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RESUMEN

MCTP (Multiple C2 Domain and Transmembrane Region Protein) es una proteina
ampliamente conservada en vertebrados e invertebrados. Se caracteriza por presentar tres
dominios C2 de unién a Ca?* y dos regiones transmembranales. Debido a ello, se considera
que MCTP es una proteina sensor de Ca?" cuyas caracteristicas son similares a otras proteinas
como las sinaptotagminas, E-Syts y ferlinas, involucradas en procesos de transmision
sinaptica. Se ha reportado la presencia de MCTP en cerebro, corazon, riiién, higado, pulmén
y musculo de rata. Estudios en nuestro laboratorio demostraron que el genoma de pez cebra
presenta cuatro genes mctp (mctpla, mctplb, mctp2a, mctp2b), los cuales se expresan en el
cerebro y corazon de peces adultos y en estados tempranos de su desarrollo. Se ha reportado
la presencia de la proteina MCTP en membrana del reticulo endoplasmatico de motoneuronas
de D. melanogaster y su posible participacion en la estabilizacion homeostatica de la
neurotransmision. Sin embargo, la localizacion intracelular de la proteina no se conoce a
detalle. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar la localizacion intracelular
de la proteina Mctp de pez cebra expresada heterologamente en células HEK-293. Para este
proposito se construyeron plasmidos que contienen cada uno de los cuatro genes de Mctp de
pez cebra fusionados con las proteinas fluorescentes mCherry y GFP. Estos plasmidos fueron
transfectados a células HEK-293 junto con plasmidos que codifican a proteinas marcadoras
de organelos como: reticulo endopldsmico, endosomas tardios, endosomas de reciclaje,
lisosomas y membrana celular. Veinticuatro horas postransfeccion se identificéd la
localizacion intracelular de las proteinas por microscopia confocal de fluorescencia. Nuestros
resultados indican que la proteina Mctp2b de pez cebra se encuentra localizada en el reticulo

endoplasmatico, endosomas tardios, endosomas de reciclaje y lisosomas de células HEK-

293.



ABSTRACT

MCTP (Multiple C2 Domain and Transmembrane Region Protein) is a protein widely
conserved in vertebrates and invertebrates. It possesses three C2 domains for Ca?" binding
and two transmembrane regions. MCTP is considered a calcium sensor such as
synaptotagmins, E-Syts, and ferlines which are involved in synaptic transmission. The
expression of MCTP has been reported in brain, heart, kidney, liver, lung and rat muscle.
Studies in our laboratory showed that the zebrafish genome has four mctp genes (mctpla,
mctplb, mctp2a, mctp2b), which are expressed in the brain and heart of adult fish and in early
stages of their development. The presence of the MCTP protein in the membrane of the
endoplasmic reticulum of motoneurons of D. melanogaster and its possible participation in
the homeostatic stabilization of neurotransmission has been reported. However, the
intracellular localization of the protein is not known in detail. Therefore, the objective of the
present work was to determine the intracellular localization of the zebrafish Mctp protein
expressed heterologously in HEK-293 cells. For this purpose, plasmids containing each of
the four zebrafish Mctp genes fused with fluorescent proteins mCherry or GFP were
constructed. These plasmids were transfected into HEK-293 cells together with plasmids
encoding organelle marker proteins such as endoplasmic reticulum, late endosomes,
recycling endosomes, lysosomes and cell membrane. Twenty-four hours post-transfection;
the intracellular localization of the constructed proteins was identified by confocal
fluorescence microscopy. Our results indicate that the zebrafish Mctp2b protein is located in
the endoplasmic reticulum, late endosomes, recycling endosomes and lysosomes of HEK-

293 cells.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La homeostasis del ion Ca®" es un elemento central en las funciones celulares; este
cation participa en diferentes vias de sefalizacion intracelular y es usado por la célula para
diversos procesos como el desarrollo, la liberaciéon de neurotransmisores, la contraccion
muscular, el metabolismo, la autofagia y la muerte celular (Kaufman y Malhotra, 2014). La
regulacion de la concentracion intracelulares de Ca?" es modulada por una amplia variedad
de proteinas cuya propiedad es funcionar como tampones debido a su baja afinidad y a una
gran capacidad de union a Ca?* (Gorlach et al. 2006). Dentro de estas moléculas destacan las
proteinas censoras de Ca®*, las cuales presentan en su estructura modulos funcionales
denominados dominios. Estos dominios confieren a las proteinas la propiedad de reaccionar
ante cambios en las concentraciones de este ion. El dominio sensor de Ca** mas ampliamente
distribuido en la naturaleza es el “dominio mano EF” (EF-hand) presente en calmodulina y
parvalbumina (Denessiouk et al. 2014). En contraste, el “dominio C2”, es el segundo dominio
de mayor distribucion y lo podemos encontrar en proteinas como la proteina cinasa C (PKC)

y sinaptotagminas, entre muchas otras (Kochubey et al. 2011).

En organismos eucariodticos el dominio C2 se encuentra muy conservado tanto en
vertebrados como en invertebrados (Shin et al. 2005). Este dominio esta conformado por
laminas B cuya longitud puede variar entre los 130 y 140 residuos de aminoacidos. Ademas,
se ha descrito la interaccion de estos dominios con distintos ligandos y sustratos como
inositol, fosfolipidos, polifosfatos y particularmente su notable propiedad de unioén a Ca®*
(Corbaldn-Garcia y Gémez-Fernandez, 2014). Las proteinas que en su estructura incluyen
dominios C2 estan involucradas en diferentes procesos celulares como el trafico de proteinas
de membrana, la generacion de segundos mensajeros, la sefializacion dependiente de Ca* y

la neurotransmision (Cho y Stahelin, 2006).

Se considera que las proteinas con una sola copia del dominio C2 en su estructura,
carecen de segmentos de residuos hidrofobicos y estdn involucradas en procesos de

senalizacion. En contraste, las proteinas con multiples dominios C2 y segmentos de residuos



hidrofobicos se encuentran ancladas a membranas celulares y estan involucradas en el trafico

de membranas y fusion de vesiculas (Martens y McMahon, 2008).

Existen por lo menos veinticinco familias de proteinas que presentan dominios C2 en
su estructura, entre ellas destacan cuatro familias que se encuentran en neuronas y cuyas
estructuras proteicas contienen multiples dominios C2 y regiones transmembranales
(Corbélan-Garcia, 2014; Shin et al. 2005). Estas cuatro familias son: sinaptotagminas,
ferlinas, sinaptotagminas extendidas y MCTP. Las proteinas sinaptotagminas se caracterizan
por presentar dos dominios C2 citoplasmaticos y una region transmembranal en el extremo
N-terminal. En esta familia destaca la sinaptotagmina-I cuya participacion en la sinapsis
neuronal es objeto de intensa investigacion. Esta proteina se encuentra anclada a vesiculas
exociticas mediante una region transmembranal y sus dominios C2 interaccionan con
fosfolipidos de membrana como el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato, asi como con proteinas del
complejo SNARE en respuesta al aumento de las concentraciones intracelulares de Ca**
(Tang et al. 2006). Esta interaccion facilita la fusién entre la membrana de la vesicula
exocitica con la membrana plasmatica, lo que eventualmente permite la liberacion de los

neurotransmisores al espacio sinaptico (Sutton et al. 1995; Ubach et al. 1998).

Las proteinas ferlinas presentan de tres a cinco dominios C2 y una sola region
transmembranal. Sus dominios C2 también interaccionan con fosfolipidos de membrana, con
proteinas del complejo SNARE (Pangrsic et al. 2012) y estan involucradas en procesos de
exocitosis de neurotransmisores, fusion y fision de endomembranas y en la modulacion de

sefiales de Ca®* (Lalani et al. 2013; Lek et al. 2012; Min et al. 2007).

El tercer tipo de proteinas con dominios C2 y regiones transmembranales son las
sinaptotagminas extendidas (E-Syts) cuya estructura proteica presenta una sola region
transmembranal. Se denominan asi, porque su estructura es similar a la de las
sinaptotagminas, pero con dos o cinco dominios C2 (Reinisch y De Camilli, 2016). Estas
proteinas estan implicadas en la formacion de sitios de contacto entre reticulo endoplasmico
y membrana plasmatica en respuesta a sefializacion por Ca?" a través de sus dominios C2; y
participan en el transporte de fosfolipidos desde el reticulo endoplasmatico a la membrana

plasmatica debido a su dominio SMP (Sang-Won et al. 2006).



La cuarta familia de proteinas con multiples dominios C2 y regiones
transmembranales son las MCTP (Multiple C2 domain and transmembrane region protein).
Estas proteinas estdn muy conservadas evolutivamente y se pueden encontrar en vertebrados
e invertebrados. Su estructura proteica estd conformada por tres dominios C2 y una o dos
regiones transmembranales. A diferencia de las sinaptotagminas, E-Syts y ferlinas, las
proteinas MCTP tienen la capacidad de unir Ca®*. Sin embargo, se ha reportado que no tienen
afinidad a fosfolipidos de membrana (Shin et al. 2005). Estas caracteristicas las convierten
en proteinas con propiedades Unicas, pero su funcion y localizacién intracelular todavia no

se conoce a detalle.

En la figura 1, se muestran los modelos estructurales de las cuatro familias de

proteinas con multiples dominios C2 y regiones transmembranales.

v Ce ) e )

Sinaptotagminas (16 variantes) (2 dominios C2)
(m)(_sw ) OTe )
dominio SMP (3-5 dominios C2)

E-Syts (3 variantes)

e ()

(5-7 dominios C2)
Ferlinas (6 variantes)

e (W)

(3 dominios C2)

MCTP (2 variantes)

Figura 1. Topologia de las proteinas que presentan dominios C2 y regiones transmembranales (TM).

Dominio SMP.

Andlisis bioinformaticos realizados por Shin et al. (2005) mostraron que
invertebrados como Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster presentan un solo
gen mctp que codifica para distintas variantes de la proteina. En contraste vertebrados como
roedores y humanos presentan dos genes mctp que codifican para distintas isoformas. Este
mismo grupo de investigacion reportd la presencia de la proteina MCTP1 en diferentes

tejidos de rata como en el musculo esquelético, musculo cardiaco y en una menor proporcion



en el cerebro y rifion; a diferencia de la proteina MCTP2 que fue reportada solamente en

musculo cardiaco y testiculo.

Otras contribuciones también sefialan la presencia de MCTP en neuronas de
vertebrados e invertebrados. Se ha visto que dos promotores independientes del gen D2092.1
(homologo de mctp?2) de C. elegans, dirigen la expresion de un gen reportero en las neuronas
de este nematodo (Téllez-Arreola, tesis de maestria, 2014). Asimismo, Qiu et al. (2015)
reportaron que MCTP1 se encuentra asociada a vesiculas sinapticas de neuronas del
hipocampo de ratas y demuestran la presencia del ARNm que codificaa MCTP1 en neuronas
del sistema nervioso central (SNC). Especificamente en el hipocampo, giro dentado, niicleo
habenular medial, amigdala y en &reas corticales cerebrales y cerebelares. Ademas,
observaron la presencia de MCTP1 en las terminales de los axones presinapticos y
colocalizacion de la proteina con proteinas marcadoras del reticulo endoplasmatico y
endosomas de células PC12. En contrate, Geng et al. (2017) reportaron la localizacion de la
proteina MCTP en el reticulo endoplasmatico de motoneuronas de D. melanogaster y
concluyeron que es una proteina necesaria para la adecuada liberacion de neurotransmisores,

proponiendo que MCTP participa de forma relevante en la homeostasis presinaptica.

Estudios previos en nuestro laboratorio revelaron que las mutantes con delecion del
gen mctp-1 en C. elegans manifestaron alteraciones en la tasa de ovoposicion, anatomia y en
la coordinacion motora. Las mutantes también presentaron resistencia parcial a levamisole
(agonista del receptor a nicotina), lo que sugiere que tal efecto se debe a defectos en la
postsinapsis (Téllez-Arreola et al. en revision). Otros estudios también sugieren que MCTP
se encuentra en subdominios especificos del reticulo endoplasmatico en donde MCTP
participa en la biogénesis de las gotas lipidicas debido a que la reduccion en la expresion de

esta proteina reduce significativamente el didmetro de estos organulos (Joshi et al. 2018).

Diferentes estudios sefialan que defectos en la proteina MCTP est4 vinculados con
enfermedades neuropsiquidtricas. Analisis metagenémicos mostraron asociacion entre el
polimorfismo de nucleétido simple (SNP) rs17418283 de mctpl con la manifestacion de
desorden bipolar (Scott et al. 2009). También se ha sugerido relacion entre SNP's especificos
del gen mctp2 y susceptibilidad a esquizofrenia (Djurovic et al. 2009). Verma et al. (2008)

sefialan que puede existir algin vinculo entre los genes de la region cromosémica 15q25-26,



en donde se encuentra incluido mctp2, con trastornos de depresion. Finalmente, también hay
reportes en los que relacionan defectos en las proteinas MCTP2 de humano con enfermedades
congénitas cardiacas como la coartacion aortica (CoA) y el sindrome del corazon izquierdo
hipoplasico (SCIH) los cuales han sido observados en individuos con deleciones en la region
cromosémica 1526 (Lalani et al. 2013). También se demostrdé que la supresion de la
expresion de gen de mctp2 en la rana Xenopus laevis conlleva al estrechamiento de la aorta

(Lalani et al. 2013).

MCTP EN Danio rerio (PEZ CEBRA)

Estudios previos en nuestro laboratorio mostraron que el pez cebra presenta cuatro
distintos genes de mctp (mctpla, mctplb, mctp2ay mctp2b) los cuales codifican para distintas
isoformas. Mediante RT-PCR se determind que los ARNm que codifican para los cuatro
genes se encuentran presentes desde los estados embrionarios del pez hasta la edad adulta.
Los cDNA obtenidos fueron clonados, secuenciados y analizados. Conjuntamente, se
determino que tres de los cuatro genes identificados presentan eventos de splicing alternativo
en las regiones localizadas entre los dominios C2, lo que sugiere que todas las isoformas
encontradas podrian ser funcionales. Asimismo, se realizaron hibridaciones in situ y se
determind que los ARNm codificados por los cuatro genes mctp se expresan de manera
diferencial en el sistema nervioso y sistema muscular del pez a las 24 horas post fertilizacion

(Espino-Saldana, tesis doctoral en proceso).

Estas aproximaciones son relevantes porque no hay reportes previos sobre la proteina
Mctp de pez cebra. En consecuencia, en el laboratorio se han planteado estudios adicionales
enfocados en determinar la localizacion intracelular de la proteina con el objetivo de

contribuir al desciframiento de sus propiedades funcionales.

JUSTIFICACION

Se sabe que la localizacion intracelular de las proteinas brinda informacion relevante
sobre el entorno en el que éstas operan, asi como los distintos tipos de interacciones
moleculares y procesos fisioldgicos en las que pueden estar involucradas (Guo et al., 2016;

Scott et al., 2005). Por lo tanto, y debido a que la funcion y localizacién intracelular de las



proteinas MCTP no se conoce a detalle, en el presente trabajo se planted que la fusion de las
proteinas Mctp de pez cebra a proteinas fluorescentes y su expresion en células HEK-293
brindaria informacion relevante sobre la localizacion intracelular, lo que contribuiria al

desciframiento de las propiedades funcionales de las MCTP.

HIPOTESIS

La identificacion de los organelos en los cuales se expresan las proteinas Mctp de pez cebra
fusionadas a proteinas fluorescentes en células HEK-293 permitird hacer inferencias sobre

su funcion.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar la localizacién intracelular de las proteinas Mctp de pez cebra en los distintos

organelos de las células HEK-293.

Objetivos particulares:

e Construir plasmidos que contengan los genes mctpla, mctplb, mctp2a 'y mctp2b de
pez cebra fusionados con secuencias que codifican a las proteinas fluorescentes GFP
o mCherry.

e Co-transfectar los plasmidos construidos junto con plasmidos que codifican a
proteinas marcadoras de organelos para determinar por microscopia confocal la

localizacion intracelular de las proteinas Mctp.

MATERIALES Y METODOS

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las secuencias codificantes de los genes mctp que se utilizaron en el presente estudio
fueron previamente clonadas en el vector pGEM-TEasy, y eventualmente secuenciadas
(Espino-Saldafia, tesis doctoral en proceso). Mediante la técnica de PCR se amplificaron cada

una de las secuencias codificantes de los genes mcip utilizando los oligonucledtidos descritos



en la Tabla 1, los cuales contienen las secuencias homologas a los vectores de clonacion

pcDNA3-GFP-LIC y pcDNA3-mCherry-LIC, especialmente disefiados para la clonacion

independiente de ligasa LIC. La reaccion de amplificacion de las secuencias codificantes de

los genes mctp se llevaron a cabo en el termociclador Selectcycler usando la enzima High

Fidelity Pol (Jena Bioscience). El protocolo de la reaccion se establecio de acuerdo con los

pardmetros recomendados por el productor (Tabla 2).

Tabla 1. Oligonucleotidos empleados para la reaccion de PCR. Para la amplificacion de gene se utilizaron

dos oligonucledtidos: foward (FD) y reverse (RS)

Gene Secuencia de oligonucleotidos (5'- 3°) Producto
amplificado (pb)
mctpla FD: TACTTCCAATCCAATGCCACCATGTTAGCACTCTCGCTTTCCTCC 2139
RS: CTCCCACTACCAATGCCTCCTGGGTTATTTTTCTTTCTCTT
mctplb FD: TACTTCCAATCCAATGCCACCATGGAAGCGAGTATGGACGTGGAT 2586
RS: CTCCCACTACCAATGCCTCCAGGGTTGTTCCTCCGTTTTTT
mctp2a FD: TACTTCCAATCCAATGCCACCATGGACCCAAGGAAGAAAATGTGG 2781
RS: CTCCCACTACCAATGCCGCGCCCGCGTTTCTTCTTCACCGG
mctp2b FD: TACTTCCAATCCAATGCCACCATGCGAGGCTTTITTTCTTTTTAAG 2193
RS: CTCCCACTACCAATGCCTGGTGAGGATCTTCTTTTTCTGTA

Tabla 2. Componentes usados para la reaccion de PCR

Componente Volumen (ul)

10x High Fidelity Buffer 5
dNTP’s 200 pM 1
Primers FD y RS 0.2 pM 4 c/u
DNA (100ng/ul) 2
Enzima (High Fidelity Pol) 0.3
Agua 33.7
Volumen final 50

En correspondencia con las recomendaciones del fabricante, se establecieron

protocolos para la amplificacion de cada uno de los cuatro genes mctp que se muestran a

continuacion;



Desnaturalizacion inicial
Desnaturalizacion
Alineamiento de primers
Elongacion

Elongacion final

Desnaturalizacion inicial
Desnaturalizacion
Alineamiento de primers
Elongacion

Elongacion final

Desnaturalizacion inicial
Desnaturalizacion
Alineamiento de primers
Elongacion

Elongacion final

Desnaturalizacion inicial
Desnaturalizacion
Alineamiento de primers
Elongacion

Elongacion final

mcitpla
95°C
95°C
48 °C
68°C
68°C

mctplb
95°C
95°C
53°C
68°C
68°C

mcip2a
95°C
95°C
53°C
68°C
68°C

mctp2b
95°C
95°C
48 °C
68°C
68°C

2 minutos

20 segundos
30 segundos
2.5 minutos
2.5 minutos

2 minutos
20 segundos
30 segundos
3 minutos

3 minutos

2 minutos
20 segundos
30 segundos
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PURIFICACION DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

Los productos amplificados fueron analizados en gel de agarosa al 0.7%. Se utilizé un
marcador de peso molecular con el fin de corroborar los tamafios correctos de cada uno de
los fragmentos. Cada producto de PCR se purifico de acuerdo con el protocolo de
purificacion QIAquick GEL(QIAGEN). Las bandas de agarosa que contenian los fragmentos
amplificados fueron cortadas, pesadas y colocadas en tubos Eppendorf de 1.5 ml. De acuerdo
con el peso de cada banda se agregaron tres volimenes de buffer QG, se colocaron los tubos
en agitacion a 700 rpm durante 10 minutos a 50°C hasta disolver completamente la agarosa
en el buffer; posteriormente se agregd un volumen de isopropanol y se mezcld
cuidadosamente por inversion. Se transfirié la solucion de cada tubo a las columnas del kit y
se centrifugaron a 13000 rpm durante un minuto. El liquido obtenido de la centrifugacion fue
desechado. Se agregaron 750 pl de buffer PE para lavar la columna y se centrifug6 a la misma
velocidad. Se repitio el Gltimo paso. La columna se traslad6 a un tubo Eppendorf de 1.5 ml.
Finalmente, se agregaron 50 ul de Buffer EB y se centrifugd a 13000 rpm por un minuto. En
la solucidn obtenida por centrifugacion se obtuvo el ADN amplificado por PCR, el cual fue

cuantificado y almacenado a -20°C.

CLONACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR (METODO LIC)

La clonacién de los productos de PCR se llevo a cabo por el método LIC (Ligation
Independent Cloning) (Charalampos, 1990), para ello se siguieron las recomendaciones del

fabricante como se describe a continuacion:

1.- Los vectores, pcDNA3-GFP-LIC y pcDNA3-mCherry-LIC, fueron linealizados e

incubados a 37°C mediante la siguiente reaccion:



Componente Volumen (ul)

pCDNA3-GFP-LIC o pCDNA3-mCherry-LIC 1.5
(100ng/pnl)

Buffer 10xG 2

Enzima Sspl 0.5
Volumen final 20

2.- Posteriormente, los vectores linealizados y los productos de PCR se trataron con
la enzima 74 DNA Polymerase (ThermoFisher) para generar extremos complementarios

entre los vectores y los productos de PCR purificados. Para ello se realizaron las siguientes

reacciones:
Componente Volumen (ul) Componente Volumen (ul)
Vector linealizado 10 Producto de PCR 5
T4 Buffer 2 T4 Buffer 2
dGTP 25mM 2 dCTP 25mM 2
DTT 100mM 1 DTT 100mM 1
T4 DNA Polymerase 0.2 T4 DNA Polymerase 0.2
Agua 4.8 Agua 9.8
Volumen final 20 Volumen final 20

Ambas mezclas se incubaron durante 40 minutos a 22°C, seguido de una segunda

incubacion de 20 minutos a 75°C para desactivar la enzima.

3.- La alineacion del vector con los productos de PCR fue realizada mezclando las
soluciones obtenidas del tratamiento con la enzima 74 DNA Polymerase: 3 pl de vector con
3 ul del producto de PCR, en un volumen final de 20 pl. Esta mezcla se dejé incubar una

hora a temperatura ambiente y se procedio a la transformacion de células competentes.

TRANSFORMACION DE BACTERIAS MEDIANTE CHOQUE TERMICO

Para la transformacion de bacterias se usaron tubos Eppendorf de 1.5 ml en donde se
mezclaron 10 pl de la mezcla de ligacién y 100 pl de bacterias Escherichia coli (XL1 blue)
competentes para transformacion. La mezcla se incubd en hielo por 30 minutos, seguido de

un choque térmico a 42°C por 90 segundos, y una incubacion de 2 minutos en hielo. Se



agregaron 800 pl de medio LB y se incub6 a 37°C a 180 rpm, durante una hora para su
cultivo. Posteriormente, el cultivo fue centrifugado un minuto a 12000 rpm, el precipitado se
resuspendié en 100 pl de medio LB y finalmente la mezcla fue sembrada en cajas Petri con
LB agar-ampicilina (50 pg/ml). Se incubaron por 16 h y se seleccionaron las colonias
obtenidas para su propagacion en tubos con 4 ml de medio liquido LB con ampicilina. Se
incubaron las bacterias por 16 h a 37°C en agitacion a 160 rpm y se procedid a realizar la

extraccion del ADN plasmidico.

EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO POR LISIS ALCALINA

La extraccion del ADN plasmidico de los cultivos de 16 h de incubacion a 37°C, se
realiz6 con el kit de extraccion GenelJEt (Fermentas). Se colocaron 1.5 ml de cada cultivo en
tubos Eppendorf, la solucién se centrifugdé a maxima velocidad por 30 segundos. El
sobrenadante se desechd y se agregaron en 250 ul de Resuspension Solution. Cada tubo se
coloco en vortex hasta disolver completamente el precipitado. Se agregaron 250 pl de Lysis
Solution y se mezcld por inversion de 4 a 6 veces hasta obtener una solucion transparente. A
continuacion, se agregaron 350 ul de Neutralization Solution y se mezclé inmediatamente
por inversion. La mezcla se centrifugd durante 5 minutos a 12000 rpm, el sobrenadante fue
transferido a las columnas GeneJEt por pipeteo. Se centrifugé un minuto a 12000 rpm. El
precipitado fue desechado y se coloco la columna nuevamente en el tubo. Se agregaron 500
ul de Wash Solution ala columna y se centrifugd por 60 segundos, se desecho el sobrenadante
repitiéndose el paso anterior. La columna se traslad6 a un nuevo tubo de 1.5 ml y se agregaron
50 ul de Elution Buffer. Se dejo incubar por 2 minutos a temperatura ambiente y finalmente

se centrifug6 a 12000 rpm para obtener la solucion que contiene el ADN plasmidico.

REACCION DE DIGESTION DEL ADN PLASMIDICO CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Para comprobar las clonas que fueron positivas, se realizaron dos digestiones con
diferentes enzimas de restriccion para cada uno de los plasmidos. En la primera digestion se

seleccionaron enzimas de restriccion que cortan una sola vez el plasmido con la finalidad de



linealizarlo y obtener una banda de ADN en gel de agarosa para observar su tamaiio total. En
la segunda digestion se seleccionaron enzimas de restriccion que cortan dos o mas veces el
plasmido con la finalidad de obtener mas de una banda de ADN en el gel de agarosa y

confirmar la presencia del ADN clonado en el vector (véase figura 2 y figura 3).

TRANSFECCION DE LOS PLASMIDOS EN CELULAS HEK-293

Las transfecciones se realizaron en células HEK-293 en cultivo (2 dias in vitro). Se
utilizd Lipofectamine PLUS™ Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se siguieron las
recomendaciones del fabricante. Para cada plasmido, la transfeccion se realizo de la siguiente
forma: en tubos eppendorf de 1.5 ml se mezclaron 50 pl de medio DMEM con 2 pl de
Lipofectamine. En un segundo tubo se mezclaron 50 pul de medio DMEM junto con una
concentracion final de 1.2 pg por cada plasmido. En el caso de las cotransfecciones se
agregaron 0.6 pg de cada uno. Ambas mezclas se dejaron incubar por 5 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, las dos soluciones se mezclaron y se dejaron incubar por 20 minutos
a temperatura ambiente. La solucion final (100 pl) se agregd al cultivo celular y se dejo

incubar por 36 h a 37°C con CO: al 5%.

OBTENCION DE IMAGENES POR MICROSCOPIA CONFOCAL DE FLUORESCENCIA

Las cé¢lulas fueron observadas 48h después de la transfeccion por microscopia
confocal de fluorescencia con el microscopio Zeiss 510 LSM; longitud de onda de 561 nm
para excitar mCherry y 480 nm para excitar GFP. La captura de iméagenes en el eje Z se
realiz6 a cada 0.2 pum, obteniendo en promedio cincuenta imdgenes por célula, que
representan en conjunto n=1. Cada una de las imagenes del conjunto n=1 fueron analizadas
y procesadas con el software ImagelJ. Asimismo, los coeficientes de colocalizaciéon Manders
y Pearson se obtuvieron con el mismo programa. Los coeficientes de colocalizacion
mostrados son el resultado de promediar los coeficientes de colocalizacion obtenidos de cada

una de las iméagenes obtenidas de cinco células distintas (n=5).
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RESULTADOS

Con el método de ligacion LIC se construyeron seis plasmidos (tabla 3) que contienen
las secuencias codificantes de los cuatro mctp de pez cebra fusionados en su extremo
carboxilo terminal a las secuencias que codifican para GFP o mCherry (figura 4). Asimismo,
los plasmidos fueron caracterizados con enzimas de restriccion (figura 2 y 3) y se enviaron a
secuenciar. Una vez corroborada su identidad, fueron transfectados en células HEK- 293 para

observar su expresion mediante microscopia confocal de fluorescencia.
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Figura 2. (a) Mapa funcional del plasmido DsRed-Rab7; ORI: Origen de replicacion; CMV: Promotor
citomegalovirus; Kan: Gen de resistencia a kanamicina. (b) Gel de agarosa mostrando los productos de la

restriccion con los tamafios predichos.



MCTP2B-mCherry

Xhol Bglll

Bglll Bglll
6421
[ | c—
1933
MCTP2B-mChe -
8366 pb
a

b
Figura 3. (a) Mapa funcional del plasmido construido: MCTP2B-mCherry; ORI: Origen de replicacion; CMV:
Promotor citomegalovirus; Amp: Gen de resistencia a ampicilina. (b) Gel de agarosa mostrando los productos

de la restriccion con los tamafios predichos.

Tabla 3. Plasmidos construidos mediante el método de ligacién LIC

Pliasmido construido Proteina codificada
PCDNA3-mctpla-GFP-LIC Mctpla-GFP
PCDNA3-mctplb-mCherry-LIC Mctplb-mCherry
PCDNA3-mctp2a-GFP-LIC Mctp2a-GFP
PCDNA3-mctp2a-mCherry-LIC Mctp2a-mCherry
PCDNA3-mctp2b -GFP-LIC Mctp2b-GFP

PCDNA3-mctp2b-mCherry-LIC Mctp2b-mCherry
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Figura 4. Mapa funcional de los plismidos que portan mctp2b fusionado con GFP
mCherry. a) mctp fusionado a pcDNA3-GFP-LIC. b) mctp fusionado a pcDNA3-
mCherry-LIC. En ambas versiones, el gen mctp se encuentra bajo el control del promotor
CMV. La proteina fluorescente se encuentra fusionada en el extremo carboxilo terminal.

(ORI) Origen de replicacion. (Amp) secuencia del gen de resistencia ampicilina.
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Figura 5. Representacion hipotética de la proteina codificada por los plismidos

construidos. (RT) Region transmembranal. (C2A, C2B, C2C) Dominios C2A, C2B y
C2C de la proteina Mctp.



El primer paso para evaluar la distribucion intracelular de las proteinas quiméricas
fue realizar las transfecciones de los plasmidos construidos. Mediante microscopia confocal
de fluorescencia se observd que las cuatro variedades de proteinas Mctp de pez cebra

presentan una amplia distribucion intracelular en vesiculas en células HEK-293 (figura 6).

Mctpla-GFP

Mectplb-mCherry

Mctp2b-GFP Mctp2a-mCherry

Figura 6. Expresion de las proteinas Mctpla-GFP, Mctplb-mCherry, Mctp2b-GFP y Mctp2a-
mCherry, en células HEK-293.

Con la finalidad de obtener un parametro control sobre la distribucion y
colocalizacion de la proteina Mctp de pez cebra, se realizd la cotransfeccion entre los
plasmidos que expresan a las proteinas Mctp2b-GFP y Mctp2b-mCherry. En las figuras 7b
y 7c se observa la expresion de las proteinas, y en las figuras 7d y 7e las imagenes de su
colocalizacion. Ademads, se determinaron los promedios de los coeficientes de colocalizacion
Manders (n=5), en los que M1=0.93 (Mctp2b-GFP) y M2=0.95 (Mctp2b-mCherry) (figura
7f). Estos coeficientes indican que las sefales emitidas por la fluorescencia de las proteinas
se superponen casi en su totalidad. La distribucion longitudinal de la fluorescencia emitida
de ambas proteinas (figura 7g) es casi idéntica, lo que sugiere que las dos proteinas presentan

la misma distribucion y localizacion intracelular.
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Figura 7. (a) Imagen a campo claro de célula HEK-293 transfectada con los plasmidos que expresan a las

proteinas Mctp2b-GFP y Mctp2b-mCherry. (b y ¢) Expresion de las proteinas Mctp2b-GFP y Mctp2b-mCherry



(respectivamente). (d y e) Colocalizacion de las proteinas Mctp2b-mCherry/Mctp2b-GFP en células HEK-293
alas 36 horas post transfeccion (in vivo). (f) Promedios de los coeficientes de colocalizacion Manders: M1=0.93
y M2=0.95. (g) Distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de ambas proteinas (obtenida del eje “X”

trazado por la linea color amarillo en 7 (d). N=5.

Una vez confirmado que las proteinas Mctp2b-GFP y Mctp2b-mChe mostraron la
misma localizacion intracelular, el siguiente paso fue determinar si las distintas variantes de
Mctp de pez cebra: Mctpla, Mctplb, Mctp2a y Mctp2b presentaban la misma localizacion
intracelular. Para ello se realizaron combinaciones de cotransfeccion entre los plasmidos

construidos.

La primera cotransfeccion realizada fue entre los plasmidos que expresan a las
proteinas Mctpla-GFP y Mctp2b-mCherry. De esta transfeccion se obtuvieron imagenes
correspondientes a la expresion y colocalizacion de las proteinas (figuras 8b y 8c; figuras 8d
y 8e, respectivamente). Los promedios obtenidos de los distintos coeficientes de
colocalizacion Manders de estas proteinas fueron: M1=0.51 (Mctp2b-mCherry) y M2=0.70
(Mctpla-GFP) (figura 8f). Los cuales indican que las sefales emitidas por la fluorescencia
de las proteinas se superponen espacialmente pero no en su totalidad. Ademas, en la
distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de ambas proteinas (figura 8g) se
observa que las sefiales se sobreponen en sitios especificos, pero no en toda la distribucion
longitudinal. Estos resultados sugieren que las proteinas presentan distribuciones

intracelulares similares, pero no iguales.
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Figura 8. (a) Imagen a campo claro de célula HEK-293 transfectada con los plasmidos que expresan a las
proteinas Mctpla-GFP y Mctp2b-mCherry. (b y ¢) Expresion de las proteinas Mctpla-GFP y Mctp2b-mCherry
(respectivamente). Colocalizacion de las proteinas Mctpla-GFP/Mctp2b-mCherry en células HEK-293 a las 36

horas post transfeccion (in vivo). (f) Promedios de los coeficientes de colocalizacion Manders: M1=0.51 y



M2=0.70. (g) Distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de ambas proteinas (obtenida del eje “X”

trazado por la linea color amarillo en 8 (d). N=5.

La distribucion intracelular de las proteinas Mctp2b-GFP y Mctplb-mCherry esta
representada en las figuras 9(b) y 9(c). Su colocalizacién se puede observar en las figuras
9(d) y 9(e). En la figura 9(f) se senala el promedio obtenido de los distintos coeficientes de
colocalizacion Manders obtenidos, cuyo valor es de MI1=0.64(Mctplb-mCherry) y
M2=0.66(Mctp2b-GFP). Estos coeficientes indican que la fluorescencia emitida por las
proteinas no se sobrepone completamente. Ademas, la distribucion longitudinal de la
fluorescencia relativa de ambas proteinas (figura 9g) muestra que no hay una completa
sobreposicion de sefiales, lo que sugiere que las proteinas se distribuyen de manera similar

pero no totalmente igual.
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Figura 9. (a) Imagen a campo claro de célula HEK-293 transfectada con los plasmidos que expresan a las
proteinas Mctp1b-mCherry y Mctp2b-GFP. (b y ¢) Expresion de las proteinas Mctp1b-mCherry y Mctp2b-GFP
(respectivamente). Colocalizacion de las proteinas Mctp1b-mCherry/Mctp2b-GFP en células HEK-293 a las 36
horas post transfeccion (in vivo). (f) Promedios de los coeficientes de colocalizacion Manders: M1=0.64 y
M2=0.66. (g) Distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de ambas proteinas (obtenida del eje “X”

trazado por la linea color amarillo en 9 (d). N=5.

Las figuras 10(b) y 10(c) corresponden a la expresion de las proteinas Mctp2b-GFP
y Mctp2a-mCherry. Estas proteinas presentan localizaciones intracelulares similares (figuras
10d y 10e). Los promedios obtenidos de los distintos coeficientes de colocalizaciéon Manders
fueron de M1=0.67 (Mctp2a-mCherry) y M2= 0.69 (Mctp2a-mCherry). En conjunto, estas
observaciones indican que hay regiones en que las proteinas presentan distribuciones
intracelulares similares, pero no iguales. Esto también se observa en la distribucion

longitudinal de la fluorescencia relativa de las proteinas, representado en la figura 10(g).
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Figura 10. (a) Imagen en campo claro de célula HEK-293 transfectada con los plasmidos que expresan a las
proteinas Mctp2b-GFP y Mctp2a-mCherry. (b y ¢) Expresion de las proteinas Mctp2b-GFP y Mctp2a-mCherry
(respectivamente). Colocalizacion de las proteinas Mctp2b-GFP/Mctp2a-mCherry en células HEK-293 a las 36



horas post transfeccion (in vivo). (f) Promedios de los coeficientes de colocalizacion Manders: M1=0.67 y
M2=0.69. (g) Distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de ambas proteinas (obtenida del eje “X”

trazado por la linea color amarillo en 10 (d). N=5.

En las figuras 11(b) y 11(c) estd representada la distribucion intracelular de las
proteinas Mctp2a-GFP y Mctplb-mCherry. Estas proteinas presentan regiones de
colocalizacion intracelular (figuras 11d y 1le), sin embargo, los promedios de los
coeficientes de colocalizacion Manders obtenidos fueron de M1=0.47(Mctplb-mCherry) y
M2=0.80(Mctp2a-GFP). Ademas, las diferencias en la distribucion longitudinal de la
fluorescencia relativa de ambas proteinas (figura 11g) sugieren que las proteinas presentan

patrones de distribucion similares, pero no iguales.

(a) (b) (c)

HEK-293 Mctp2a-GFP Mctplb-mCherry

10 pm

MANDERS 1 MANDERS 2
MCTP1B-MCHE MCTP2A-GFP
0.53 0.20

No coloalizad 6 Nocoloali

m Colocalizacion u Cdocalizacion

(f)




Fluorescencia relativa

——Mctp1lB-mChe

0.8 T ——Mctp2A-GFP
K-
=3
=
=4
$06 +
=3
=
=
@
=
=
<04 +
£
&
£

0.2 T

1] t
1] 100 200 300 400 500
Distancia (pixeles)
(g)

Figura 11. (a) Imagen en campo claro de célula HEK-293 transfectada con los plasmidos que expresan a las
proteinas Mctplb-mCherry y Mctp2a-GFP. (b y ¢) Expresion de las proteinas Mctp1b-mCherry y Mctp2a-GFP
(respectivamente). Colocalizacion de las proteinas Mctp 1b-mCherry/Mctp2a-GFP en células HEK-293 a las 36
horas post transfeccion (in vivo). (f) Promedios de los coeficientes de colocalizacion Manders: M1=0.67 y
M2=0.69. (g) Distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de ambas proteinas (obtenida del eje “X”

trazado por la linea color amarillo en 11 (d). N=5.

La expresion de las proteinas Mctpla-GFP y Mctp2a-mCherry se observa en las
figuras 12b y 12c¢. En las figuras 12d y 12e se representa la colocalizacion de sus sefiales de
expresion en color amarillo. Los promedios de los coeficientes de colocalizacion Manders de
ambas proteinas fueron de M1=0.62(Mctp2a-mCherry) y M2=0.82(Mctpla-GFP) (figura
12f). Ademas, la distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de las proteinas esta
graficada en la figura 12g. Estos resultados sugieren que las proteinas Mctpla-GFP y

Mctp2a-mCherry presentan patrones de distribucion similares, pero no iguales.
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Figura 12. (a) Imagen en campo claro de célula HEK-293 transfectada con los plasmidos que expresan a las
proteinas Mctp2a-mCherry y Mctpla-GFP. (b y ¢) Expresion de las proteinas Mctp2a-mCherry y Mctpla-GFP
(respectivamente). Colocalizacion de las proteinas Mctp2a-mCherry/Mctpla-GFP en células HEK-293 a las 36

horas post transfeccion (in vivo). (f) Promedios de los coeficientes de colocalizacion Manders: M1=0.62 y



M2=0.82. (g) Distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de ambas proteinas (obtenida del eje “X”

trazado por la linea color amarillo en 12 (d). N=5.

Las figuras 13 (b) y 13(c) corresponden a la expresion de las proteinas Mctpla-GFP
y Mctplb-mCherry. Dichas proteinas presentan localizaciones intracelulares similares, pero
no iguales (figuras 13d y 13e). El promedio del anélisis de colocalizacion Manders de las
proteinas fue de M1=0.64 (Mctplb-mCherry) y M2= 0.86 (Mctpla-GFP) (figura 13f). Esto
sugiere que se distribuyen de manera similar, pero hay regiones intracelulares en las que se
distribuyen de manera distinta, como se observa en la distribucion longitudinal de la

fluorescencia relativa de las proteinas representado en la figura 10(g).
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Figura 13. (a) Imagen en campo claro de célula HEK-293 transfectada con los plasmidos que expresan a las
proteinas Mctplb-mCherry y Mctpla-GFP. (b y ¢) Expresion de las proteinas Mctp1b-mCherry y Mctpla-GFP
(respectivamente). Colocalizacion de las proteinas Mctp 1b-mCherry/Mctpla-GFP en células HEK-293 a las 36
horas post transfeccion (in vivo). (f) Promedios de los coeficientes de colocalizacion Manders: M1=0.64 y
M2=0.86. (g) Distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de ambas proteinas (obtenida del eje “X”

trazado por la linea color amarillo en 13 (d). N=5.

Los resultados anteriores indican que las distintas proteinas Mctp de pez cebra
(Mctpla, Mctplb, Mctp2a y Mctp2b) presentan distribuciones intracelulares similares, pero
no iguales, por esta razon se calcularon, promediaron y graficaron los coeficientes Pearson

de las distintas cotransfecciones realizadas:

Tabla 4. Coeficientes Pearson de las distintas cotransfecciones entre los plasmidos construidos

Cotransfecciones (plasmidos construidos) Coeficiente Pearson
(promedio)
PCDNA3-mctp2b-mCherry-LIC 'y pCDNA3-mctp2b -GFP-LIC 0.9
PCDNA3-mctp2b-mCherry-LIC 'y pCDNA3-mctpla-GFP-LIC 0.61
PCDNA3-mctplb-mCherry-LIC 'y pCDNA3-mctp2b -GFP-LIC 0.53
PCDNA3-mctp2a-mCherry-LIC 'y pCDNA3-mctp2b -GFP-LIC 0.64
PCDNA3-mctplb-mCherry-LIC 'y pCDNA3-mctp2a-GFP-LIC 0.59
PCDNA3-mctp2a-mCherry-LIC 'y pCDNA3-mctpla-GFP-LIC 0.67

PCDNA3-mctplb-mCherry-LIC 'y pCDNA3-mctpla-GFP-LIC 0.69
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Figura 14. Grafica de los coeficientes Pearson de las distintas cotransfecciones de los
plasmidos construidos.

La tabla 4 y la figura 14 muestran que la colocalizacién con el mayor coeficiente
Pearson obtenido es el de las proteinas Mctp2b-GFP y Mctp2b-mCherry (0.9), cuyo resultado
indica que ésta es casi completa y por lo tanto idéntica. El resto de las cotransfecciones
presentan coeficientes de colocalizacion Pearson por debajo a 0.7 (Tabla 4). La diferencia de
colocalizacion Pearson con respecto a la obtenida de la cotransfeccidon considerada como
control en el presente trabajo (Mctp2b-GFP y Mctp2b-mCherry) es de por lo menos 0.2. Por
lo tanto, el conjunto de los anélisis anteriores indica que hay diferencias en las distribuciones

intracelulares de las distintas Mctp de pez cebra: Mctpla, Mctplb, Mctp2a y Mctp2b.

Una vez determinado que las proteinas Mctp de pez cebra presentaron distribuciones
intracelulares distintas, la siguiente etapa del proyecto fue realizar los andlisis de
colocalizacion con las proteinas marcadoras de organelos. Para el avance del proyecto se
selecciono la version de Mctp2b (pez cebra) fusionada tanto con GFP como con mCherry
para los andlisis sucesivos. En efecto, queda pendiente realizar analisis adicionales con el
resto de las proteinas Mctp de pez cebra (Mctpla, Mctplb y Mctp2a) para corroborar si estas
proteinas se encuentran distribuidas y localizadas en los mismos organelos en que Mctp2b

de pez cebra se localiza.



En esta etapa del proyecto, el primer paso fue realizar cotransfecciones entre el
plasmido que codifica a la proteina Mctp2b-GFP y el plasmido mCh-Sec61 que codifica a
una proteina marcadora de reticulo endoplasmatico. El resultado de la cotransfeccion se
puede observar en las figuras 15(b) y 15(c), en donde ambas proteinas presentan distribucion
intracelular muy similar y colocalizacion entre ellas (15d y 15¢). La distribucion longitudinal
de la fluorescencia de ambas proteinas también fue determinada (figura 15g) y los promedios
de los coeficientes de colocalizacion Manders obtenidos fueron de M1=0.88 (mCh-Sec61p3)
y M2=0.78 (Mctp2b-GFP). Estas observaciones indican que la proteina marcadora de
reticulo endoplasmatico colocaliza con la proteina Mctp2b-GFP, pero no completamente. El
resultado de este andlisis reveld que hay un remanente en la distribucion total de la proteina
Mctp2b-GFP que no colocaliza con mCherry-Sec618, lo que sugirio que Mctp2b-GFP podia
estar localizada en otros organelos ademas del reticulo endoplasmatico, por lo que se decidid
realizar cotransfecciones adicionales con marcadores moleculares que sefalizan organelos
especificos como endosomas de reciclaje, endosomas tardios, lisosomas y membrana

plasmatica.

(b) ()

Mctp2b-GFP mCherry-Sec61R

10 pm

MANDERS 1 MANDERS 2
MCHERRY-SEC61 MCTP2B-GFP
0.12

100

0.22

080
020
o070
0.60
050
o040
o030
o020
o010
o.00

(f)



Fluorescencia relativa

1T —mCherry-Sec61 B
08 | —Mctp2b-GFP

K.,
=3
c
v
2 06 1
S
&
©
T 04 +
©
o
3
g
£ 0.2 --4 w ﬂ

] t } & N } t

0 100 200

Distancia (pixeles)

(8)

Figura 15. (a) Imagen en campo claro de célula HEK-293 transfectada con los plasmidos que expresan a las
proteinas Mctp2b-GFP y mChe-Sec61-1. (b y ¢) Expresion de las proteinas Mctp2b-GFP y mChe-Sec61-1f
(respectivamente). Colocalizacion de las proteinas Mctp2b-GFP/mChe-Sec61-1f en células HEK-293 a las 36
horas post transfeccion (in vivo). (f) Promedios de los coeficientes de colocalizacion Manders: M1=0.88 y
M2=0.78. (g) Distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de ambas proteinas (obtenida del eje “X”

trazado por la linea color amarillo en 15 (d). N=5.

En las figuras 17(b) y 17(c) se observa la distribucion intracelular de los endosomas
de reciclaje sefializados por la proteina DsRed-Rabl1 en color rojo y la distribucion de la
proteina Mctp2b-GFP en color verde. En las figuras 17(d) y 17(e) las senales de
colocalizacion entre las proteinas DsRed-Rab11 y Mctp2b-GFP pueden ser distinguidas en
color amarillo y blanco, respectivamente. En la distribucion longitudinal de la fluorescencia
relativa de ambas proteinas
(17g) se observan sitios en los que ambas sefales se empalmaron. Los promedios de los
coeficientes de colocalizacion Manders fueron de M1=0.75 (DsRed-Rabl1l) y M2=0.28
(Mctp2b-GFP). Estos resultados sugieren que Mctp2b-GFP se encuentra localizada en
endosomas de reciclaje. Observaciones que concuerdan con lo reportado por Qiu et al.

(2015).
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Figura 17. (a) Imagen en campo claro de célula HEK-293 transfectada con los plasmidos que expresan a las
proteinas Mctp2b-GFP y DsRed-Rabll. (b y ¢) Expresion de las proteinas Mctp2b-GFP y DsRed-Rabl1
(respectivamente). Colocalizacion de las proteinas Mctp2b-GFP/DsRed-Rabl1 en células HEK-293 a las 36
horas post transfeccion (in vivo). (f) Promedios de los coeficientes de colocalizacion Manders: M1=0.75 y
M2=0.28. (g) Distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de ambas proteinas (obtenida del eje “X”

trazado por la linea color amarillo en 17 (d). N=5.



También se evalu6 la presencia de Mctp2b-GFP en endosomas tardios. Para lo cual
se transfectd el plasmido que expresa la proteina marcadora DsRed-Rab7 junto con el
plasmido que expresa a Mctp2b-GFP. En las figuras 18(b) y 18(c) se observa la expresion y
distribucion de ambas proteinas. En las figuras 18(d) y 18(e) la colocalizacion entre dichas
proteinas se identifica por los colores amarillo y blanco, respectivamente. Asimismo, en
ciertos sitios de la distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de las proteinas (18g)
se observan empalme de sefiales. Finalmente, el resultado de los promedios de los
coeficientes de colocalizacion Manders para ambas proteinas fue de M1=0.77 y M2=0.20.
Estas observaciones sugieren que Mctp2b-GFP también se encuentra localizada en

endosomas tardios. Observaciones que no han sido reportadas con anterioridad.
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Figura 18. (a) Imagen en campo claro de célula HEK-293 transfectada con los plasmidos que expresan a las
proteinas Mctp2b-GFP y DsRed-Rab7. (b y ¢) Expresion de las proteinas Mctp2b-GFP y DsRed-Rab7
(respectivamente). Colocalizacion de las proteinas Mctp2b-GFP/DsRed-Rab7 en células HEK-293 a las 36
horas post transfeccion (in vivo). (f) Promedios de los coeficientes de colocalizacion Manders: M1=0.77 y
M2=0.20. (g) Distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de ambas proteinas (obtenida del eje “X”

trazado por la linea color amarillo en 18 (d). N=5.

Con base en las observaciones anteriores y considerando que los endosomas tardios
maduran a lisosomas (Hu et al. 2015), transfectamos el pldsmido que codifica a la proteina
marcadora de lisosomas (Lamp1-RFP) junto con el plasmido que expresa a Mctp2b-GFP
para corroborar la presencia de la proteina en lisosomas. En las figuras 19(b) y 19(c) se
observa la expresion de ambas proteinas, y en las figuras 19(d) y 19(e) la colocalizacion entre
las proteinas se distingue por los colores amarillo y blanco, respectivamente. Ademas, la
distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de las proteinas muestra empalme de
senales en varias regiones (figura 19g). Los promedios de los coeficientes de colocalizacion
Manders calculados para las proteinas fueron de M1=0.73 y M2=0.58. Estos coeficientes
sugieren que Mctp2b-GFP se encuentra localizada en lisosomas. Observaciones que tampoco

han sido reportadas con anterioridad.
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Figura 19. (a) Imagen en campo claro de célula HEK-293 transfectada con los plasmidos que expresan a las
proteinas Mctp2b-GFP y Lampl-RFP. (b y ¢) Expresion de las proteinas Mctp2b-GFP y Lampl-RFP
(respectivamente). Colocalizacion de las proteinas Mctp2b-GFP/Lampl-RFP en células HEK-293 a las 36
horas post transfeccion (in vivo). (f) Promedios de los coeficientes de colocalizacion Manders: M1=0.73 y
M2=0.58. (g) Distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de ambas proteinas (obtenida del eje “X”

trazado por la linea color amarillo en 19 (d). N=5.

Finalmente, para corroborar la presencia de Mctp2B-GFP en membrana plasmatica,
realizamos cotransfecciones entre el plasmido pECFP-MEM que codifica a una proteina
marcadora de membrana plasmatica y el plasmido que codifica a la proteina Mctp2b-
mCherry. Las imagenes obtenidas por microscopia confocal mostraron que la distribucion de
Mctp2b-mCherry se encuentra muy cercana a la membrana plasmatica (figura 20a). Con
microscopia confocal fue dificil determinar la localizacion de Mectp2b-mCherry en
membrana plasmatica, por esta razon, se realizaron observaciones mediante microscopia de
super resolucion (figura 20b). Estas imagenes permitieron obtener de manera mas precisa la
distribucion longitudinal de la fluorescencia relativa de las proteinas expresadas y en ningiin
caso se observaron empalmes de sefiales en la membrana plasmatica (figura 17¢). Resultados
que concuerdan con lo reportado por Geng et al. (2017), quienes no encontraron localizacién

de MCTP y en la membrana plasmatica de motoneuronas de Drosophila melanogaster.



pECFP-MEM
Membrana plasmatica Mctp2b-mCherry

M\%mmﬁ

(a) (c)

Figura 20. (a) Imagen en campo claro de célula HEK-293 transfectada con los plasmidos que expresan a las
proteinas Mctp2b-mCherry y pECFP-MEM; expresion de las proteinas Mctp2b-mCherry (rojo) y pPECFP-MEM
(verde) a las 36 horas post transfeccion (in vivo). (b) No colocalizacion de las proteinas Mctp2b-GFP/pCFP-
MEM en células HEK-293 a las 36 horas post transfeccion (in vivo). (¢) Distribucion longitudinal de la
fluorescencia relativa de las proteinas Mctp2b-GFP (verde) y pCFP-MEM (azul). N=5.



DISCUSION

En el presente estudio se observo que las proteinas Mctp2b-mCherry y Mctp2b-GFP
muestran una colocalizacidn casi idéntica al ser expresadas en células HEK-293 (figura 7).
Esto sugiere que la localizacion intracelular de la proteina Mctp2b no es alterada por su fusion
a distintos marcadores fluorescentes (GFP o mCherry). Asimismo, los distintos analisis de
localizacion (Manders y Pearson) mostraron que las proteinas Mctpla-GFP, Mctplb-
mCherry, Mctp2a-GFP y Mctp2b-mCherry tienen distribuciones intracelulares similares,
pero muestran variaciones en cuanto a su localizacion, lo que indica que ninguna de las
variantes de Mctp de pez cebra presentan una localizacion intracelular idéntica. Se determind
que los coeficientes de colocalizacion Pearson entre las distintas Mctp de pez cebra no fueron
mayores a 0.69 (Tabla 4). Por lo tanto, se consideré que existe una fraccion, en los
coeficientes Pearson calculados, que no colocaliza entre las distintas proteinas Mctp de pez
cebra, la cual se encuentra entre 0.31 y 0.47. Con la finalidad de determinar las posibles
causas del remanente, se realizaron alineamientos locales entre las secuencias primarias de
los aminodcidos para cada una de las regiones transmembranales de las distintas Mctp de pez
cebra (Mctla, Mctlb, Mctp2a y Mctp2b) en correspondencia con las combinaciones de las

cotransfecciones realizadas de los plasmidos construidos:

Tabla 5. Coeficientes Pearson y porcentajes de similitud obtenidos de alineamientos locales entre las

regiones transmembranales (RTM) de las distintas Mctp de pez cebra

Coeficiente Pearson Alineamientos de RTM

Cotransfecciones (plasmidos construidos) (promedio) (% de Similitud)
PCDNA3-mctp2b-mCherry-LIC 'y pCDNA3-mctp2b -GFP-LIC 0.9 100
PCDNA3-mctp2b-mCherry-LIC 'y pCDNA3-mctpla-GFP-LIC 0.61 83.19
PCDNA3-mctplb-mCherry-LIC 'y pCDNA3-mctp2b -GFP-LIC 0.53 79.5
PCDNA3-mctp2a-mCherry-LIC 'y pCDNA3-mctp2b -GFP-LIC 0.64 83.04
PCDNA3-mctplb-mCherry-LIC 'y pCDNA3-mctp2a-GFP-LIC 0.59 79.65
PCDNA3-mctp2a-mCherry-LIC 'y pCDNA3-mctpla-GFP-LIC 0.67 84.82
PCDNA3-mctplb-mCherry-LIC 'y pCDNA3-mctpla-GFP-LIC 0.69 89.17

El porcentaje de similitud de las secuencias de las distintas Mctp de pez cebra,

muestra una relacion entre sus coeficientes de colocalizacion Pearson respectivos. Estas



observaciones sugieren que a mayor porcentaje de similitud entre las regiones
transmembranales de las distintas Mctp de pez cebra, mayor es el grado de colocalizacion

entre las proteinas.

Las regiones transmembranales son uno de los mayores determinantes de la
localizacion intracelular de proteinas de membrana en via secretora y endocitica (Cosson et
al. 2013). Shin et al. (2005) y Geng et al. (2017) reportaron que las dos regiones
transmembranales de MCTP dirigen su localizacion en vesiculas. Consecuentemente, estas
observaciones sugieren que las diferencias en las secuencias aminoacidicas que conforman a
las regiones transmembranales de las distintas Mctp de pez cebra (Mctla, Mctlb, Mctp2a 'y

Mctp2b) podrian provocar variaciones en su localizacion.

De igual forma, y considerando que en el presente estudio se trabajé con un sistema
de expresion heter6logo, también se realizaron alineamientos locales entre las secuencias que
codifican a las regiones transmembranales de Mctpla, Mctp1b, Mctp2a, Mctp2b de pez cebra
y a las regiones transmembranales de MCTP1, MCTP2 de humano. En todos los casos, el
porcentaje de similitud entre las distintas secuencias nunca fue menor al 79%, resultado
similar al obtenido de los alineamientos entre las regiones transmembranales de las distintas
Mctp de pez cebra (tabla 5). Ademas, los patrones de distribucion intracelular de MCTP
mostrados en trabajos previos como los de Qiu et al. (2015) y Geng et al. (2017) son muy
similares a los patrones que obtuvimos en el presente estudio. Debido a ello, consideramos
que la expresion heterologa en células HEK-293 de las proteinas Mctp de pez cebra funciona

como un adecuado modelo de aproximacion para estudiar la localizacion de la proteina.

El reticulo endoplasmatico consiste en una red compleja de tibulos y cisternas que se
extienden a través de toda la célula (Stefan et al. 2013). Participa en multiples funciones,
incluyendo la sintesis de proteinas, el metabolismo de lipidos y el almacenamiento de Ca*?
intracelular (Giordano et al. 2013). En el presente trabajo se determind que la proteina
marcadora de reticulo endoplasmatico colocaliza con la proteina Mctp2b-GFP (figura 15),
similar a reportes previos en los que se menciona la presencia de MCTP en el reticulo
endoplasmatico de células PC12 (Qiu et al. 2015) y en el reticulo endoplasmatico distribuido
a lo largo del soma, dendritas, axén y terminales presindpticas de motoneuronas en D.

melanogaster (Geng et al. 2017).



En la membrana del reticulo endoplasmatico se encuentran localizadas proteinas
similares a MCTP como las sinaptotagminas extendidas (E-Syts), cuya familia de proteinas
esta conformada por tres tipos: E-Sytl, E-Syt2 y E-Syt3 (Saheki y De Camilli, 2017). Se ha
descrito que estas proteinas participan formando sitios de contacto entre la membrana
plasmatica y el reticulo endoplasmatico via sus dominios C2 en el caso de E-Syt2 y E-Syt3.
En contraste, la proteina E-Syt] requiere de aumento en la concentracion de Ca*? intracelular
para generar dichos sitios de contacto (Giordano et al. 2013). No existen reportes de que las
proteinas MCTP generen sitios de contacto entre el reticulo endoplasmatico y la membrana
plasmatica, sin embargo, nuestros resultados muestran que el reticulo endoplasmatico de
células HEK-293 marcado con la proteina Mctp estd muy cercano a la membrana plasmatica
y podria interaccionar con ésta. Shin et al. (2005) concluyeron que MCTP no interacciona
con fosfolipidos de membrana plasmatica; sin embargo, no se puede descartar la posibilidad
de que los dominios C2 de MCTP puedan interaccionar con algin otro fosfolipido de
membrana porque en sus estudios no realizaron ensayos con cada una de las siete especies
distintas de fosfatidilinositol presentes en las células (Balla et al. 2013). Ademas, analisis
bioinformaticos en nuestro laboratorio mostraron que los dominios C2A y C2B de las
proteinas Mctplb, Mctp2a y Mctp2b de pez cebra presentan motif’s ricos en lisina (T¢éllez-
Arreola y Martinez, 2018, en revision), mismos motif's que permiten generar sitios de
contacto con membrana plasmatica a las proteinas sinaptotagminas I, I, III, IV, VI, VII, IX
y X; disferlina, mioferlina (Davis et al. 2002) y a las ya mencionadas E-Sytl, E-Syt2 y E-
Syt3 (Giordano et al. 2013).

Geng et al. (2017) favorecen la hipotesis de que MCTP esta implicada en procesos de
presinapsis. Sin embargo, estudios en nuestro laboratorio sugieren que MCTP también podria
participar en procesos postsinapticos debido a que la delecion de gen mcitp-1 en C. elegans
altera la coordinacion motora del gusano y los mutantes mostraron parcial resistencia parcial
a levamisol, agonista del receptor nicotinico, lo que sugiere la posible implicacion de MCTP-
1 en la postsinapsis. (T¢llez-Arreola y Martinez, 2018, en revision). En este sentido, mutantes
del gen fer-1 que codifica a la proteina disferlina (FER-1) en C.elegans, mostraron resistencia
a levamisol y defectos sutiles en la locomocion con cambios en la frecuencia de movimiento,

asi como reduccion de la potencia muscular total (Krajacic et al. 2009; Krajacic et al. 2013).



La presencia de MCTP en tejido muscular fue reportada por Shin et al. (2005) y Qiu
et al. (2015). Hibridaciones in situ del ARNm que codifica a Mctp en embriones de pez cebra
sugieren la presencia de esta proteina en el sistema nervioso y sistema muscular a las 24 h
post fertilizacion (Espino-Saldafia, tesis doctoral en proceso, 2018, en revision). Estos
hallazgos sugieren que la proteina MCTP puede estar implicada en procesos postsinapticos
en la unién neuromuscular y en la coordinacién motora del sistema muscular. Estas
observaciones abren la posibilidad de plantear experimentos que permitan corroborar dichas

hipotesis.

Trabajos previos, reportaron la localizacion intracelular de MCTP en dos tipos de
endosomas: endosomas tempranos y de reciclaje (Qiu et al. 2015). Sin embargo, nuestros
resultados muestran que Mctp2b de pez cebra también se localiza en endosomas tardios
ademdas de los de reciclaje (figuras 17 y 18). Los endosomas son compartimientos de
transporte intracelular delimitados por membranas. Existen tres tipos principales: endosomas
tempranos, tardios y de reciclaje (Sorkin y Zastrow, 2002). La endocitosis se divide en dos
rutas, la ruta de reciclaje en la que participan los endosomas tempranos y endosomas de
reciclaje; y la ruta de la degradacion en la que participan principalmente los endosomas
tardios y lisosomas (Grant y Donaldson, 2009). Se considera que, en la endocitosis, después
de que los endosomas tempranos han internalizado las moléculas o solutos del exterior al
interior de la célula, éstos pueden ser regresados a la superficie celular por la via endocitica
de reciclaje o bien transportados a los endosomas tardios y lisosomas para su degradacion

(Lebrand et al. 2002).

Con los hallazgos mencionados y reportes en los cuales no se ha encontrado
colocalizacion de MCTP con vesiculas de secrecion marcadas con sinaptotagmina-I (Qiu et
al. 2015; Geng et al. 2017) se puede considerar que la localizacion intracelular de MCTP es
preferencial en las rutas endociticas, especificamente en la ruta endocitica de reciclaje. Sin
embargo, nuestros resultados también sugieren que MCTP pudiera estar implicada en la ruta
endocitica de degradacion debido a que Mctp2b-GFP colocalizd con las proteinas

marcadoras de endosomas tardios y lisosomas (figuras 18 y 19 respectivamente).

Nuestras observaciones muestran que Mctp se encuentra en endosomas tardios y

lisosomas. Dichos resultados no habian sido reportados con anterioridad, y es consistente con



reportes de otras proteinas presentes en ambos organelos porque estos se fusionan para
formar el llamado complejo endolisosomal (Han et al. 2012; Hu et al. 2015; Redpath et al.
2015).

La localizacion de Mctp2b en lisosomas es interesante porque estos organelos no
estan relacionados unicamente con procesos de degradacion sino también con el
almacenamiento de Ca®* (Galione et al. 2010), en donde Mctp, podria funcionar como
proteina censora de este cation. Los lisosomas desempenan otro tipo de funciones a través de
la via secretora denominada exocitosis lisosomal. Esta via requiere de dos etapas. La primera
etapa es independiente de Ca?* (Jaiswal et al. 2002; Medina et al. 2011) y en ella los lisosomas
son reclutados a la proximidad de la superficie celular. En la segunda etapa los lisosomas se
fusionan con la membrana plasmatica en respuesta al aumento de la concentracion de Ca?*
(Jaiswal et al. 2002; Tucker et al. 2004). La exocitosis lisosomal dependiente de Ca*" es un
proceso que ocurre en todos los tipos celulares (Medina et al. 2011). Por lo tanto, es posible

plantear experimentos que prueben la participacion de MCTP en esta via.

Estudios recientes relacionan la via de exocitosis lisosomal con la regulacion
estructural de la plasticidad de las espinas dendriticas (Padamsey et al. 2017). Ademas, se
sabe que en neuronas la liberacion lisosomica de Ca** se da en respuesta a la aplicacion de
glutamato (Pandey et al. 2009), lo que sugiere que los lisosomas pueden influir en la
sefializacion de Ca** mediada por actividad neuronal (Evans y Yasuda, 2017); para llevar a
cabo esto, los lisosomas requieren de proteinas con la capacidad de censar Ca*', y dado que
MCTP es una proteina con esta capacidad, resulta interesante plantear experimentos sobre el

papel que MCTP esta desempefiando en estos organelos.

De manera general, los resultados del presente estudio muestran que Mctp se
encuentra localizada en el reticulo endoplasmatico y en vesiculas pertenecientes a la ruta
endocitica de reciclaje y a la ruta endocitica de degradacion. Hecho que contrasta con su
ausencia en membrana plasmatica (figuras 16 y 20), pero coincide con lo reportado por Geng

et al. (2017).

Las observaciones hasta ahora realizadas sugieren que MCTP podria estar
participando en la interacciéon de dos interfases de membrana, ambas en respuesta a

sefializacion por Ca?". La primera interfase es la que se da entre el reticulo endoplasmatico y



la membrana plasmatica a través de la formacion de sitios de contacto. La segunda interfase,
es la que se forma entre el reticulo endoplasmatico y los diversos sistemas de membranas

internas, particularmente vesiculas pertenecientes a las rutas de endocitosis.

Finalmente, en cualquiera de los dos casos, la participacion de MCTP en dichas
interfaces no se entendera a plenitud hasta que se confirme su interaccion con alguna otra
molécula. Las observaciones del presente estudio sugieren que las moléculas con las cuales
MCTP podria estar interaccionando son de dos tipos: (1) moléculas de naturaleza lipidica,
cualquiera de los siete diferentes tipos de fosfatidilinositol presentes en las membranas
celulares; y (2) moléculas de naturaleza proteica, particularmente proteinas que forman parte

del complejo SNARE.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos y los andlisis realizados en el presente estudio permiten
concluir que las proteinas Mctpla, Mctplb, Mctp2a y Mctp2b de pez cebra, al ser expresadas
heter6logamente en células HEK-293, tienen una distribucion intracelular similar, pero su
localizacion intracelular no es del todo idéntica. Asimismo, la proteina Mctp2b de pez cebra
expresada en células HEK-293 se localiza en los siguientes organelos: reticulo
endoplasmatico, endosomas de reciclaje, endosomas tardios y lisosomas. Sin embargo,

Mctp2b no se encuentra localizada en membrana plasmatica de estas células.
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