50%, 75% y 100%). Al final de la deshidratacion
los especimenes fueron guardados a -20 °C hasta su uso. Después de la
deshidratacion y preparacion de la ribosonda, los especimenes se rehidrataron en
concentraciones seriadas de metanol:PBT (75%, 50%, 25% y PBT) para su
posterior tratamiento con proteinasa K (35 ug/mL). Los tiempos de incubacion con
proteinasa K fueron los siguientes: 10 min a 0 °C, seguidos por 20 min a 10 °C, y
finalmente, dependiendo de la etapa de desarrollo del especimen, un periodo de
20 a 40 min a 15 °C. La hibridacién con la ribosonda fue hecha a 65 °C mientras

que los lavados de la misma se realizaron a at 68 °C. La sefial de la hibridacion
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fué visualizada con el sustrato de la fosfatasa alcalina BM purple (Roche). El
tiempo de revelado de la sefal fue desde 4 horas para los embriones mas
pequefios, hasta 7 dias para algunos tejidos fetales. Después de fotografiar los
especimenes, éstos fueron cortados en vibratomo a 70 um para observar con
mejor detalle la estructura embrionaria en donde se localizo la sefial de la
ribosonda.

Para las hibridaciones in situ hechas en corte, después de la deshidratacion
de los especimenes con methanol:PBT, corazones y extremidades embrionarias
fueron embebidas en parafina. Posteriormente con el uso del microtomo se
realizaron cortes de 10um en los cuales se hibridé las ribosonda antisentido y
sentido toda la noche a 65 °C. Después de los lavados de la ribosonda (65 °C), los
cortes fueron incubados con anticuerpo anti-DIG acoplado a fosfatasa alcalina y

revelados con sustrato BM purple.

5.4.- Cultivos celulares

5.4.1.- Cultivo primario de células satélites

La obtencion de células precursoras miogénicas de musculo esquelético se
realiz6 como previamente describe Gharaibeh y cols., (2008) con modificaciones
menores. Brevemente; el musculo esquelético se obtuvo de las extremidades
superiores e inferiores de ratones de entre 14 y 20 dias de edad. Las células
fueron extraidas por una serie de disociaciones enzimaticas a 37°C en agitacion;

0.2% de collagenasa tipo Il (Invitrogen) fpor 1 h, 2.4 u/ml de dispasa (Invitrogen)
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por 45 min, y 0.1% de trypsina-EDTA (Invitrogen) por 30 min. Después de la
disociacion enzimatica, el producto de la digestion enzimatica fue pasado por una
malla de 40um para separar las células satélites del resto del tejido muscular. Las
células obtenidas se resuspendieron en medio de proliferacion (DMEM/F10
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (FBS) (Invitrogen), 10% de suero
de caballo (SH) (Invitrogen), 0.5% de extracto de embrion de pollo (EEC) (US
Biologica), y 1% de Penicilina-streptomicina (Invitrogen)). Posteriormente la
suspension celular fue sembrada en cajas tratadas con colagena para favorecer
su adhesion. El enriquecimiento de la poblacibn miogénica se realiz6 por
resiembra como lo indica Lu y cols. 2008, usando la velocidad de adhesion de las
células satélites como factor principal de separacién. Para inducir la diferenciacion
de estas células miogénicas, se cambio el medio de crecimiento por medio de
diferenciacion (DMEM suplementado con 5% de SFB y 1% de penicilina-

streptomicina) durante 6 dias.

5.4.2.- Cultivo de células C2C12 y fibroblastos 10T1/2

Las lineas celulares C2C12 y 10T1/2 son derivadas de raton y adquiridas en
ATCC (No. 1772 y 226 respectivamente). Ambas lineas celulares fueron
mantenidas en proliferacion en medio DMEM suplementado con 10% FBS y 1%
de penicilina-streptomicina (Invitrogen). Para inducir la diferenciacién de las
células C2C12 se cambio el medio de crecimiento por medio de diferenciacion
(DMEM suplementado con 1% de suero de caballo y 1% de penicilina-

streptomicina) por 6 dias (Miotubos de dia 6 = MT6). Todos los cultivos celulares
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fueron incubados a 37°C en presencia de CO; al 5%.

5.5.- Inmunofluorescencia

Mediante una inmunofluorescencia indirecta se observo la capacidad de de
las células satélites para generar miofibras diferenciadas. El cultivo de células
satélites se indujo a difereciacion durante seis dias, posteriormente, las células se
fijaron con metanol durante 10 minutos a -20 °C. Para permeabilizar la membrana,
las células se lavaron tres veces en PBS-T por 10 minutos y se incubaron con
0.2% de Triton X-100 en PBS durante 5 minutos. En seguida, se incubaron en
solucion bloqueadora ( 5 % de BSA y 5% de SFB en PBS) durante 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacién, se incubaron con anticuerpo primario
contra la proteina distrofina (Dys) (Santa Cruz Biotechnology) en una dilucién
1:100 durante toda la noche a 4°C. Subsecuentemente, se lavaron tres veces en
PBS-T por 10 minutos y se incubaron con anticuerpo secundario (Alexa 488,
Molecular Probes) en una dilucion 1:200 en PBS-T durante 1 hora a temperatura
ambiente. Al término de este periodo, las células se lavaron tres veces con PBS-T.
Finalmente las células fueron incubadas con DAPI durente 10 min y analizadas en
un microscopio de epifluorescencia (Olympus, BX51WI), equipado con una

camara digital Olympus DP70 (Olympus America, Inc.).

5.6.- Construcciones y plasmidos

La region 5 que flanquea al exdon 1 del gen Sgca de raton (promotor A) fue
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amplificada y clonada rio arriba del gen reportero luciferasa en el sitio Kpnl del
plasmido pGL3-Basic (Promega), dicha regidon clonada abarca el sitio de inicio de
la transcripcidn a partir del exén 1 (-3113/+28 bp). Para generar esta construccion
se utilizaron los primers pA3113 F/R (Tabla 1). La integridad de la construccién fue
confirmada por secuenciaciéon, y nombrada pA3113LUC. La construccion
pB2605LUC abarca al promotor B (intrén 1) del gen a-SG de ratén que contiene al
sitio de inicio de la transcripcion a partir del exén 2 (2605/+4 bp). Esta
construccion fue reportada previamente como FB1 por Delgado-Olguin y cols.,
2006. La construccién pQBI-MyoD y pMyogenina, que codifican para las proteinas
MyoD y miogenina, fueron amablemente donados por el Dr. Bulmaro Cisneros
(Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN, México D.F.). El
plasmido pcDNA N-Myc-Sox9 que codifica para Sox9 fue previamente reportado
por nuestro grupo de investigacion (Hernandez-Hernandez et al., 2009), y los
plasmidos que codifican para las proteinas Nkx2.5, Mef2c, Gata-4, Tbx-5, Baf60c
and myocardin fueron proporcionados por el Dr. Benoit G. Bruneau (Gladstone

Institute of Cardiovascular Disease, San Francisco, CA).

5.7.- Transfeccién de células C2C12y 10T1/2

Para cada medicion de la actividad luciferasa se sembraron de manera
independiente; 100,000 células C2C12 6 500,000 células 10T1/2 en pozos de 2.5
cm de diametros (cajas de 6 pozos) por duplicado. Después de 24hrs en medio de
crecimiento, las células fueron transfectadas durante 5Shrs con la siguiente mezcla:

4uL de lipofectamina 2000 (Invitrogen), 1ug de construccibn promotora
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(PA3113LUC 6 pB2605LUC) y 150ng del vector pRL/CMV que codifica para la
luciferasa de Renilla reniformis utilizada como control de transfeccion. Ademas la
mezcla contenia 500ng de vector que codificaba para el factor de transcripcion
que se deseaba analizar, segun el caso; MyoD, miogenina, Sox9, Nkx2.5, Mef2c,
Gata-4, Tbx-5, Baf60c 6 myocardin. Todo esto en un volumen final de 120uL por
cada pozo. Una vez cumplida las 5hrs de transfeccion, se reemplazé la mezcla de
transfeccion por medio de crecimiento, cambiando este ultimo cada 24hrs hasta la

cosecha de cultivo y su posterior medicion de la actividad luciferasa.

5.8.- Ensayos de luciferasa

Las células C2C12, previamente transfectadas, fueron cosechadas como
mioblastos (MB) a las 24hrs o como miotubos con 2 y 4 dias de diferenciacion
(MT2 y MT4 respectivamente), mientras que los fibroblastos 10T1/2 fueron
cosechados 48h pos-transfeccion. La actividad luciferasa fue medida usando el
Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega), de acuerdo a las instrucciones
de la hoja técnica en un lumindmetro modelo TD-20/20 (Turner BioSystems,

Sunnyvale, CA).

5.9.- Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP)
Se obtuvieron corazones de fetos de raton en E17, una vez extraido el
tejido, inmediatamente se congel6 en nitrogeno liquido hasta su utilizacion. La

cromatina fue obtenida con el kit: Magna ChIP G Tissue Kit (Millipore) siguiendo
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todas las recomendaciones de la hoja técnica. Una vez verificada la integridad y
tamano de los fragmentos de cromatina, se procedio a la inmunoprecipitacién de
la misma utilizando 5ug de anticuerpo anti-Gata4 (Santa Cruz Biotechnology) o
anti-IgG (Santa Cruz Biotechnology). Después de revertir el entrecruzamiento del
inmunoprecipitado, se procedio a purificar el ADN para su analisis por PCR. Dos
fragmentos del promotor B que contienen sitios de union al factor de transcripcion
Gata-4 (-200pb and -573pb) fueron amplificados con los primers Gata4-200 F/R y
Gata4-573 F/R (Tabla 1). Como control negativo se utilizo exén 4 del gen a-SG
usando los primers a-SGE4 F/R (Tabla 1). Las condiciones de PCR fueron las
siguientes: 1 ciclo at 95 °C por 3 min, 34 ciclos a 95 °C por 30s, 63 °C por 30s, 72

°C por 30s, y una extension final a 72 °C por 7 min.

5.10.-Analisis estadistico

La prueba estadistica utilizada para comparar las diferencias en los
ensayos de transfeccién fue la U de Man Whitney, usando un valor de P<0.05.
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Tabla 1. Secuencia de primers utilizados en los ensayos de RT-PCRy PCR

PRIMERS Forward Revers
RT-PCR
a-SG A 5’-atggaaacctgaactgagacat-3° | 5'-taggtgtaaagttgtctgctgg-3°
a-SG A+B 5°-ggcagcagcagtaacttggatac-3° | 5°-ctgtgacctcgatgacttggtac-3°
MyoD 5°-cccecgacggctcetctetget-3° 5’-tcactttgctcaggcggegg-3°
Miogenina 5’-cacagcgcctcctgcagtce-3° 5°-cgctgggctgggtgttagec-3°
Sox9 5°-gggctcgcgtatgaatctcct-3 5’-gaccaccccgattacaagtac-3°
Pax7 5’-gactccggatgtggagaaaa-3° 5°-gagcactcggctaatcgaac-3°
Pax3 5"-attccttcgaacgcagacag-3° 5’-accgtggttggtcagaagtc-3°
Gapdh 5'-atcccatcaccatcttccag-3' 5'-tgtggtcatgagtccttcca-3'
PCR
pA3113LUC
pA3113 5°gcgceggtacctactggagtgctgacagatga3” | 5°gegeggtacctgtgecccagatcaccttgatatc3”
PCR

Ribosondas

a-173 5’-aaatgcctgtctgtgagcect-3° 5’-gaatgtccaagcaaagatgtc-3°

a-447 5°-ggcagcagcagtaacttggatac-3° | 5°-ggcagcacctcctccacatcat-3°
PCR ChIP

Gata4-200 5’-caaagcaggcaaacagacaa-3° | 5°-ctgactctggggtggacact-3°

Gata4-573 5’-cacacagagtcctgggttca-3° 5°-gctggcctcaaacatgctat-3°

a-SGE4 5'-actgtccgactcacctacca-3' 5'-tgacttggtacccacgatct-3’
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6.- RESULTADOS

6.1.- El mRNA B es mas abundante que el mRNA A durante el desarrollo

embrionario del ratén

En humanos y en raton, la proteina a-SG es expresada exclusivamente en el
musculo estriado diferenciado (Mizuno et al.,, 1993; Yamamoto et al., 1994;
McNally et al., 1994; Duclos et al., 1998); por otro lado, en embriones humanos de
cuatro semanas el mRNA del gen Sgca es detectado en células precursoras
cardiacas y del musculo esquelético (Fougerousse et al., 1998). En este sentido,
para determinar los niveles de expresion del gen Sgca en el musculo estriado,
relizamos ensayos de qRT-PCR en diferentes etapas del desarrollo embrionario y
en el ratébn adulto. Para analizar los mRNAs originados del gen Sgca de ratén
(Wakabayashi-Takai et al., 2001), disefiamos dos pares de primers; el primero
detecta especificamente al MRNA mas largo que contiene al exdn 1 no codificante
(mRNA A), y el segundo par de primers identifica ambos mMRNAs (mMRNA Ay
mMRNA B) debido a que el mRNA B es contenido dentro de la secuencia del mRNA
A (Figura 11A). El analisis de gqRT-PCR mostré que los mRNA A y mRNA A+B son
mas abundantes en el tejido cardiaco que en el musculo esquelético en estadio
adulto (Figura 11B).

Para determinar la contribucion del mMRNA A a los valores totales de mRNA
A+B, restamos el valor de ACP de mRNA A al valor ACP de mRNA A+B (Figura
11C). La subtraccion se hizo entre valores ACP obtenidos en el mismo tejido para

ambos mRNAs.
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Figura 11. Estructura y expresion del gen Sgca en musculo cardiaco y musculo
esquelético. A: Localizacion de los promotores A 'y B (pA y pB) en la region 5°del gen
Sgca. El pA induce la expresion del mRNA A y el pB dirige la transcripcion del mRNA B;
la posicion de los primer para la gqRT-PCR en los mRNAs A y B estan marcados por —<.
B: Expresion relativa del mMRNA A y mRNA B en musculo cardiaco y musculo esquelético
de ratones adultos. C: Contribucion del mMRNA Ay mRNAB a la expresién del gen
Sgca en tejido cardiaco adulto. D: Representacion esquematica de embriones de E9.25,
E10.5 y E12. Las areas obscuras indican la region de la cual fue obtenido el RNA total en
cada etapa del desarrollo. E-F: qRT-PCR para ambos mRNAs (A y B) del gen Sgca
usando RNA total obtenido de musculo cardiaco y musculo esquelético de diferentes
etapas del desarrollo murino. Los valores fueron normalizados contra la expresion del gen
interno Gapdh, y comparados con la expresion obtenida en estadio adulto (Linea
punteada). Las barras indican la desviacién estandar tres mediciones hechas por
triplicado de un “pool” de 15 embriones por etapa. E:dia embrionario.
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De esta manera, se encontrd que en el tejido cardiaco mas del 91% de la
medicidn A+B corresponde al mRNA B (Figura 11C); por lo tanto, nosotros
consideramos que la amplificacibn con el segundo par de primers es
practicamente la amplificacibon del mRNA B. Sobre esa misma estrategia
analizamos la expresion de ambos mRNAs en tejido embrionario y fetal. Para
embriones de estadio E9.25, E10.5 y E12.0, el analisis se realiz6 a partir de RNA
total extraido de corazones completos y tejido que contenia células precursoras de
musculo esquelético (areas obscuras en Figura 11D). En el caso de los estadios
fetales E14, E15.5, E17 y E18.5, el musculo esquelético fue obtenido de las
extremidades.

En el desarrollo del corazén, los niveles de expresion del mRNA A fueron
muy bajos en comparacion con el tejido cardiaco adulto (Figura 11E, arriba). En
contraste, el mMRNA B fue ligeramente detectado en E9.25 e incrementd sus
niveles significativamente en E10.5, E12 y E14 estadios correspondiente a un alto
grado de proliferacion de cardiomiocitos (Sucov et al., 1994; Merki et al., 2005), y
un pico maximo de expresion fue observado en E15.5 durante el crecimiento del
tabique interventricular (Rosenthal and Harvey, 2010). Estos niveles tienden a
decrecer en estadios E17 y E18.5 (Figura 11E, abajo).

En el musculo esquelético se detectaron bajos niveles de mRNA A desde
E9.25 hasta E14, el nivel de expresion incrementa gradualmente en etapas fetales
de E15.5 a E18.5 (Figura 11F, arriba). Esto sugiere que el promotor A podria estar
regulando positivamente la expresion del mRNA A en un periodo marcado por una

extensa formacion de miotubos (Ontell and Kozeka, 1984; Ontell et al., 1988).
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Interesantemente, el MRNA B fue detectado de manera importante desde E12 con
dos picos maximos de expresion en E14 y E17; con marcado decremento en

E15.5y E18 (Figura 11F, abajo).

6.2.- Patrén de expresion diferencial del mRNA A y mRNA B del gen a-SG

durante el desarrollo embrionario del ratéon.

Para analizar el patron de expresion del mRNA A y el mRNA B del gen a-
SG en desarrollo embrionario murino, se realizaron hibridaciones in situ en
cuerpos completos en diferentes etapas embrionarias (E9.25, E10.5, E12 y E13) y
fetales (E15, E17 y E18.5).

Se observo una expresion diferencial entre el mMRNA A'y en mRNA B en
E9.25 (Figura 12A' y A’) y en E10.5 (Figura 12E y E’). Esas diferencias son
observadas a mas detalle en las amplificaciones (Figura 12B, B, F y F’) que
fueron confirmadas en los cortes en vibratomo del corazén (Figura 12C, C’, G y
G’) y notocorda (Figura 12D, D, H y H") en donde unicamente la sefal
correspondiente a la expresion del mRNA B fue observada. Esta observacion es
consistente con lo observado por qRT-PCR donde mRNA A no se detectaa E9.5y
E10.5 en el tejido cardiaco (Figura 11E, arriba) y en bajos niveles en musculo
esquelético (Figura 11F, arriba). En adicion, no se observo sefal evidente para
MRNA A o mRNA B en somitas de E9.25 y E10.5 lo que sugiere que la expresion
del gen a-SG en CPM puede estar ocurriendo en etapas posteriores a la

determinacion miogénica (Rudnicki et al., 1993; Kassar- Duchossoy et al., 2004).
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mRNA B

E 9.25

E10.5

Figura 12. Expresién del gen Sgca en etapas E9.25 y E10.5 del desarrollo murino.
Hibridacion in situ en cuerpo completo. A-H: Deteccion del mRNA A inducido por la
actividad del promotor A. A’-H": Deteccion del mRNA B inducido por la actividad del
promotor B. Los cortes en vibratomo muestran con mayor pecision la localizacion de la
sefal en el tejido cardiaco (C"y G') y notocorda (D" y H"). Las flechas indican la ubicaciéon
de la notocorda. Los experimentos fueron hechos por triplicado con cinco embriones por
cada experimento y sus respectivos controles de ribosonda sentido. hr:corazén.
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La expresion del mRNA A y mRNA B fue observada en el musculo
esquelético de embriones en E12 y E13 (Figura 13A, A", F y F’). Ambos mRNAs
fueron observados en una posicibn medio-dorsal que asemeja la localizacién de
los musculos intercostales entre las extremidades superiores e inferiores (Flechas
en figura 3C, C', Hy H’) en donde la sefal observada para mRNA B fue mas
intensa que la observada para mRNA A. Por otro lado, la sefal de mRNA B fue
mas evidente en comparacion a la de mRNA A en regiones dorsales diferentes a
los musculos intercostales (Figura 13A, A’, F y F’; punta de flecha en figura 13C,
C,HyH.

La expresibn de ambos mRNAs fue evidente en areas que pueden
relacionarse al miotomo lateral, dermomiotomo dorsolatera y a células
mesenquimales que redean la region dorsal de las somitas (Flechas en figura 13D,
D', I e I'). Adicionalmente encontramos una marcada expresion del mBNA B en los
interdigitos de extremidades superiores e inferiores en embriones de E12 y E13
(Punta de flecha en figura 13A", D’, F" y figura 16). El estbmago y la lengua
también mostraron sefial de expresion para ambos mRNAs del gen de Sgca; En el
estbmago se observo sefal desde E12 a E15.5 (Asterisco en figura 13A, A", F, F’
y figura 16) y en lengua la senal fue evidente en E13 y E15.5 (Figura 16).

En el corazén, el mRNA A fue observado en la region ventricular a partir de
E13 (Figura 13J), mientras que el mMRNA B fue expresado en atrios y ventriculos

tanto en E12y E13 (Figura 13B", E", G y J").
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mRNA B

E12

E13

Figura 13. Expres:on del gen Sgca en etapas E12 y E13 del desarrollo murino.
Hibridacion in situ en cuerpo completo. A-J: Deteccion del mRNA A inducido por la
actividad del promotor A. A’-J": Deteccién del mRNA B inducido por la actividad del
promotor B. EI mMRNA A es expresado en el mesodermo precursor de musculos
intercostales asi como también en células precursoras del musculo que rodeara a las
vertebras (Flechas en C, D, H y J). El mRNA B presenté el mismo patros de expresiéon
solo que con mayor intensidad en la sefial (C", D', H" y J"). Los cortes en vibratomo hacen
evidente la expresién del gen a-SG en el dermomiotomo (D, D’, J y J'), atrios y ventricuos
cardiacos (E’, J y J°). En adiciéon, ambos mRNAs son expresados en el estbmago de los
embriones en E12 y E13 (Asteriscos en A, A", F y F’). Los experimentos fueron hechos
por triplicado con cinco embriones por cada experimento y sus respectivos controles de
ribosonda sentido. hr:corazén.

47



Bladimir Roque Ramirez

En etapas fetales (E15.5, E17 y E18), los paquetes de fibras musculares de
las extremidades son marcados con ambas ribosondas como lo muestra la
hibridacion in situ en cuerpo completo (Figura 14A-F); sin embargo, la sefial del
mRNA B (Figura 14D-14F) es mas intensa que la del mRNA A en todos los casos
(Figura 14A-14C). Al igual que en el musculo esquelético, en los estadios fetales
E15.5, E17 y E18, la intensidad de la sefial en corazon es mayor para el mRNA B
que para el mRNA A, dicha sefal es observada preferencialmente en la regién

ventricular (15A-15F).

E18.5
mRN

A B

Figura 14. El gen de Sgca es expresado en musculo esquelétido de E15.5, E17 y
E18.8. Hibrdacion in situ en bloque (A-F). A-C: Deteccién del mRNA inducido por la
actividad del promotor A (mMRNA A). D-F: Deteccién del mRNA inducido por la actividad
del promotor B (mMRNA B). La presencia de ambos mRNAs fue confirmada por hibrdacién
in situ en cortes de musculo esquelético de E18.5 (G;l). La expresion se apreciada mejor
en las amplificacines observadas en H y J, en donde también se muestra los respectivos
controles negativos hechos con la sonda sentido (-). Cada experimento fue hecho por
triplicado con su respectivo control negativo.
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mRNA A mRNA B E18.5
mMRNA A mRNA B

E 155

E17

E 18.5

Figura 15. El gen Sgca es expresado en musculo cardiaco de E15.5, E17 y E18.8.
Hibridacion in situ en cuerpo completo (A-F). A-C: Deteccién del mRNA inducido por la
actividad del promotor A (mMRNA A). D-F: Deteccion del mRNA inducido por la actividad
del promotor B (mMRNA B). La presencia de ambos mRNAs fue confirmada por hibrdacion
in situ en cortes de musculo cardiaco de E18.5 (G;l). La expresion se apreciada mejor en
las amplificacines observadas en H y J, en donde también se muestra los respectivos
controles negativos hechos con la sonda sentido (-). Cada experimento fue hecho por
triplicado con su respectivo control negativo.

Con el fin de corroborar la expresion de ambos mRNAs dentro de las
unidades contractiles del musculo esquelético y cardiaco, realizamos hibridacion in
situ en cortes de tejidos embebidos previamente en parafina (Figura 14G-J; figura
15G-J). En esta hibridacion se observa la expresion del mMRNA Ay mRNA B en el

musculo de las extremidades y en ventriculo cardiaco de E18.5.
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Adicionalmete, hemos observado que el patrén de expresion de mRNA Ay
MRNA B del gen «-SG no se restringe a estructuras precursoras de musculo
estriado (esquelético y cardiaco) durante el desarrollo embrionario. Estructuras
como el interdigito de extreminades anteriores y posteriores, lengua y estomago,

también expresan ambos mRNA's (Figura 16).

Lengua Interdigito
E15.5 E13

Estomago
E13

=L 8 < LDl
Figura 16. Expresion del gen de Sgca en interdigito, lengua y estémago. Hibridacién
in situ (A-F). El mMRNA A es expresado en lengua (E15.5) y estémago (E13) (C; flecha en
E); pero no en interdigito de la extremidad (A). Mientras que el MRNA B es expresado en
interdigito, lengua y estémago en E13 y E15.5 (B,D y flecha en F). E y F son cortes
transversales en vibratomo a la altura del abdomen embrionario.

La hibridacion in situ muestra diferencias claras en el patron de expresion

de ambos mRNAs del gen a-SG durante el desarrollo embrionario (Tabla 2). Esto
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sugiere una regulacion diferencial de las secuencias promotoras que dirigen la
expresion del mMRNA A y mRNA B, en consecuencia dicha regulacion podria estar

mediada por diferentes factores de transcripcion de expresién tejido especifico.

Tabla 2. Patron de expresion del mRNA A y mRNA B del gen Sgca de ratén
durante el desarrollo embrionario.

Etapa(E) 9.25 10.5 12.0 13.0 15.5 17.0 18.5 Adulto

Corazon T rieneeereenninneesesseessessnssseeseesseessannnnnnns

Musculo Esquelético T rerereersrenennssesssessssesssesssneseseesensseasassnnnensassanans

Notocorda-BTN

D
DMC b, (TS
DX T
Interdigito
xS
Estdmago K orerereresnereresssnenenens ND
Dk TSR ND
Lengua D CIUPUR ND

DX TR ND
Base del Tubo neural (BTN); células del mesénquima dorsal (DMC); mRNA A
(¥*); mRNA B (©); no determinado (ND).

6.3.- El promotor A y promotor B del gen de Sgca son regulados por MyoD,

miogenina y Sox9 durante la diferenciaciéon de células C2C12.

Con base en los resultados de gRT-PCR y el patron de expresion
observado con las hibridaciones in situ, decidimos investigar la expresion del gen
de a-SG durante la diferenciacion in vitro del musculo esquelético. Para ello,

utiizamos la linea celular de mioblastos murinos C2C12 como modelo de
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diferenciacion. Mediante RT-PCR analizamos la expresion de MyoD, miogenina y
Sox9 en diferentes etapas de diferenciacion. MyoD y miogenina son miembros de
la familia de factores reguladores miogénicos (MRFs) (Funk et al., 1991). En
adicién, MyoD es un regulador maestro de la miogénesis y tiene la capacidad de
de iniciar el programa miogénico en mioblastos, fibroblastos y una gran variedad
de otros tipos celulares (Davis et al., 1987; Edmondson and Olson, 1989;
Weintraub et al., 1989; Miller, 1990; Kanisicak et al., 2009). Por otro lado, nuestro
grupo ha propuesto que Sox9 modula negativamente de la expresion del gen a-
SG en mioblastos de células C2C12 (Hernandez-Hernandez et al., 2009).

MyoD y miogenina fueron detectados en etapas no diferenciada de
mioblastos C2C12 (MB), y con forme ocurria la diferenciacion los niveles de
expresion incrementaban de manera dependiente a la formacion de los miotubos
(MT) (Figura 17A). En contraste, la expresion de Sox9 fue gradualmente
desregulada durante la diferenciacion celular. En este sentido, el mRNA B fue
detectado en MB con incremento en su expresién durante la miogénesis de las
células C2C12 (Figura 17A) (Noguchi et al., 1999; Hernandez-Hernandez et al.,
2009). En contraste, el mMRNA A no fué detectado en MB pero su expresion fué
evidente desde mitubos de dia uno de diferenciacion (MT1) hasta M6 con un pico
maximo de expresiéon en MT4 (Figura 17A). Adicionalmente, y con la idea de
evidenciar la similitud de la linea celular C2C12 con células satélites presentes en
el musculo esquelético, se analizé por RT-PCR la expresion de estos mismos
marcadores en cultivo primario de células satélites asi como también marcadores
especificos de este tipo celular: Pax3 y Pax7 (Figura 17A) (Lu et al., 2008;

Gharaibeh et al., 2008). Todos los marcadores estan presentes en células satélites
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no diferenciadas, es importante mencionar que la expresiéon del mRNA A es casi
nula, en tanto el MRNA B es abundante e incrementa su expresion a los seis dias
de diferenciacion (Figura 17A). De igual forma, Sox9 y Pax3 fueron detectados en
MB y MT6 de las células satélite. Por otro lado, Pax7 disminuye marcadamente su
expresion en estadio diferenciado lo cual es congruente ya que Pax7 es un
marcador de células precursoras miogénicas no diferenciadas (Lu et al., 2008).
Adicionalmente se demostro la capacidad de fusion y del cultivo primario de céluas
las satélites mediante una inmunoflurorescencia contra la proteina distrofina, dicha
proteina es un marcador especifico del musculo esquelético diferenciado (Figura
17B).

Una vez establecida la expresion de ambos mRNAs del gen a-SG durante
la miogénesis en células C2C12, y con base en los potenciales sitios de union a
reguladores maestros de la transcripcion miogénica sobre la secuencia del
promotor A y promotor B (Figura 7), se procedio a evaluar mediante transfecciones
transitorias la actividad transcripcional de ambos promotores durante Ila
miogénesis in vitro. Para este propdsito, ambos promotores fueron clonados de
manera independiente en el vector de expresion de la luciferasa pGL3-Basic
obteniendo las construcciones pA3113LUC (Promotor A) y pB2015LUC (Promotor
B). Ademas del sistema de diferenciacion C2C12, se utilizé una linea celular de

caracteristicas no miogénicas, fibroblastos 10T1/2.
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Figura 17. Modulacién de los promotores A y B del gen Sgca durante la
diferenciacion de células C2C12. A: Para el andlisis de RT-PCR se extrajo RNA total
de mioblastos C2C12 no diferenciados (MB) y miotubos C2C12 de 1 (MT1), 2 (MT2), 3
(MT3), 4 (MT4), 5 (MT5) y 6 (MT6) dias de de diferenciacién. Se analizé la expresion de
MyoD, miogenina, Sox9, mRNA A y mRNA B de a-SG. Ademas de los marcadores antes
mencionados, también se analizé la expresion de Pax3 y Pax7 en el cultivo primario de
células satélites del musculo esquelético en estadio de MB y MT6. Como control
enddgeno se midio la expresion de gapdh. B: Inmunoflurescencia para distrofina (Dys) en
el cultivo primario de células satélites de 6 dias de diferenciacion. Campo claro (CC). C:
Transfeccion del promotor A (pA3113LUC) y promotor B (pB2606LUC) del gen a-SG,
ambas regiones moduladoras estan clonadas en el vector de expresion pGL3-Basic
utilizado también como control de ftransfeccion basal en este experimento. Las
transfecciones se realizaron en células de linege miogénico (C2C12) y no miogénico
(Fibroblastos 10T1/2). La actividad luciferasa fue evaluada como se describe en material y
métodos. D: En el modelo de diferenciacon C2C12, se cotransfectaron de manera
independiente ambos promotores (pA3113LUC y pB2606LUC) con plasmidos codificantes
para MyoD, miogenina y Sox9. En todos los casos, la actividad luciferaza se midié en
etapa de MB, MT2 y MT4. Las barras representan el promedio de tres ensayos
independientes hechos por duplicado. Las diferencias fueron determinada con la prueba
estadistica U de Mann-Whitney utilizando un valor de P<0.05 (*).
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Ningun promotor mostro actividad en fibroblastos 10T1/2, por el contrario,
ambos promotores responden al ambiente miogénico de diferenciacion de las
células C2C12 (Figura 17C). En este sentido, una ligera actividad luciferasa fué
observada por el promotor B (pB2605LUC) en MB lo cual coincide con la
presencia del mMRNA B en esta misma etapa (Figura 17A). En miotubos de 2 y 4
dias (MT2 y MT4), la actividad luciferasa aumenta considerablemente de manera
dependiente al proceso de diferenciacion. Sin embargo, la actividd luciferasa
dirigida por el promotor A (pA3113LUC) fue siempre mas baja que la inducida por
pB2605LUC (Figura 17C). Este resultado es congruente con los niveles de
expresion detectados por los ensayos de RT-PCR para ambos mRNAs (A y B)
durante el desarrollo embrionario (Figura 11F) y miogénesis in vitro (Figura 17A).

Subsecuentemente, se determiné el efecto de reguladores miogénicos
sobre la actividad de ambos promotores. Células C2C12 en estadio de MB, MT2 y
MT4 se cotransfectaron de forma independiente con las construcciones
pA3113LUC 6 pB2605LUC y vectores codificantes para las proteinas MyoD,
miogenina 6 Sox9 (Figura 17D). MyoD y miogenina modulan positivamente la
actividad de ambos promotores principalmente en estadios diferenciados. En
contraste, Sox9 modula negativamente la actividad de ambos promotores en todos
los estadios experimentales (Figura 17D). Estos resultados sugieren que MyoD,
miogenina y Sox9 regulan la expresion del gen o-SG de manera diferencial y
explica, en parte, el patron de expresion de ambos mRNAs durante el desarrollo

embrionario.
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6.4- Factores de transcripcion cardiogénica modulan la actividad promotor A

y promotor B del gen de Sgca.

Un resultado interesante es que el gen de a-SG es expresado en tejido
embrionario cardiaco (Figuras 12, 13 y 15). Para determinar si factores de
trascripcion involucrados en la morfogénesis cardiaca modulan la actividad de
ambos promotores (A y B), realizamos transfecciones transitorias en fibroblastos
10T1/2 utilizados ampliamente como un modelo heterdlogo del tejido cardiaco que
no expresa de manera endogena factores de transcripcion cardiogénicos.

Se cotransfectaron de manera independiente pA3113LUC o pB2605LUC
con plasmidos que codifican para los factores de transcripcidon Nkx2.5, Mef2c,
Gata-4, Tbx-5, Baf60c y miocardina. De los factores cotransfectados, Tbx-5 es el
unico que no muestra modulacion significativa sobre ambos promotores. Por lo
contrario, y de manera independiente; Nkx2.5, Gata-4 y miocardina incrementan
significativamente la actividad basal de pA3113LUC (Figura 18A); por su parte
pB2605LUC es activado por los mismos factores de transcripcion que
pA3113LUC, incluyendo ademas para este caso a Mef2c y Baf60c. No obstante,
Gata-4 es el factor de transcripcion que incrementa la actividad de pB2605LUC
con mayor fuerza (=11.7 veces mas) comparando a la actividad basal que
presenta cuando es transfectado solo (Figura 18B). Con base a lo antes
mencionado y en los potenciales sitios de union al factor de transcripcion Gata-4
sobre la secuencia del promotor B (Figura 10), exploramos la posible interaccion in

vivo de Gata-4 con sus secuencias consenso contenidas en el promotor B.
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Figura 18. Factores de transcripcion cardiogénicos, principalmente Gata-4, inducen
la transcripcién del gen Sgca en tejido cardiaco embrionario. Ensayos de co-
transfeccién del pA3113LUC (A) y pB2605LUC (B) con los factores de transcripcion
cardiogénicos Nkx2.5, Gata-4, Mef2c, Tbx-5, Baf60c y miocardina. El promotor B muestra
una mayor regulacion significativa en presecia de los factores cardiogénicos, vy
particularmente de Gata-4. C: Esquematizacién del promotor B y los sitios de union a
Gata-4 contenidos en su secuencia (arriba). Inmunoprecipitacion de la cromatina
utilizando un aticuerpo anti-Gata-4, y un anti-lgG como control negativo de
inmunoprecipitacion. La amplificacién para ambos sitios de union (-200pb y -573pb) es
positiva con el uso se de anti-Gata4, no asi para la region del exdén 4 que es utilizada
como control negativo de unién. D: Evaluacion del efecto sinérgico de los factores de
transcripcién cardiogénicos sobre la actividad del promotor B (pB2605LUC). Las barras
representan el promedio de tres ensayos independientes hechos por duplicado. Las
diferencias fueron determinada con la prueba estadistica U de Mann-Whitney utilizando
un valor de P<0.05 (*).
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Mediante ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP) en
corazones embrionarios E17, exploramos la interaccidn en dos sitios especificos,
uno ubicado a -200pb (-AGATAA-) vy el otro ubicado a -573pb (-AGATAG-) del
inicio de la transcripcion sobre el promotor B. EI ChiP mostré la presencia de Gata-
4 en ambos sitios de unidén en corazones embrionarios de E17 (Figura 18C). Esto
sugiere que la expresion del gen Sgca durante la cardiogénesis esta modulada, en
gran medida por Gata-4. En relacion a las interacciones que pueden generarse
entre los factores cardiogénicos para modular la expresion de genes en el
corazon, la actividad sinérgica de Gata-4 con otros factores de transcripcion esta
ampliamente documentada (Stennard et al., 2003; Maitra et al., 2009). En
consecuencia, exploramos los posibles sinergismos entre Gata-4 con Nkx2.5,
Mef2c, Tbx-5, Baf60c y miocardina sobre la actividad del promotor B (Figura 18D).
Solo Mef2c mostré actividad sinérgica con Gata-4, incrementando 2.7 veces la

actividad del promotor B que el solo efecto de Gata-4.
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7.- DISCUSION

Mutaciones en el gen de Sgca que producen la ausencia o deficiencia de la
proteina a-SG se asocian con distrofias musculares de cintura (Ervasti et al., 1990;
Roberds et al., 1994; Liu et al., 1997). En el ratdn, la expresion del gen a-SG es
regulada por dos promotores que transcriben dos mRNAs que codifican para la
misma proteina (Wakabayashi-Takai et al., 2001). En este trabajo se estudio la
expresion de ambos mMRNAs (A y B) del gen a-SG en el desarrollo embrionario y
durante la diferenciacion in vitro del musculo esquelético asi como la respuesta de
sus secuencias promotoras a marcadores de diferenciacion miogénica vy
cardiogénica.

Nuestros datos indican que el mMRNA B es mas abundante que el mMRNA A
en el musculo esquelético y cardiaco, representando >91% del total de la
expresion del gen Sgca. Adicionalmente, durante el desarrollo embrionario del
raton la expresion del mMRNA B precede a la expresion del mRNA A. Lo mismo
sucede durante la diferenciacion in vitro del cultivo primario de células satélites y
células C2C12 en donde el mRNA B es evidente en estadio de MB no asi el
MRNA A; el mMRNA A que solo es detectado en etapas de MT siempre es menos
abundante que el mMRNA B en estos cultivos celulares.

Adicionalmente, el analisis de gRT-PCR e hibridacion in situ muestra la
expresion del mRNA B en la notocorda y la base del tubo neural en E9.25. Dicha
expresion desaparece junto con la estructura embrionaria en E10.5. Este
expresion es similar a la observada para los genes Gli, que a su ves, regulan la

expresion de distintos genes en la notocorda (Sasaki et al., 1997; Lee et al., 1997;
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Ruiz i Altaba, 1998; Epstein et al., 1999). Aunado a lo anterior, la expresion de
genes Gli esta regulada por Sonic hedgehog (Shh), un marcador especifico de
notocorda. En relacion al gen de Sgca, el analisis de la secuencia del promotor B
muestra tres potenciales sitios de union a los factores de transcripcién Gli; por
tanto, es posible que el promotor B sea un blanco rio abajo de la cascada de
sefializacion de Shh en notocorda.

En E12 y E13, ambos mRNAs fueron observados en los musculos
hipoaxiales que emergen de miotomo lateral y dermomiotomo dorsolateral
(Wilson-Rawls et al., 1999). Esos musculos forman la musculatura intercostal y de
las extremidades que a su vez expresan a los MRFs MyoD y miogenina
(Buckingham, 1992; Wood et al., 2013). Interesantemente, el mMRNA B muestra
una expresion dinamica durante el desarrollo del musculo esquelético con dos
picos de expresion en E14 y E17 seguidos por dramaticas desregulaciones en sus
niveles expresion. Esos picos de expresion observados estan precedidos por una
alta densidad de células satélites que expresan MyoD en las extremidades de
E12.5 y E14 (Sassoon et al., 1989 ; Wood et al., 2013). Aunado a esto, nuestros
ensayos mostraron evidente expresion del mMRNA B en células satélites obtenidas
de ratones recién nacidos lo que sugiere que los picos de expresion observados
en el desarrollo embrionario pueden ser producto, en gran medida, del mRNA B
expresado en las células satélites embrionarias. Por otro lado, el mMRNA A muestra
bajos niveles de expresion comparados con los niveles de mRNA B, en el cultivo
primario de células satélites diferenciadas. Esta misma diferencias en los niveles
de expresion entre el mMRNA A y mRNA B se observan durante el desarrollo

embrionario de musculo esquelético y durante la diferenciacion de las células
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C2C12. Coincidentemente, los ensayos de transfecciones transitorias respaldan
esta observacion ya que la actividad del promotor B siempre es mayor que la del
promotor A.

En este sentido, las transfecciones transitorias en células C2C12 vy
fibroblastos 10T1/2 sugieren una expresion musculo-esquelética especifica del
gen a-SG. Por otra parte, nuestro grupo reporté previamente que MyoD interactua
con los factores generales TFIID y TFIB en la region basal del promotor B durante
la diferenciacién in vitro de células C2C12 (Delgado-Olguin et al., 2006). En este
estudio, nuestros datos muestran que tanto MyoD como miogenina ejercen una
regulacion positiva sobre la actividad del promotor B durante la miogénesis de las
células C2C12. Ademas de esto, en este estudio mostramos que el promotor A es
significativamente activado por MyoD durante la diferenciacion de células C2C12.
En este sentido, el analisis de la secuencia de promotor A muestra siete
potenciales sitios de unidn E-box en los que podria interactuar MyoD para regular
la actividad transcripcional del promotor A. Con base en los resultados antes
mencionado, y junto con el patron de expresién de MyoD y miogenina durante la
embriogénesis murina (Sassoon et al.,, 1989; Buckingham, 1992), es posible
proponer que estos factores de transcripcion regulan la expresion del gen a-SG
durante la miogénesis embrionaria. Adiconalmente, observamos que en
fibroblastos 10T1/2 Mef2c y Baf60c regulan positivamente la actividad del
promotor B. Debido a que son factores de transcripcion presentes en el miotomo
(Edmondson et al., 1994, Lickert et al., 2004), es posible que junto con MyoD y

miogenina, modulen de manera importante la expresion del gen de a-SG durante
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la miogénesis.

Respecto a la desregulacion del mRNA B en E15.5 y E18.5, diferentes
estudios han propuesto que miRNAs podrian estar regulando el programa
miogénico. Por lo tanto, los mMRNAs pueden ser blancos miRNAs como lo indican
las predicciones realizadas con los algoritmos TargetScan
(http://www.targetscan.org), Diana-MicroT3.0 (http://diana.cslab.ece.ntua.gr) vy
miRanda (http://www.microrna.org) (Bartel, 2009). Estos algoritmos nos sugieren
que el UTR-3° del mRNA B del gen o-SG presenta una secuencia de
reconocimiento candnica de tipo 7mer-1A para miR27a/b. En éste sentido, se ha
reportado que miR27a/b se expresa en el musculo esquelético embrionario y
desregula genes involucrados en la miogénesis esquelética (Allen and Loh, 2011;
Crist et al., 2009; Huang et al., 2012).

En suma con lo anterior, nuestros datos revelan que Sox9 modula
negativamente la actividad de ambos promotores del gen a-SG en células C2C12.
Previamente nuestro grupo de trabajo reporté que los factores de transcripcion
NF1-2C y Sox9 se unen al promotor B en mioblastos de células C2C12 para
desregular la expresion del mRNA B (Delgado-Olguin et al., 2004; Hernandez-
Hernandez et al., 2009). Adicionalmente, nuestros experimentos sugieren que
Sox9 tiene la capacidad de desregular la expresion del gen Sgca durante todo el
proceso de diferenciacion miogénica en el sistema celular C2C12. Este
mecanismo de represion de Sox9 puede ser importante en embriones de E12 y
E13 durante la formacion de los digitos de las extremidades ya que el mMRNA B se

expresa en el interdigito pero no en el digito. Esta observacidon es sustentada por
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el hecho de que Sox9 reprime genes musculares y activa genes condrogénicos en
el digito de las extremidades (Bi et al., 1999; Cairns et al., 2012). No obstante es
razonable especular que otros factores de transcripcion presentes en el interdigito
puedan inducir la expresion del mRNA B. En suma con lo anterior, un estudio
reportd previamente actividad transcripcional del promotor del gen y-sarcoglicano
(y-SG) en el borde distal del autopodo de extremidades anteriores y posteriores en
embriones murinos de E10.5 a E13.5 (Noguchi et al., 2001). Sobre estas bases, es
posible sugerir la existencia de un complejo sarcoglicano durante la morfogénesis
del autépodo de la extremidad en desarrollo.

Las hibridaciones in situ en el corazén indican que mRNA B es expresado
en etapas temprana de la morfogénesis cardiaca, desde asa en S en E9.25 hasta
corazones morfologicamente maduros en embriones de E18.5, mientras que el
mMmRNA A fué observado en tejido cardiaco a partir de estadio E13 cuando la
septacion interventricular esta avanzada y los procesos de proliferacion y
diferenciacion se ven incrementados (Sucov et al., 1994; Merki et al., 2005). En
este sentido, todos los factores de transcripcion analizados en este estudio se
expresan en tejido cardiaco desde la etapa de creciente cardiogénica (Lints et al.,
1993; Wang et al.,, 1996; Reecy et al.,, 1999; Wang et al., 2001; Lickert et al.,
2004). La expresion de ambos mRNAs de gen de Sgsa fué principalmente
observada en el miocardio y endocardio ventricular, y en bajos niveles en los
atrios. Coincidentemente, Nkx2.5, Gata-4, Mef2c, Baf60c, Tbx-5 y miocardina
también son expresados en esas estructuras cardiacas durante la morfogénesis

cardiaca (Wang et al., 2001; Lickert et al., 2004; Takeuchi et al., 2007; Yoshimura
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et al., 2009; Nagy et al., 2010; Greulich et al., 2011; Schachterle et al., 2012).

El analisis de las secuencias promotoras (A y B) del gen de a-SG permitio
identificar potenciales sitios de union a factores de trascripcidén cardiogénica como
Nkx2.5, Gata-4, Mef2c y Tbx-5 (Hiroi et al., 2001; Srivastava, 2006; Schlesinger et
al.,, 2011). Nuestros ensayos de transfecciones transitorias en fibroblastos 10T1/2
indican que in vitro, principalmente Nkx2.5, Gata-4 y miocardina modulan
positivamente la actividad transcripcional de ambos promotores (A y B). Esto
sugiere que la expresion en el tejido cardiaco de ambos mRNAs puede estar
mediada, en parte, por estos factores cardiogénicos. Por otro lado, Nkx2.5 y
miocardina podrian estar participando en la expresion del mMRNA A y mRNA B en
el estbmago embrionario ya que estos factores también se expresan en éste tejido
en embriones de E12.5y E13.5 (Lints et al., 1993; Reecy et al., 1999; Wang et al.,
2001).

Por otro lado, Mef2c y Baf60c solo activan al promotor B. Baf60c es una
subunidad del complejo remodelador de la cromatina pendiente de ATP; BAF
(Factores Asociados a Brg/Brm) Swi/Snf, que es expresado en el tejido cardiaco y
que junto con Tbx-5 son requeridos in vivo para la completa diferenciacion de
cardiocitos contractiles (Wang et al., 1996; Lickert et al., 2004; Takeuchi et al.,
2007; Takeuchi and Bruneau, 2009). Con base a lo anterior, la modulacion del
promotor B por Baf60c sugiere la posibilidad de que es esta regibn moduladora se
estén reclutando complejos remodeladores de la cromatina mediados por Baf60c
favoreciendo la expresion del mMRNA B en tejido cardiaco. Ademas de esto, se ha
reportado que Mef2c regula la expresion de genes durante el desarrollo del

ventriculo embrionario (Phan et al., 2005). En suma, podemos decir que Mef2c y
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Baf60c podrian estar induciendo la transcripcion del mRNA B pero no la del mRNA
A durante el desarrollo cardiaco.

Interesantemente, observamos una fuerte actividad luciferasa mediada por
Gata-4 sobre el promotor B pero no sobre la actividad del promotor A. Gata-4 se
expresa durante el desarrollo del tejido cardiaco con una amplia participacion en
procesos de diferenciacion, proliferacion y sobrevivencia del cardiomiocito, y su
deficiencia se asocia a defectos cardiacos congénitos (Arceci et al., 1993; Grepin
et al,, 1995; Molkentin et al.,, 1997; Pehlivan et al., 1999). Para regular la
transcripcion durante el desarrollo cardiaco, Gata-4 se une a su secuencia
consenso WGATAR (Donde W=A 6 T, y R=A 6 G) sobre las regiones promotoras.
En éste sentido, hemos demostrado que el promotor B contiene dos sitios de
union que reclutan a Gata-4 en corazones embrionarios de E17 (-200pb: AGATAA,;
-573pb: AGATAG). Junto a los ensayos de expresion y transfeccidn, esto es
concluyente; Gata-4 modula la expresion del mRNA mas abundante del gen a-SG
durante la morfogénesis cardiaca: al mMRNA B.

Por otro lado, se ha observado que Gata-4 interactua con diferentes
factores de transcripcion y miembros de complejos remodeladores de cromatina
como Nkx2.5, Tbx-5, Mef2c y Baf60c (Durocher et al., 1997; Morin et al., 2000;
Lickert et al., 2004). En nuestros experimentos observamos un efecto sinérgico
sobre la activacion del promotor B entre Gata-4 y Mef2c, mas no con Nkx2.5, Tbx-
5, Baf60c o miocardina. En este sentido, el promotor B contiene dos sitios de
unién para Mef2c y dos para Gata-4; no obstante, seria importante determinar la

funcionalidad de estos sitios de unibn ya que podrian estar modulando
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importantemente la transcripcion del gen o-SG durante el desarrollo cardiaco

embrionario.

En resumen, en éste trabajo hemos descrito el patrén de expresion de
ambos mMRNA del gen a-SG durante el desarrollo embrionario del raton. Nuestros
resultados indican una expresion temprana del gen o-SG principalmente en
células precursoras del musculo estriado. En adicidon, los datos sugieren que
ambos promotores del gen a-SG estan sujetos a mecanismos especificos de
regulacion durante el desarrollo embrionario por la accién diferencial de factores
de transcripcidn miogénicos y cardiogénico. En conjunto, estos resultados
sugieren la presencia de la proteina a-SG en etapas tempranas del desarrollo
embrionario, lo que sugiere un rol importante de esta proteina durante la
diferenciacion embrionaria del musculo estriado. Por otro lado, la expresion del
gen de o-SG al igual que la de los otros miembros sarcoglicanos, pueden ser
importante para el desarrollo correcto de las estructuras miogénicas vy
cardiogénicas. En éste sentido, ha sido reportado que in vitro, la deficiencia de la
proteina o-SG reduce la capacidad proliferativa de células progenitoras
miogénicas tanto en humanos como en raton (Cassano et al., 2011). En
consecuencia, seria relevante profundizar en futuras investigaciones en el impacto
que la expresion temprana de la proteina a-SG pueda tener en la determinacion
de los nichos de células satélites y por ende, la contribucion que ésta tendria

sobre la fisiopatologia de las distrofias musculares en etapas posnatales.
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8.- PERSPECTIVAS

8.1.- Funcionalidad de los sitios de union a Gata-4 sobre el promotor B

En éste trabajo hemos demostrado la presencia in vivo del factor de
transcripcion Gata-4 en dos regiones del promotor B que contienen secuencias
consenso para la union de este factor. Seria interesante demostrar la
funcionalidad de estos sitios de union y si la modulacion observada de Gata-4
sobre el promotor B es por interaccion directa o indirecta a los dos sitios consenso.
Asi mismo, experimentar con proteinas dominantes negativas de Gata-4 ayudaria

a entender mejor la funcion de Gata-4 en la regulacion del promotor B.

8.2.- Mecanismo por el cual Gata-4 y Mef2c ejercen un efecto sinérgico
sobre la modulacién del promotor B.

Como hemos observado en las transfecciones transitorias, Gata-4 y Mef2c
modulan de manera sinérgica la actividad transcripcional del promotor B, resulta
interesante desde el punto de vista mecanistico comprender este sinergismo. Dos
posibilidades por el cual puede llevarse acabo este sinergismo son :a) Que sea un
efecto sumatorio de ambos factores, cada uno modulando desde sus sitios de
unidn sobre el promotor B; b) Que ambos factores se encuentren modulando la
transcripcion desde el mismo sitio consenso, ya sea desde sitios de unién a Gata-
4 (-200pb o -573pb) o a Mef2c. Esto implicaria explorar interaccion directa entre

ambos factores de transcripcion.
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8.3.- Impacto de la expresion temprana de la proteinas SG sobre la
determinacion de nichos celulares precursores de musculo esquelético.

Resulta atractivo proponer, que la calidad de los nichos celulares de células
precursoras miogénicas presentes en el musculo esquelético adulto, determinen
caracteristicas clinicas en pacientes con distrofia muscular de cinturas; como por
ejemplo la edad de inicio de la debilidad muscular y la capacidad de este para
regenerar las fibras musculares dafadas. En este sentido, seria importante
evaluar durante el desarrollo embrionario y adulto, la calidad de estos nichos

celulares utilizando modelos animales deficientes de los genes sarcoglicanos.

8.4.- Analizar el patrén de expresion de el resto de los SG

Las explicaciones a las manifestaciones clinicas de las distrofias
musculares han estado carentes de la perspectiva embrionaria; esto es debido a
que se sabe poco del patron de expresidn de los componentes sarcoglicano
durante estadios embrionarios, mas aun de su posible participacion en este
periodo del desarrollo. Considerando que el complejo sarcoglicano juega un papel
muy importante en la fisiologia del musculo estriado adulto, tanto a nivel mecanico
como a nivel de sefalizacion, resultaria importante conocer el patrén de expresion
de los genes sarcoglicano y contribuir asi a un mejor entendimiento de la

fisiopatologia de las distrofias musculares.
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Background: Type 2D limb-girdle muscular dystrophy (LGM2D) is a progressive disorder caused by mutations in the alpha sar-
coglycan (a-SG) gene. In mice, the a-SG gene contains two promoters that regulate the expression of two different mRNAs (A
and B). However, their gene expression pattern during embryonic development has not been explored and their regulation by
myogenic and cardiogenic transcription factors has been only partially studied. Results: During embryonic development,
mRNA A and B of a-SG gene were initially detected in hypaxial muscles, heart, stomach, tongue, and mesenchymal cells,
which surround the dorsal region of the somites. Moreover, mRNA B was exclusively expressed in the floor plate and noto-
chord and in the interdigits of limbs. In vitro, MyoD and myogenin positively regulated the transcription of mRNA B during
skeletal myogenesis, whereas mRNA A was activated only for MyoD in differentiated skeletal muscle. In addition, Gata-4
together with Mef2c may regulate the expression of mRNA B in heart development, whereas Nkx2.5 and myocardin may acti-
vate expression of mMRNA A in the differentiated cardiomyocyte. Conclusions: The differential expression of «-SG mRNAs dur-
ing mouse embryonic development may be a consequence of the differential regulation of both promoters by myogenic and
cardiogenic factors. Developmental Dynamics 243:1416-1428, 2014. © 2014 Wiley Periodicals, Inc.
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1999; Hack et al., 2000). In addition, the primary deficiency of
one sarcoglycan is accompanied by the concomitant deficiency

Introduction

a-Sarcoglycan (a-SG), a transmembranal protein detected exclu-
sively in striated muscle, is a member of the sarcoglycan-
sarcospan complex (SG-SSPN), which is constituted by «, B, v, 9,
and sarcospan (Ervasti et al., 1990; Liu et al., 1997). In turn, these
proteins form a relevant subcomplex of the dystrophin-
associated protein complex. The importance of the SG-SSPN
complex lies in the fact that mutations in each SG gene cause
one type of limb-girdle muscular dystrophy (LGMD 2C-F) and
often are associated with cardiac affectations (Roberds et al.,
1994; Mizuno et al., 1995; Ozawa et al., 1998; Coral-Vazquez.,
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of the other sarcoglycans in the sarcolemma (Straub and Camp-
bell, 1997; Liu and Engvall, 1999). Moreover, LGMD 2D patients
with mutations in «-SG and null mice for this protein present
either a very mild cardiomyopathy or do not develop the disease.
Absence of cardiac affectations may be explained in part due to
the compensation of the absence of «-SG by its highly homolog
protein &-SG. This protein is part of an alternative SG-SSPN com-
plex formed by &, B, v, and 3-SG present in striated muscle and
other tissues including vascular smooth muscle (Liu et al., 1999;
Straub et al., 1999). Double mutant mice for a-SG and &-SG
developed muscular dystrophy and dilated cardiomyopathy (Lan-
cioni et al., 2011). Furthermore, it has been reported that lack of
«-SG in myogenic progenitor cells (MPCs) leads to absence of

Article is online at: http:/onlinelibrary.wiley.com/do0i/10.1002/dvdy.
24175/abstract
© 2014 Wiley Periodicals, Inc.
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Fig. 1.

Structure and expression of mouse a-SG gene in cardiac and skeletal muscle. A: Location of promoter A and promoter B in the 5’ region

of mouse a-SG gene. Promoter A induces transcription of mRNA A and promoter B directs transcription of mRNA B; the position of the primers
for QRT-PCR in the marinas A and B of a-SG gene is represented by — <. B: Relative expression of «-SG mRNA A and B in cardiac and skeletal
muscle of adult mouse tissue was carried out by RT-gPCR assays. C: Contribution of mRNA A and B for the expression of the a-SG gene in adult
cardiac mouse tissue. D: Schematic representation of embryos of E9.25, E10.5, and E12. Shaded areas indicate tissue regions from where mRNA
was extracted in each stage of development. E: QRT-PCR expression level analysis of both mRNAs of the a-SG gene using total RNA obtained
from skeletal and cardiac muscle of different development stages. Values were normalized against GAPDH expression, which was used as endog-
enous control and compared with the expression obtained in the adult stage. Bars indicate the mean = SD of three triplicate measurements of a

pool of 15 embryos for each stage. E, Embryonic day.

FGFR1 expression in the membrane cell, decreased cellular prolif-
eration, and, consequently, the myogenic commitment (Cassano
et al., 2011). These results highlighted the importance of the
tissue-specific  «-SG  gene regulation. In this regard,
Wakabayashi-Takai et al. (2001) described the presence of two
promoters in the a-SG gene in mice. One of these promoters
(downstream exon 1, promoter B) is activated during myotube
differentiation, unlike the other promoter (upstream exon 1, pro-
moter A) that shows a discrete activation during the same pro-
cess. Studies by our research group with the «-SG promoter B
show that during the differentiation of myogenic precursor cells
this regulatory sequence is composed of positive and negative regu-

latory elements. In this sense, we found that NFI-C2 and NFI-X2
transcription factors act as negative modulators of a-SG promoter
B activity in C2C12 myoblasts (Delgado-Olguin et al., 2004). In
addition, this promoter is tightly regulated by the action of several
distal regulatory E box elements, which exert a negative influence
on the transactivation potential of MyoD on the core promoter
(Delgado-Olguin et al., 2008). We later showed that Sox9 transcrip-
tion factor has a repressive activity on the a-SG promoter B in
C2C12 myoblasts, which is enhanced by Smad3 in a transforming
growth factor-B-dependent manner (Hernandez-Hernandez et al.,
2009). On the other hand, we found that MyoD transactivated the
«-SG promoter B during myotube differentiation (Delgado-Olguin
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E 9.25

E 10.5

Fig. 2. Expression of a-SG gene in early stages of murine development. Detection of mRNA induced for the activity of promoter A (long mRNA,
A-H) and the one directed for promoter A+ B (short mRNA, A'-H’) was carried out by in situ hybridization in embryos of E9.25 and E10.5 as
described in the Experimental Procedures section. Vibratome cuts more precisely show the location of the signal in cardiac tissue (C' and G’) and
notochord (D' and H’). Arrowheads indicate the ubication of the notochord. Experiments were done in triplicate with five embryos for each experi-

ment and with their respective negative control sense riboprobe. hr, heart.

et al., 2006). Together these studies show the importance of the a-
SG gene regulation by promoter B during C2C12 cell differentia-
tion. In contrast, it appears that a-SG promoter A exerts a slight
influence on the regulation of a-SG in this process (Wakabayashi-
Takai et al., 2001). The a-SG protein is expressed in adult skeletal
and cardiac muscle; therefore, it is possible that both promoters
may have different activities in these tissues. Additionally, fine reg-
ulation of this gene, as well as the other sarcoglycans, may be rele-
vant for the assembly of the distinct SG-SSPN complexes during
muscle differentiation (Zhu et al., 2001).

To better understand the regulation mechanisms of the a-SG
gene, using the MatInspector software, we searched for transcrip-
tion factor binding sites matching on the DNA sequence of pro-
moter A and promoter B. This analysis suggested that both
promoters may be modulated by different master regulatory tran-
scription factors of skeletal and cardiac muscle such as MyoD
and myogenin for skeletal muscle (Buckingham, 1992) and
Gata4, Nkx2.5, Mef2C, Tbx5, and Baff60C for cardiac muscle
(Srivastava, 2006). Many of these factors are expressed from the
early stage of striated muscle development (Buckingham, 1992;

Srivastava, 2006); therefore, it is possible that promoter A and
promoter B are regulated differently among themselves with
tissue-specific expression during embryonic development.

In this study, we determined the expression pattern of mRNA
A and mRNA B of the «-SG gene during mouse development.
Additionally, using transfection assays in C2C12 cells and 10T1/2
embryonic fibroblasts we identified that heart and skeletal muscle
tissue-specific transcription factors are able to transactivate pro-
moter A and promoter B of the a-SG gene.

Results

a-SG mRNA B Is Expressed More Abundantly Than
mRNA A During Mouse Embryonic Development

In humans and mice, the presence of the a-SG protein is exclu-
sively evident in mature striated muscle (Mizuno et al., 1993;
Yamamoto et al., 1994; McNally et al., 1994; Duclos et al., 1998);
moreover, in human 4-week embryos the mRNA of «-SG is
observed in heart and skeletal muscle precursor cells (Fouger-
ousse et al., 1998). In order to determine the expression levels of
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E12

E13

Fig. 3. Expression of «-SG gene in E12 and E13 of mouse develop-
ment. Detection of mRNA induced for the activity of the promoter A
(long mRNA, A-J) and the one directed for promoter B (short mRNA,
A'-J') was carried out by in situ hybridization in embryos of E12 and
E13 as described in the Experimental Procedures section. Long mRNA
(mMRNA A) is expressed in the precursor mesoderm of intercostal mus-
cle and precursor cells of muscles that surround the backbone (arrows
in C, H, and I); hybridization with the probe for short mMRNA (mRNA B)
showed a similar pattern of expression (arrows in C’, D', H’, and I') but
with more intensity. Vibratome cuts make evident the expression of
«-SG gene in the dermomyotome (D, D', |, and I') and cardiac atrium
and ventricle (E/, J, and J'). In addition, expression of the short mRNA
was also evident in interdigits of anterior and posterior limbs (arrow-
head). Both mRNAs are also expressed in the stomach of embryos of
E12 and E13 (asterisk in A, A’, F and F'). Experiments were done in
triplicate with five embryos for each experiment and with its respective
negative control sense riboprobe. hr, heart.

the a-SG gene in mouse adult striated muscle and murine
embryos at different stages of development, we performed QRT-
PCR assays. To analyze mRNA originating from «-SG gene pro-
moters A and B (Wakabayashi-Takai et al., 2001), we designed
two pairs of primers; the first one specifically identifies the lon-
gest mRNA that contains the uncoding exon 1 (mRNA A) and the
second pair of primers identifies mRNAs of «-SG gene (A -+ B)
because mRNA B is contained in the sequence of mRNA A (Fig.
1A).

mRNA analysis showed that mRNA A and mRNAs A + B were
more abundant in adult heart than in skeletal muscle (Fig. 1B). To
determine the contribution of mRNA A in the total values of
A+ B, we then subtracted the ACP of mRNA A from ACP of
mRNA A + B in the same type tissue. In this way, in cardiac mus-
cle, it was calculated that >91% of the measurement of A+ B
corresponded to mRNA B (Fig. 1C); therefore, we considered that
amplification with the second pair of primers was practically the
measurement of mRNA B. The same strategy was used to analyze
mRNA expression in embryonic and fetal mouse tissue. For
embryos of days E9.25, E10.5 and E12.0, the analysis was carried

out with total RNA obtained from the heart and tissue containing
skeletal muscle precursor cells (see dark areas in Fig. 1D). In fetal
mice of E14, E15.5, E17 and E18.5 days, skeletal muscle total
RNA was obtained from the limbs.

In developing heart, expression levels of mRNA A were very
low in comparison to adult cardiac tissue (Fig. 1E, top). In con-
trast, mRNA B was first detected at very low levels at E9.25 and
significantly increased its expression level at days E10.5, E12,
and E14, which corresponds with the highest rate of cardiomyo-
cyte proliferation (Sucov et al., 1994; Merki et al., 2005). Maxi-
mum peak expression was observed at E15.5 during growth of
the muscular interventricular septum (Rosenthal and Harvey,
2010). This level then decreased in the late fetal E17 and E18.5
stages (Fig. 1E, bottom).

In skeletal muscle, we detected low levels of mRNA A from
E9.25 to E14. The expression level then increased gradually from
E15.5 to E18.5 fetal stages (Fig. 1F, top). This suggests that the
promoter A may be positively regulated during a period marked
by extensive myotube formation (Ontell and Kozeka, 1984; Ontell
et al., 1988). Interestingly, mRNA B was first detected in embry-
onic stage from E12 with two peaks in E14 and E17 and with a
marked decrease in E15.5 and E18.5 (Fig. 1F, bottom).

Differential Expression Pattern of mRNA A and mRNA
B of the -SG Gene During Mouse Embryonic
Development

To analyze the gene expression pattern of mRNA A and mRNA B
of the a-SG gene, we performed whole-mount in situ hybridiza-
tion in different murine embryonic (E9.25, E10.5, E12, and E13)
and fetal (E15.5, E17, and E18.5) stages.

Differential expression between mRNA A and mRNA B was
observed at E9.25 (Fig. 2A and A’) and E10.5 (Fig. 2E and E').
These differences are seen in more detail in magnifications (Fig.
2B, B’, F and F') that were confirmed with the cross-sectional sli-
ces of the heart (Fig. 2 C, C’, G, and G’) and notochord (Fig. 2D,
D', H, and H') where only the signal to mRNA B was observed.
This observation is consistent with the QRT-PCR findings where
mRNA A was not detected at E9.25 and E10.5 in heart (Fig. 1E,
top) and with very low levels in skeletal muscle (Fig. 1F, top). In
addition, we did not observe an evident signal for «-SG mRNA A
or B in the somites of E9.25 and E10.5, which suggests that gene
expression in skeletal muscle precursor cells may occur in later
stages of myoblast determination (Rudnicki et al., 1993; Kassar-
Duchossoy et al., 2004).

mRNA A and mRNA B expression of the a-SG gene was
observed in the skeletal muscle of E12 and E13 embryos (Fig. 3A,
A’, F, and F'). Both RNAs were observed in a dorsal-medial posi-
tion that resembles the intercostal muscle between the limbs
(arrows in Fig. 3C, C, H, and H'), although mRNA B signal was
more intense than the one obtained for mRNA A. In this regard,
mRNA B was also evident as a strong signal in a different dorsal
region from the intercostal muscles (Fig. 3A, A’, F, and F'; arrow-
heads in Fig. 3C, ', H, and H’).

Expression of both mRNAs was evident as well in areas that
may be related to lateral myotome, dorsolateral dermomyotome,
and mesenchymal cells that surround the dorsal region of the
somites (arrows in Fig. 3D, D/, 1, and I'). Additionally, we found
expression of mRNA B in interdigits of both forelimb and hind-
limb from E12 to E13 embryos (arrowheads in Fig. 3A’, D/, and
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Skeletal Muscle

~mRNA A mRNA A+B E18.5

mRNA A mRNA A+B

Fig. 4. «-SG gene is expressed in E15.5, E17, and E18.5 of fetal skel-
etal muscle. Detection of «-SG mRNA induced for the activity of the
promoter A (long mRNA, A-C, G,H) or promoter B (short mRNA, D-F,
I,J) was carried out by in situ hybridization as described in the Experi-
mental Procedures section. mMRNA A was evident in bundles of skeletal
muscle limbs of E15.5, E17, and E18.5 (A-C). A signal for short mRNA
(mMRNA B) was also present in skeletal muscle of E15.5, E17, and
E18.5 (D-F). The presence of both mRNAs was confirmed by in situ
hybrization on skeletal muscle E18.5 embryonic sections (MRNA A: G;
mRNA B: ), which was more evident in the magnified images (red
boxes; H, J). Experiments were done in triplicate for each experiment
and with its respective negative control sense riboprobe (-) (H,J ).

F). Stomach and tongue were also marked with both mRNAs of
«-SG gene; stomach from E12 to E15.5 (asterisk in Fig. 3A, A', F,
and F') and tongue from E13 to E15.5 (data not shown).

In the heart, mRNA A expression was first observed in ventric-
ular regions of E13 embryos (Fig. 3J), whereas mRNA B was
expressed in atrium and ventricle in both E12 and E13 embryos
(Fig. 3B, E, G, and J').

At later development stages (E15.5 to E18.5), the bundle of
muscle fibers of limb skeletal muscle was marked with both
riboprobes; however, mRNA B signal (Fig. 4D-4F) was more evi-
dent than mRNA A signal (Fig. 4A-4C). mRNA transcript B
showed an evident expression in myogenic stem cells isolated
from newborn mouse skeletal muscle (see Fig. 6A). With respect
to heart, as in skeletal muscle, mRNA B signal was more intense
than the one observed for mRNA A and was observed preferen-
tially in the ventricular region (Fig. 5A-5F). In addition, the pres-
ence of both transcripts was also evident in skeletal muscle and
heart sections of E18.5 embryos (Figs. 4G-4J and 5G-5J).

The in situ hybrization assays with the sense riboprobes (nega-
tive controls) did not yield any signal (Figs. 4H, J and 5J-L). In
situ hybridization showed differences in the expression pattern of
both mRNAs during mouse embryonic development, suggesting
that modulation of the regulatory sequences that direct the tran-
scription of mRNA A and mRNA B may be mediated for different
transcription factors. These differences in the expression pattern
are summarized in Table 1.

Promoters A and B of a-SG Gene Are Regulated by
MyoD, Myogenin, and Sox9 During C2C12 Cell
Differentiation

Because we observed that the «-SG gene was expressed in
embryonic skeletal muscle, we decided to investigate the expres-
sion of the a-SG gene during in vitro skeletal muscle differentia-
tion. We utilized murine myoblast cell line C2C12 as a

Cardiac Muscle

mRNA A mRNA A+B Heart E18.5
A D mRNA A mRNA A+B

E17 E15.5

E18.5

[o4 F‘

Fig. 5. «-SG gene is expressed in E15.5, E17, and E18.5 of fetal car-
diac muscle. Detection of «-SG mRNA induced for the activity of the
promoter A (long mRNA, A-C) or promoter B (short mRNA, D-F) was
carried out by in situ hybridization as described in the Experimental Pro-
cedures section. mMRNA A and B were evident in cardiac tissue of E15.5,
E17, and E18.5, but the signal observed for the latter was stronger (D~
F). The presence of both mRNAs was confirmed by in situ hybrization
on cardiac muscle E18.5 embryonic sections (MRNA A: G; mRNA B: 1),
which was more evident in the magnified images (red boxes; H, J).
Experiments were done in triplicate for each experiment and with its
respective negative control sense riboprobe (-) (H,J).

differentiation model. Expression of both mRNAs of the o-SG
gene together with MyoD, myogenin, and Sox9 were analyzed
during different stages of myogenic differentiation by RT-PCR.
MyoD and myogenin are two members of a family of myogenic
regulatory factors (MRFs) (Funk et al., 1991). In addition, MyoD
is a master regulator of skeletal myogenesis and has the ability to
initiate the myogenic program in myoblasts, fibroblasts, and a
variety of other cell types (Davis et al., 1987; Edmondson and
Olson, 1989; Weintraub et al.,, 1989; Miller, 1990; Kanisicak
et al., 2009). On the other hand, our group proposed that Sox9 is
responsible for preventing precocious activation of «-SG gene
expression during myogenic differentiation (Hernandez-Hernan-
dez et al., 2009).

MyoD and myogenin were detected in C2C12 myoblasts (MB)
and their expression level increased in the later differentiation
stages of the C2C12 cells (Fig. 6A). In contrast, Sox9 expression
was gradually downregulated during cell differentiation. In this
regard, mRNA B was detected in MB and its expression increased
during myogenesis of C2C12 cells (Fig. 6A) (Noguchi et al., 1999;
Hernandez-Hernandez et al., 2009). Additionally, mRNA A was not
detected in MB, but its expression was evident from myotubes of 1
day of differentiation (MT1) to MT6 with a peak in MT4 (Fig. 6A).
In order to also determine the expression of all markers in a pri-
mary culture, we analyzed by RT-PCR the total RNA obtained from
cultured myogenic stem cells noninduced and induced to differenti-
ate (Fig. 6A). Foremost, to confirm the presence of myogenic cells
in the isolated stem cells, expression of Myod, Pax3, and Pax7,
markers characteristic of this cell type (Lu et al., 2008; Gharaibeh
et al., 2008), was analyzed. Both differentiated and undifferentiated
cells showed the expression of the markers although there was an
evident reduction in the expression of Pax 7 in differentiated cells.
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Fig. 6. Modulation of a-SG promoters by MyoD, myogenin and Sox9 during myotube differentiation. A: Total RNA from C2C12 and mouse myo-
genic stem cell myoblasts (MB) and myotubes of 1 (MT1), 2 (MT2), 3 (MT3), 4 (MT4), 5 (MT5), and 6 days (MT6) of differentiation was obtained to
analyze by RT-PCR the expression of MyoD, myogenin, Sox9, and both mRNAs of the «-SG gene (A and B). The expression of Pax 3 and Pax 7
was also analyzed in the myogenic stem cells. B: Schematic diagram of the «-SG promoter presenting the cloned portions of promoters A (3,113
bp, pA3113LUC) and B (2,605 bp, pB2605LUC) in the pGL3-Basic expression vector and indicating the presence of the putative distal E-boxes.
pGL3-Basic vector without any insert was used as a negative control. These constructs were transiently transfected into C2C12 and fibroblast
(10T1/2) cells and the luciferase activity was evaluated as described in the Experimental Procedures section. C: C2C12 cells were transiently co-
transfected with promoter A (pA3113LUC) or B (pB2605LUC) and plasmids encoding MyoD, myogenin, or Sox9. Values of luciferase activity
obtained with promoter A or B alone. Bars represent the mean = SD of at least three independent experiments performed in duplicate. *P<0.05

was determined by the Mann-Whitney U-test.

Likewise, expression of myogenin and Sox9 was also evident in
both conditions. Regarding mRNA A, it was expressed at a very
low level in noninduced cells, but after differentiation its expression
increased notably. In the case of mRNA B, its expression was evi-
dent in both conditions and there was a slight increment in the dif-
ferentiated cells.

Once it was established that both mRNAs of the a-SG gene
were expressed during in vitro myogenic differentiation, we then
proceeded on to evaluate the a-SG gene promoter A and pro-
moter B activity during in vitro myogenic differentiation. For this
purpose, both promoters were cloned to direct the expression of
the luciferase reporter gene (Fig. 6B) and transiently transfected
in C2C12 and 10T1/2 cells. Neither promoter showed activity
when transfected into 10T1/2 fibroblast but responded to the
myogenic environment during differentiation of C2C12 cells
(Fig. 6B). Basal luciferase activity was seen in C2C12 myoblast,
mainly with promoter B (pB2605LUC). This activity coincided
with the presence of mRNA B in this stage (Fig. 6A). In myotubes
of 2 and 4 days (MT2 and MT4) of differentiation, the luciferase
activity increased considerably in a time differentiation manner.
Moreover, luciferase expression directed by promoter A

(pA3113LUC) was always lower than induced by pB2605LUC
(Fig. 6B), corresponding with mRNA levels detected by QRT-PCR
assays during mouse development (Fig. 1F). Subsequently, the
effect of myogenic regulators was determined over both pro-
moters of the a-SG gene. C2C12 cells in different stages of differ-
entiation were cotransfected with construct pA3113LUC or
pB2605LUC and clones expressing MyoD, myogenin, or Sox9.
MyoD and myogenin positively modulated the activity of both
promoters in a similar form in all stages of differentiation (Fig.
6C). In contrast, Sox9 induced a negative modulation activity
over both promoters in all stages of differentiation (Fig. 6C).
These results suggest that MyoD, myogenin, and Sox9 regulate
the expression activity of the «-SG gene in vivo and may
explain, in part, its expression pattern in embryonic
development.

Cardiogenic Transcription Factors Modulate Promoters
of the a-SG Gene

Another interesting finding was that «-sarcoglycan was
expressed in mouse embryonic heart (Figs. 2, 3, 5). To determine
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TABLE 1. Summary Expression Pattern of mRNA A and mRNA B of a-SG Gene During Mouse Development?
Stage (E) 9.25 10.5 12.0 13.0 15.5 17.0 18.5 Adult
Heart e e
Skeletal muscle 7 e e
Notochord -

DMC ' PEREERRORORORTT
Interdigit 7
Stomach d ................................. ND
................................... ND
Tongue b ND
.................................. ND
#DMC, dorsal mesenchymal cells; mRNA A (y); mRNA B (v); ND, not determined.

if cardiogenic transcription factors modify the activity of both a-
SG promoters, 10T1/2 fibroblasts were transiently cotransfected
with pA3113LUC or pB2605LUC and plasmids encoding transcrip-
tion factors Nkx2.5, Mef2c, Gata-4, Tbx-5, Baf60c, and myocar-
din. In an independent manner, Nkx2.5, Gata-4, and myocardin
significantly increased the basal activity of promoter A (Fig. 7A).
Regarding promoter B, these same transcription factors plus Mef2c
and Baf60 induced an increase of its activity; nevertheless, Gata-4
was the transcription factor that increases its activity with major
intensity (=11.7-fold). To further investigate whether Gata-4 are
recruited to the a-SG promoter B in vivo, we carried out chromatin
immunoprecipitation (ChIP) assays with the heart of E17 embryos
and anti-Gata4 antibody. We used the immunoprecipitated DNA
as a template for amplification and primers that include the Gata-
4 binding sites at —200 and —573 bp present in the a-SG pro-
moter B. As negative control, we also amplified a portion of the
distal a-SG exon 4. Gata-4 binding sites were enriched from
immunoprecipitated chromatin using anti-Gata-4 antibody, but
not with an IgG (Fig. 7D). Tbx-5 did not have a significant influ-
ence over both promoters (Figs. 6B and 7A). The synergic activity
of Gata-4 with other transcription factors in the cardiac-specific
gene regulation has been widely documented (Stennard et al.,
2003; Maitra et al., 2009). In this regard, 10T1/2 cells cotransfected
with pB2605LUC and Gata-4 were also transfected together with
Nkx2.5, Mef2c, Tbx-5, Baf60c, or myocardin. Only Mef2c showed
a synergic activity with Gata-4 because promoter B activity was
increased 2.7 times over that with just Gata-4 (Fig. 7C). On the
other hand, the synergic effect of these cardiogenic factors with
Nkx2.5 on the activity of pA3113LUC was investigated, but there
was no significant effect (data not shown).

Discussion

Mutations in the a-SG gene that produce the absence or defi-
ciency of the protein are associated with limb-girdle muscular
dystrophy (Ervasti et al., 1990; Roberds et al., 1994; Liu et al,,
1997). In mice, expression of the a-SG gene is regulated by two
promoters that produced two mRNAs that codify for the same
protein structure (Wakabayashi-Takai et al.,, 2001). Here we
reported for the first time the expression of two mRNAs (A and B)

of the «-SG gene in mouse development and during in vitro skel-
etal muscle differentiation in addition to their regulation by myo-
genic differentiation markers as MyoD and myogenin, myogenic
repressor Sox9, and cardiogenic transcription factors.

Our data indicated that mRNA B is more abundant than mRNA
A in skeletal and cardiac muscle, representing >91% of the total
expression of mRNA of the «-SG gene. In addition, during mouse
development the expression of mRNA B preceded the expression
of mRNA A. The same was observed during in vitro differentia-
tion of C2C12 cells where mRNA B was evident from myoblast to
myotubes; in contrast, mRNA A was detected only in myotube
stages and was always less abundant.

Gene expression analysis by QRT-PCR and in situ hybridiza-
tion showed an early expression of mRNA B in E9.25 in the floor
plate and notochord that disappears together with the notochord
in E10.5. This expression was similar to the one observed for Gli
genes, which, in turn, regulate the expression of genes tran-
scribed in the floor plate and notochord (Sasaki et al., 1997; Lee
et al., 1997; Ruiz i Altaba, 1998; Epstein et al., 1999). Further-
more, the Sonic hedgehog (SHH) protein, a specific marker of the
floor plate and notochord, modulates the expression of Gli genes.
In a computer analysis, we observed that promoter B of the a-SG
gene contains three potential binding sites for the Gli transcrip-
tion factors. Because of this, it is possible that promoter B of the
«-SG gene may be a downstream target of SHH signaling path-
way in the floor plate and notochord.

In E12 and E13, both mRNAs were observed in the hypaxial
muscles, which emerged from the lateral myotome and dorsolat-
eral dermomyotome (Wilson-Rawls et al., 1999). These muscles
lead to the establishment of the intercostal and limb musculature
that expresses MyoD and myogenin (Buckingham, 1992; Wood
et al., 2013). Interestingly, mRNA B showed a dynamic expression
during embryonic development of skeletal muscle with two peaks
of expression at E14 and E17 followed by a dramatic downregu-
lation. These two peaks of expression are preceded by the pres-
ence of a high density of satellite cells expressing MyoD in limbs
of E12.5 (Wood et al.,, 2013) and in cells of forelimbs at E14
(Sassoon et al., 1989). Likewise, our results showed an evident
expression of mRNA B in myogenic stem cells isolated from
newborn mice and may partially explain the expression peaks.
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Fig. 7. Cardiogenic transcription factors positively regulate the promoters of mouse «-SG gene in 10T1/2 cells. Co-transfection assay of
pA3113LUC (A) or pB2605LUC (B) with constructs expressing cardiogenic transcription factors Nkx2.5, Mef2c, Gata-4, Tbx-5, Baf60c, and myo-
cardin. C: Co-transfection assay of pB2605LUC with different combinations of constructs expressing distinct cardiogenic transcription factors.
Bars represent the means = SD of at least three independent experiments performed in duplicate. *P < 0.05 was determined by the Mann-
Whitney U-test. D: Schematic diagram of the «-SG promoter B indicating the presence of Gata-4 boxes amplified from immunoprecipitated heart
E17 embryo chromatin. Chromatin immunoprecipitated with anti-Gata-4 antibody was used as a template for PCR amplification of the DNA indi-
cated regions. PCR products were not obtained from chromatin immunoprecipitated with an IgG.

Moreover, mRNA A showed a low expression level in myogenic
stem cells induced to differentiate. This tendency in the expres-
sion level among mRNA A and B was also observed in the
embryos of different stages and C2C12 cells. Coincidentally, data
of the transient transfection suggest a higher activity of promoter
B in comparison with promoter A.

In this regard, the transient transfection assays in C2C12 cells
and 10T1/2 fibroblast suggested a skeletal muscle-specific
expression of the gene. Furthermore, we previously reported that
MyoD interacts with general transcription factors TFIID and TFIIB
in the a-SG core promoter B, which modulates the mRNA B of
the a-SG gene during myogenesis of C2C12 cells (Delgado-
Olguin et al., 2006). In the present study, our data showed that
MyoD and myogenin exert a positive regulation over promoter B
during C2C12 differentiation. On the other hand, promoter A was
modulated significantly by MyoD in the myoblast stage. There-
fore, in silico analysis of promoter A showed that its sequence
contains seven potential E-boxes that may interact with MyoD to

regulate the promoter. From these results, together with the
expression pattern of MyoD and myogenin during mouse
embryogenesis (Sassoon et al., 1989; Buckingham, 1992), it may
be proposed that these transcription factors regulate expression
of the a-SG gene as muscle differentiation progresses. Interest-
ingly, we observed in fibroblasts that Mef2c and Baf60c posi-
tively regulate the a-SG promoter B because these transcription
factors are also expressed in myotome (Edmondson et al., 1994;
Lickert et al., 2004), it may contribute to the transcription of the
gene during skeletal muscle differentiation.

Regarding the downregulation of the mRNA B at E15.5 and
E18.5, several studies have proposed that miRNAs may regulate
the myogenic program. In this sense, mRNA may be targeted by
miRNAs as indicated by the prediction performed with the algo-
rithms TargetScan (http://www.targetscan.org), Diana-MicroT3.0
(http://diana.cslab.ece.ntua.gr), and miRanda (http://www.micro-
rna.org). These algorithms suggest that the 3'UTR of mRNA B of
the a-SG gene have one single target canonic site for miR27a/b
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type 7mer-1A in the seed match (Bartel, 2009). In this regard, it
has been reported that miR27a/b are expressed in embryonic
skeletal muscle and downregulate genes involved in skeletal
myogenesis (Allen and Loh, 2011; Crist et al., 2009; Huang et al.,
2012).

Moreover, our data showed that Sox9 negatively modulates both
promoters of the a-SG gene in C2C12 cells. We previously reported
that NF1-2C and Sox9 bind promoter B in myoblast to downregu-
late mRNA B expression (Delgado-Olguin et al., 2004; Hernandez-
Hernandez et al., 2009). Additionally, our experiment suggests that
Sox9 has the capacity to downregulate expression of the a-SG
gene during all distinct stages of differentiation in C2C12 cells. This
mechanism of repression may be relevant during the formation of
the digits of the limbs in E12 and E13 embryos because mRNA B is
expressed only in interdigits but not in the development of digits of
the forelimb and hindlimb. This observation is supported by the
fact that Sox9 represses muscular genes and activates chondrogenic
genes in the digits of the limbs (Bi et al., 1999; Cairns et al., 2012).
However, it is reasonable to speculate that other transcription fac-
tors present in the interdigital regions may promote expression of
mRNA B. In addition, a previous study reported the activity of the
y-sarcoglycan (y-SG) gene promoter in the distal ridge of the auto-
pod of the forelimb and hindlimb from E10.5 to E13.5 embryos
(Noguchi et al., 2001). On this basis, it is possible to suggest the
existence of one sarcoglycan complex during the autopod morpho-
genesis of the limb development.

In situ hybridization in heart indicated that mRNA B was
expressed in early morphogenetic states, from S-shaped looped
heart at E9.25 to morphologically mature heart at E18.5 embryos,
whereas the signal for mRNA A was observed in cardiac tissue
from E13 embryos when interventricular septation was advanced
and differentiation and proliferation processes of cardiomyocytes
are increased (Figs. 2 and 3) (Sucov et al., 1994; Merki et al.,
2005). In this regard, all cardiogenic transcription factors ana-
lyzed in this study are expressed in the cardiac crescent stage
(Lints et al., 1993; Wang et al., 1996; Reecy et al., 1999; Wang
et al., 2001; Lickert et al., 2004). Expression of both mRNAs was
mainly observed in the myocardium and endocardium ventricu-
lar, and slightly in atria. Coincidentally, Nkx2.5, Gata4, Mef2c,
Baf60c, myocardin, and Tbx-5 are also expressed in these struc-
tures during cardiac morphogenesis (Lickert et al., 2004; Wang
et al.,, 2001; Takeuchi et al., 2007; Yoshimura et al., 2009; Nagy
et al., 2010; Greulich et al., 2011; Schachterle et al., 2012).

According to an in silico analysis (Matlnspector: www.
genomatix.de/), it was determined that cardiogenic transcription
factors Nkx2.5, Mef2c, Gata-4, and Tbx-5 (Hiroi et al., 2001; Sri-
vastava, 2006; Schlesinger et al., 2011) have potential binding
sites on promoter A and promoter B of the a-SG gene. Our assays
of transient transfection in 10T1/2 fibroblast indicate that in
vitro, Nkx2.5, Gata-4, and myocardin positively modulate the
transcription of promoter A and B. This suggests that the specific
expression in cardiac tissue of both mRNAs could be mediated, in
part, by these cardiogenic factors. Nkx2.5 and myocardin may
also participate in the expression and regulation of mRNA A and
B in the embryonic stomach because these factors also are present
in this structure at E12.5 and E13.5 embryos (Lints et al., 1993;
Reecy et al., 1999; Wang et al., 2001).

Promoter B was also positively regulated by Mef2c and Baf60c.
Baf60c is a subunit of the remodeling chromatin complex Swi/
Snf-like BAF (Brgl/Brm-associated factor) ATP-dependent,
which is expressed in the heart and together with Thx5 was

required in vivo for full differentiation into contracting cardio-
myocytes (Wang et al., 1996; Lickert et al., 2004; Takeuchi et al.,
2007; Takeuchi and Bruneau, 2009). This result presents the pos-
sibility that the a-SG promoter B recruits the remodeling chroma-
tin complex through Baf60c. Furthermore, Mef2c is a
transcriptional regulator of genes during embryonic ventricle
development (Phan et al., 2005). These two transcription factors
may induce promoter B activity during early heart development
as observed in our in situ hybridization analysis.

Interestingly, we observed strong luciferase activity mediated by
Gata-4 on promoter B but not on the activity from promoter A.
Furthermore, the presence of the transcription factor on two
regions (—200 and —573 bp) of the promoter B from the heart of
E17 embryos immunoprecipitated with anti-Gata-4 was observed
in vivo. Gata-4 is expressed during cardiac development with sig-
nificant participation in cardiomyocyte differentiation, prolifera-
tion, and survival, and its deficiency is associated with congenital
heart defects (Arceci et al., 1993; Grepin et al., 1995; Molkentin
et al., 1997; Pehlivan et al., 1999). To regulate transcription during
heart development, Gata-4 binds in promoter regions. It has been
shown that it interacts with various transcription factors and
members of complex chromatin remodeling such as Nkx2.5, Thx5,
Mef2c, and Baf60c (Durocher et al., 1997; Morin et al., 2000; Lick-
ert et al., 2004). We also showed a synergic effect of activation on
promoter B mediated by Gata-4 with Mef2c, but not with Nkx2.5,
Tbx5, Baf60c, or myocardin. This synergy can be through a bind-
ing consensus site located along the 2.6-kB region of promoter B.
This promoter contains two canonic binding sites to Mef2c and
three for Gata-4; however, it would be important to determine the
functionality of this consensus site as it may modulate the tran-
scription of a-SG mRNA B during heart development.

In summary, we describe for the first time the temporal-spatial
expression of both mRNAs of the a-SG gene during different
stages of mouse development. Our results indicate an early
expression of a-SG, mainly in skeletal and cardiac muscle pre-
cursor cells during embryogenesis. In addition, the data suggest
that both promoters of the a-SG gene are subjected to specific
regulation mechanisms in striated muscle development by inter-
acting differently with myogenic and cardiogenic transcription
factors. Together these outcomes suggest the early presence of
the a-SG protein and the significant role that it may play in the
initial phases of striated muscle development. Furthermore, its
expression, along with the other members of the sarcoglycan
complex, may be relevant to the development of myogenic and
cardiogenic structures. In this regard, it has been reported that
the deficiency of a-SG reduces the proliferative capacity of myo-
genic progenitor cells in both humans and mice (Cassano et al.,
2011). Consequently, it would be relevant in future investigations
to delve further into the impact that early expression of a-SG
protein during striated muscle development may have on the
determination of satellite cell niches and its contribution to the
pathophysiology of muscular dystrophy in postnatal stages.

Experimental Procedures

Ethics Statement

All procedures were conducted in accordance with the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals of the Institute of Labo-
ratory Animal Resources of the United States as approved in
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Mexico by the National Academy of Medicine (http://www.nal.
usda.gov/awic/pubs/noawicpubs/careuse.htm).

Animals

Experiments were carried out in adult and embryonic CD1 mice.
Embryonic specimens were obtained from embryonic day (E)
9.25, E10.5, E12, E13, E14, E15.5, E17, and E18.5.

Isolation of RNA and RT-PCR Assays

Total RNA extractions from mouse embryos at different stages of
development, cardiac and skeletal muscle of adult mice and
C2C12 myoblasts (MB), and 6-day differentiation myotubes
(MT6) and satellite cells were performed using TRIzol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA). cDNA was obtained by reverse
trnscriptase from 3 pg of total RNA using a first-strand synthesis
kit (Invitrogen). cDNA was then amplified and detected by SYBR
Green-based (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) RT-PCR
(QRT-PCR) assays with the LightCycler 480 II Real-Time PCR Sys-
tem (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). The expression
analysis of «-SG, MyoD, myogenin, and Sox9 genes was
performed using the following oligonucleotides: «-SG mRNA A
forward 5'-ATGGAAACCTGAACTGAGACAT-3" and reverse 5'-
TAGGTGTAAAGTTGTCTGCTGG-3'; a-SG mRNA A +B forward
5'-GGCAGCAGCAGTAACTTGGATAC-3" and reverse 5'-CTGTGA
CCTCGATGACTTGGTAC-3; MyoD forward 5-CCCCGACGG
CTCTCTCTGCT-3' and reverse 5'-TCACTTTGCTCAGGCGGCGG-3';
myogenin forward 5-CACAGCGCCTCCTGCAGTCC-3' and reverse
5'-CGCTGGGCTGGGTGTTAGCC-3'; Sox9 forward 5-GGGCTC
GCGTATGAATCTCCT-3'and reverse 5-GACCACCCCGATTACAA
GTAC-3'; Pax7 forward 5-GACTCCGGATGTGGAGAAAA-3" and
reverse 5'-GAGCACTCGGCTAATCGAAC-3; and Pax3 forward 5'-
ATTCCTTCGAACGCAGACAG-3and reverse 5-ACCGTGGTTGGT
CAGAAGTC-3'.

RT-PCR conditions were pre-incubation for 5 min for at 95°C
followed by 40 cycles, each round consisting of denaturation for
10 sec at 95°C, alignment 10 sec at 72°C, and extension 15 sec at
72°C and final extension of 7 min at 72°C. To normalize RT-PCR
values we amplified the GAPDH gene using the following
primers: forward 5-ATCCCATCACCATCTTCCAG-3'; reverse 5'-
TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3'.

Synthesis of cRNA Probes and In Situ Hybridization

cRNA probes were generated by cloning two ¢cDNA fragments of
«-SG gene in pGEM-T Easy Vector Systems (Promega, Madison,
WI). The templates were then digested with Nco I or Pst I enzymes
(New England Biolabs, Ipswich, MA). Antisense and sense ribop-
robes were transcribed in vitro in the presence of digoxigenin-
UTP (Roche Applied Science) using T7 or SP6 RNA polymerase
(Invitrogen). Riboprobes were purified by ethanol precipitation
using as a carrier yeast tRNA (Invitrogen). For in situ hybridiza-
tion, the following riboprobes were used: a-SG-173, which
hybridizes with exon 1 of mRNA A of the «-SG gene and the
riboprobe a-SG-447, which hybridized from exon 2 to exon 6 of
both mRNA A and mRNA B. Whole-mount in situ hybridization
was performed in embryos as well as fetal hearts and limbs (Chi-
mal-Monroy et al., 2002). All specimens were hybridized with
sense or antisense probes. Embryos and fetal tissue were fixed
overnight in freshly prepared 4% formaldehyde and dehydrated

in a methanol:PBT (PBS with 0.1% Tween-20) graded series and
stored in absolute methanol at —20°C until used. After dehydra-
tion and permeabilization, embryos were treated with 35 pg/mL
proteinase K (PK) for 10 min at 0°C, incubated 20 min at 10°C
and, finally, depending on the embryonic development stage,
incubated for 20-40 min at 15°C. Hybridization of the specimens
with the cRNA probe was done at 65°C and later the specimens
were washed at 68°C. Signal hybridization was visualized with
BM purple substrate for alkaline phosphatase (AP) (Roche). The
reaction was developed for at least 4 hr depending on the devel-
opmental stage of the embryo. After photographing the speci-
mens, they were cut into 70-pum slices with a vibratome to
observe the details of the signal in the embryonic structure. For
section in situ hybridization, fetal heart and limbs were embedded
in paraffin and 10-pm sections were collected. Hybridization of
the anti-sense or sense probe was made at 65°C overnight. After
washing, the sections were incubated with anti-DIG antibody-
coupled alkaline phosphatase and DIG-labelled molecules were
detected using purple BM.

Constructs and Plasmids

The 5'-flanking sequence of exon 1 of the a-SG gene spanning
—3,113/4-28 bp of promoter A was amplified by PCR from mouse
genomic DNA and cloned upstream of the reporter gene lucifer-
ase into a Kpnl site of pGL3-Basic vector (Promega) to generate
the construction pA3113LUC. Primers used to amplify this
sequence were as follows: forward 5-GCGCGGTACCTACTGG
AGTGCTGACAGATGA-3" and reverse 5-GCGCGGTACCTGTGCC
CAGATCACCTTGATATC-3'. The integrity of the clone was con-
firmed by DNA sequencing. The construction pB2605LUC con-
taining —2,605/+4 bp of promoter B was previously reported as
construction F1B by our group (Delgado-Olguin et al., 2006). The
constructions pQBI-MyoD and pMyogenin, which encode for
MyoD and myogenin proteins, respectively, were kindly provided
by Dr. Bulmaro Cisneros (Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del IPN, Mexico City). pcDNA N-Myc-Sox9 plasmid
was used previously by our group (Hernandez-Hernandez et al.,
2009). The plasmid encoding for Nkx2.5, Mef2c, Gata-4, Thx-5,
Baf60c, and myocardin proteins were kindly provided by Dr.
Benoit G. Bruneau (Gladstone Institute of Cardiovascular Disease,
San Francisco, CA).

Satellite Cell Primary Cultures

Myogenic cell isolation was performed as previously described
Gharaibeh et al., (2008) with minor modifications. Briefly, skele-
tal muscle was obtained from the forelimbs and hindlimbs of
mice sacrificed at 14-20 days of age. Cells were isolated through
a series of enzymatic dissociations; 0.2% of collagenase type II
(Invitrogen) for 1 hr, 2.4 U/ml of dispase (Invitrogen) for 45 min,
and 0.1% of trypsin-EDTA (Invitrogen) for 30 min. The entire
digestion process was performed under stirring at 37°C. After
enzymatic dissociation and straining of the digestion product
through a 40-pum cell strainer, the cells were centrifuged and
resuspended in proliferation medium [DMEM/F10 supplemented
with 10% FBS (Invitrogen), 10% horse serum (Invitrogen), 0.5%
chick embryo extract (US Biological), and 1% penicillin-
streptomycin (Invitrogen)]. The suspension was then plated on
collagen-coated dishes and myoblasts were enriched by replating
(Lu et al., 2008). To induce differentiation of the myogenic cell,
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the cultures were placed into differentiation medium (DMEM sup-
plemented with 5% FBS and 1% penicillin-streptomycin).

Cell Culture and Transfection

C2C12 cells and 10T1/2 fibroblast were grown in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal
bovine serum and 1% antibiotics-antimycotics. To induce differ-
entiation in C2C12 cells grown, medium was replaced by DMEM
medium supplemented with 1% horse serum and 1% antibiotics-
antimycotics (Invitrogen).

C2C12 and 10T1/2 cells seeded in six-well plates at a density
of 200,000 and 500,000 cells, respectively, were transiently trans-
fected using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Cells were trans-
fected with 1 pg of each promoter constructs or co-transfected
with 0.5 ug of MyoD, Myogenin, Sox9, Nkx2.5, Mef2c, Gata-4,
Tbx-5, Baf60c, and myocardin encoding vectors. In all assays,
300 ng of pRL/CMV Renilla reniformis luciferase vector (Prom-
ega) was cotransfected for normalization.

Dual-Luciferase Assay

C2C12 cells transfected were harvested as 24-hr myoblasts (MB)
or as myotubes with 2 (MT2) and 4 (MT4) days of differentiation,
whereas 10T1/2 fibroblasts were harvested 48 hr post-
transfection. Luciferase activity was assessed using the Dual
Luciferase Reporter Assay System (Promega) according to the
manufacturer’s instructions in a TD-20/20 luminometer (Turner
BioSystems, Sunnyvale, CA).

ChIP Assay

Chromatin was isolated from cardiac tissue of E17 embryos
according to the Magna ChIP G Tissue Kit (Millipore) protocol.
Chromatin was sonicated and subjected to inmunoprecipitation
with 5 pg of anti-Gata4 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA) or anti-IgG antibody (Santa Cruz Biotechnology). Cross-
linking was reversed and DNA was purified and used as template
for PCR amplification. Amplified fragments include binding sites
for Gata4 on the promoter B (—200 bp and —573 bp). Primers
used were Gata4-200 F 5 CAAAGCAGGCAAACAGACAA 3/,
Gata4-200 R 5 CTGACTCTGGGGTGGACACT 3/, Gata4-573 F 5’
CACACAGAGTCCTGGGTTCA 3/, and Gata4-573 R 5 GCTGGCC
TCAAACATGCTAT 3'. As a negative control, exon 4 of a-SG was
amplified with the following primers: a-SGE4F: 5'-ACTGTCCGA
CTCACCTACCA-3' and o-SGE4R: 5-TGACTTGGTACCCACG
ATCT-3'. PCR conditions were as follows: 1 cycle at 95°C for 3
min, 34 cycles at 95°C for 30 sec, 63°C for 30 sec, 72°C for 30
sec, and a final extension at 72°C for 7 min.

Statistical Analysis

For data from the fold of activation of luciferase, Mann-Whitney
U-test was applied to compare differences between transactions
with promoter A or B and their contransfections with different
transcription factors. P<0.05 was accepted as statistically
significant.
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ABSTRACT

Adult and embryonic laboratory rats have been used as a mammalian
model organism in biomedical research, descriptive and experimental car-
diac embryology, and experimental teratology. There have been, however,
considerable variations and discrepancies concerning the developmental
staging of the rat embryo in the reported literature, which have resulted
in several controversies and inconsistencies. Therefore, we carried out a
careful anatomical and histological study of rat cardiac morphogenesis
from the premorphogenetic period to the mature heart in a newborn pup.
A correlation between the chronology and morphological features of
the heart and embryo or newborn was made. We provide a simple and
comprehensive guide relating the developmental timing and fate of the
embryonic components of the heart and their morphological changes in
the rat based on in vivo labeling studies in the chick. We also compare
the timing of heart development in rats, humans, and mice. Anat Rec,

295:1267-1290, 2012. ©2012 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: heart development;

cardiac embryology; rat

embryonic development

INTRODUCTION

Cardiac development is a very complex and dynamic
process, which ultimately results in the formation of a
four-chambered heart from a single tubular structure.
Although the definitive ventricles and atria represent dis-
crete anatomical units, both are derived from diverse
embryological components (primitive cardiac segments),
which emerge at specific developmental stages during the
torsion and looping process (de la Cruz and Markwald,
1998; de la Cruz et al., 2001). The in vivo labeling of chick
embryos has significantly advanced our understanding of
how the heart develops, including when the rudimentary
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ABSTRACT: Introduction: The muscular dystrophies (MDs)
result from perturbations in the myofibers. These alterations are
induced in part by mechanical stress due to membrane cell fra-
gility, disturbances in mechanotransduction pathways, muscle
cell physiology, and metabolism. Methods: We analyzed 290
biopsies of patients with a clinical diagnosis of muscular dystro-
phy. Using immunofluorescence staining, we searched for pri-
mary and secondary deficiencies of 12 different proteins,
including membrane, costamere, cytoskeletal, and nuclear pro-
teins. In addition, we analyzed calpain-3 by immunoblot.
Results: We identified 212 patients with varying degrees of pro-
tein deficiencies, including dystrophin, sarcoglycans, dysferlin,
caveolin-3, calpain-3, emerin, and merosin. Moreover, 78 biop-
sies showed normal expression of all investigated muscle pro-
teins. The frequency rates of protein deficiencies were as
follows: 52.36% dystrophinopathies; 18.40% dysferlinopathies;
14.15% sarcoglycanopathies; 11.32% calpainopathies; 1.89%
merosinopathies; 1.42% caveolinopathies; and 0.47% emerino-
pathies. Deficiencies in lamin A/C and telethonin were not
detected. Conclusion: We have described the frequency of
common muscular dystrophies in Mexico.
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Mouscular dystrophies (MDs) are a group of
defined pathologic entities characterized by vari-
able degrees and distribution of muscle wasting
and weakness.! Currently, these account for about
50 diseases.” MDs are usually classified according
to age at onset, pattern of inheritance, and group
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blue; Cav-3, caveolin-3; CK, creatine kinase; CMD, congenital muscular
dystrophy; DMD, Duchenne muscular dystrophy/dystrophin; DTT, dithio-
threitol; EMD, emerin; FKRP, fukutin-related protein; FKTN, fukutin; IMSS,
Instituto Mexicano del Seguro Social; LARGE, acetylglucosaminyltransfer-
ase-like protein; LGMD, limb-girdle muscular dystrophy; LINC complex,
linker of nucleoskeleton and cytoskeleton; LMNA, lamin A/C; MD, muscu-
lar dystrophy; MDC1A, muscular dystrophy congenital type 1A; PBS,
phosphate-buffered saline; SG, sarcoglycan
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immunofluorescence, muscular dystrophy

Correspondence to: R. M. Coral-Vazquez; e-mail: rmcoralv@gmail.com

© 2011 Wiley Periodicals, Inc.
Published online in Wiley Online Library (wileyonlinelibrary.com).
DOl 10.1002/mus.22314

338 Muscular Dystrophies in Mexico

of muscles involved. Diagnosis represents a chal-
lenge, because in many cases phenotypical features
may resemble more than one type of MD, and clin-
ical overlap may occur, with serious implications
for genetic counseling.g’4

Patterns of muscle involvement may reflect dif-
ferent roles of muscle proteins (Table 1) under
mechanical stress. Proximal muscle groups that
contain larger fibers bear more weight and are
those first affected.” These are frequently related
to the loss of sarcolemmal integrity (e.g., dystro-
phinopathies or sarcoglycanopathies). Sarcomeric
proteins (e.g., telethonin, titin, and myotilin) are
more involved in distal MDs.® Nevertheless, with
age, weakness affects more muscles and becomes
generalized, leading to disability in most cases.
Many other proteins participate in the pathophysi-
ology of MDs. Extracellular matrix proteins, such
as a2-laminin (merosin), play an important role in
lateral transmission of contractile force to the base-
ment membrane.” Nuclear envelope proteins
(emerin and lamin A/C) are important for the
connection between nucleoskeleton and cytoskele-
ton via the LINC complex (linker of nucleoskele-
ton and cytoskeleton), which is comprised of
nesprins, sun, and lamin proteins.® Finally, the fol-
lowing proteins are associated with aberrant glyco-
sylation: protein-O-mannosyl transferase 1, protein-
O-mannosyl transferase 2, protein-O-mannose 1,2-
N-acetylglucosaminyltransferase 1, fukutin, fukutin-
related protein, and like-acetylglucosaminyltrans-
ferase (LARGE). Furthermore, those proteins
involved in maintenance of the structure of sarco-
plasmic reticulum (obscurin) may also play a role
in MDs.”'? The frequency of subtypes of MDs may
differ among populations. Limb-girdle muscular
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Dysterlin Homozygous Mutation G1418D Causes Limb-Girdle
Type 2B in a Mexican Family

H. ROSAS-VARGAS,! B. GOMEZ-DIAZ,! L. RUANO-CALDERON,? F. FERNANDEZ-VALVERDE,3
B. ROQUE-RAMIREZ,! T. PORTILLO-BOBADILLA,* R.M. ORDONEZ-RAZO,!
F. MINAURO-SANMIGUEL,! and R. CORAL-VAZQUEZ!

ABSTRACT

Dysferlin protein (DYSF) is a ferlin family member found in sarcolemma and is involved in membrane re-
pair, muscle differentiation, membrane fusion, etc. The deficiency of DYSF due to mutations is associated
with different pathologic phenotypes including the autosomal recessive limb-girdle type 2B phenotype
(LGMD2B), a distal anterior compartment myopathy (DMAT), and the Miyoshi myopathy (MM). In this
study, we determined a missense mutation ¢.4253G>A on the DYSF gene in a Mexican family from an en-
dogamic population. This mutation was assumed to be the cause of dystrophy because only homozygous in-
dividuals of the family manifest a clinical phenotype. Structural implications caused by G/D substitution at
amino acid position 1418 are discussed in terms of potential importance of the dysferlin neighboring sequence.

INTRODUCTION

UTATIONS ON THE GENES that encode sarcolemmal proteins

(sarcoglycans, dysferlin, and caveolin-3) may cause di-
verse muscular disorders (Cohn and Campbell, 2000; Kirschner
and Bonnemann, 2004). Mutations on dysferlin (DYSF) are re-
lated to at least three known different pathologic phenotypes of
muscular dystrophy called dysferlinopathies (Liuet al., 1998;
Nguyen et al., 2005) that includes pathologic phenotypes as the
autosomal type B recessive limb-girdle muscular dystrophy
(LGMD2B), which affects proximal limbs; Miyoshi myopathy
(MM), which is characterized by affections on distal lower limb
muscles (Liu et al., 1998; Bushby, 1999; Illa et al., 2001), and
the distal anterior compartment myopathy (DMAT).

The DYSF gene encompasses 55 exons spanning over 150
kb of genomic DNA (Aoki et al., 2001) that raise a large pro-
tein (230 kDa) located at the plasma membrane of muscle cells.
As all ferlin members, DYSF has a conserved protein structure;
it presents a transmembranal C terminus anchoring a cytoplas-
mic portion with 7 putative C2 domains (Davis et al., 2002;
Therrien et al., 2006; Wenzel et al., 2006) and two dysfelin do-
mains (DysfN and DysfC). The former are related with mem-

brane repair (Nalefski and Falke, 1996; Rizo and Sudhof, 1998;
Sonderman and Kuriyan, 2005), while dysferlin domains are of
unknown function but similar to others found in myo-ferlin, fer-
1, and yeast peroxisomal protein (Nagase et al., 2000; Wood et
al., 2002). In addition to its role in skeletal muscle repair, it has
been suggested that this protein is involved in the sarcolemma
fusion with intracellular vesicles (Bashir et al., 1998; Bansal et
al., 2003; Lennon et al., 2003), and in muscle differentiation
(De Luna et al., 2004).

All of the pathogenic DYSF mutations reported impact the
protein expression level in skeletal muscle. An interesting fea-
ture of the dysferlinopathies comprises phenotypic heterogene-
ity, in that the same mutation can cause different phenotypes
in unrelated patients (Vilchez et al., 2005; Dincer et al., 2000),
as well as in different members of an affected family (Ueyama
et al., 2002; Chiba et al., 2003).

In this study we identified a homozygous mutation
(c.4253G>A) in DYSF gene in a Mexican girl with LGMD2B,
as well as in some carriers from her family. This mutation is
located in a well-conserved amino acid sequence among dif-
ferent ferlin family members along the filogenetic scale, which
suggests an important role.
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