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Resumen

Las proteinas con multiples dominios C2 y regiones transmembranales o MCTPs, son
sensores de Ca?* estructuralmente relacionados con otras proteinas que desempefian un rol
fundamental en trafico de membranas y exocitosis de neurotransmisores. Se ha reportado que
mutaciones y polimorfismos de un solo nucleétido en los genes que codifican para las MCTPs
estdn asociados a patologias congénitas como coartacion adrtica, y enfermedades
neurodegenerativas como esquizofrenia y desorden bipolar. El presente trabajo aborda el estudio
de las proteinas MCTP en dos partes; en la primera se hizo un andlisis bioinformético sobre la
distribucion filogenética y organizacion estructural de las MCTPs. Se encontré que estas proteinas
emergieron en metazoarios y estan bien conservadas en vertebrados. Debido a que adn no se
cuenta con estudios estructurales de las MCTPs, se realiz6 un andlisis de la secuencia de estas
proteinas que permiti6 generar un modelo estructural in silico. Nuestros resultados sugieren los
dominios funcionales estan altamente conservados: los dominios C2s y las dos regiones
transmembrana. Los dominios C2 presentan la clasica conformacion tipo Il de laminas B y los sitios
de aspartato que unen al ion Ca?*. Aunado a ello se encontré6 un motivo rico en lisinas en los
dominios C2A y C2B en todas las especies analizadas, lo que les confiere la caracteristica de unir
1,2-diayl-sn-glycero-3-[fosfoinositol-4,5-bifosfato] [Ptdins(4,5)P2] o PIP2. En la segunda parte se
generaron animales mutantes nulos para el gen mctp-1 utilizando la técnica de edicion genética
CRISPR/Cas9 y se estudiaron los efectos de esta mutacién mediante ensayos de comportamiento
finamente regulados por circuitos neuronales especificos en C. elegans.

Los resultados muestran que estas mutaciones generan fenotipos relacionados con el
sistema nervioso: alteraciones en la puesta de huevos, en la velocidad del movimiento, el nimero
de coletazos al nado y en la longitud de la onda del movimiento. Ademas, el mutante del gen

presenta resistencia al aldicarb, un inhibidor de la coliesterasa, por lo que se deduce que su accién

10



es a nivel presingptico. En conjunto, nuestros hallazgos sugieren que la proteina MCTP-1 es un
sensor de Ca?" que juega un papel importante en la funcién sinaptica y en la regulaciéon de los

circuitos neuronales donde se expresa.
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Abstract

Proteins with multiple C2 domains and transmembrane regions or MCTPs are putative Ca?*
sensors structurally related to proteins that play fundamental roles in membrane trafficking and
exocytosis of neurotransmitters. Mutations and single nucleotide polymorphisms reported in genes
that encode MCTPs are associated with congenital pathologies such as aortic coarctation and
neurodegenerative diseases such as schizophrenia and bipolar disorder. This work deals with the
study of MCTP proteins in two parts; in the first one, we performed a bioinformatic analysis of their
phylogenetic distribution and structural organization. We found that these proteins emerged in
metazoans and are well preserved in vertebrates. Since there are not yet structural studies of
MCTPs, we analyzed the primary sequences of these proteins that allowed generating a structural
model in silico. Our results suggest that the functional domains are highly conserved: three C2s
domains and two transmembrane regions. The C2 domains have the classic type Il conformation of
B laminae and conserved aspartate residues that bind Ca?*. In addition, we found a lysine-rich motif
in C2A and C2B domains in all species analyzed, which confers a potential binding site for 1,2-diayl-
sn-glycero-3-[fosfoinositol-4,5-bifosfato] [PtdIns(4,5)P2] o PIP2. In the second part, we generated a
null mutant of the mctp-1 gene using the CRISPR/Cas9 genetic editing technique. These mutation's
effects were studied employing behavioral tests regulated by specific neuronal circuits in C.

elegans.

The results show that the mctp-1 null mutant exhibits phenotypes related to the nervous
system: alterations in egg laying, in speed, and thrashing. The mctp-1 mutant presents resistance to
aldicarb, a cholinesterase inhibitor, so we deduce that its action is at a presynaptic level. Overall,
our findings suggest that the MCTP-1 protein is a Ca?* sensor that plays a role in synaptic function

and regulates neuronal circuits.
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Introduccion

Diversas proteinas que participan en la transduccion de sefales y en la transmision sinaptica
presentan dominios C2 como parte de su estructura. Se sabe que estos dominios estan
compuestos por aproximadamente 130 aminoacidos, los cuales forman ocho laminas beta (B) y
presentan residuos de aspartato (D) que tienen la propiedad de unir diversos ligandos y sustratos

como fosfolipidos, inositol polifosfatos y Ca?* (Corbalan-Garcia and Gomez-Fernandez, 2014). Los

dominios C2 fueron originalmente encontrados en las proteinas cinasas ¢ (PKC) y posteriormente
en familias de proteinas que participan en la transmision sinaptica como las
sinaptotagminas (Ubach et al., 1998), las ferlinas y las E-Syts (sinaptogaminas extendidas) (Min et

al., 2007). Se sabe que estas proteinas tienen una relevancia bioldgica determinante, ya que

responden al flujo entrante de Ca?* para la fusiéon de las vesiculas sinapticas a la membrana
plasmatica de la neurona para la exocitosis de neurotransmisores. En la naturaleza existen varias
otras proteinas que incluyen dominios C2 en su estructura cuya funcion aun se desconoce. Entre
estas se encuentra una nueva familia de proteinas que presentan tres de estos dominios en
tandem y dos segmentos transmembrana (MCTPs) que permiten su anclaje en vesiculas
intracelulares (Shin et al.,, 2005. Actualmente se sabe muy poco sobre la funciébn de estas
proteinas.

En el presente estudio se realizdé un andlisis filogenético de la distribucién de los genes mctp
y se generd un modelo estructural in silico de la proteina MCTP-1. Para determinar el papel de este
gen se utilizé como modelo experimental el nematodo Caenorhabditis elegans, el cual presenta un
solo gen mctp; para determinar el patron de expresién del gen mctp-1 previamente se generd un
transgénico con el promotor del gen mctp-1 (Pmctplb) controlando la expresion de un gen
reportero (GFP), (Tellez-Arreola JL. tesis de maestria., 2014) que mostré su expresion en sistema

nervioso, en este trabajo se generd un mutante al que se le removié una parte del gen por medio

13



de CRISPR/Cas9 y finalmente se determinaron qué caracteristicas se ven afectadas por la
remocion.

Los resultados mostraron que los genes mctp estan ampliamente distribuidos en vertebrados
e invertebrados, pero no se encontraron en bacterias, y algunos phyla de invertebrados
(celentéreos, esponjas); el modelo estructural localizé un sitio nuevo para la union de PIP2. Por
otro lado, se identific6 un segundo promotor del gen mctp-1 (Pmctpla) que dirige la expresion en
células de la espermateca, esto complementa el patrén de expresion registrado previamente que
indica amplia distribucion en el sistema nervioso. Se encontraron cuatro isoformas del gen que son
producto del uso alternativo de los dos promotores y de eventos de splicing alternativo. Se
analizaron las caracteristicas de dos alelos mutantes de mctp-1 los que mostraron una menor tasa
de oviposicién, cambios en la velocidad de desplazamiento y coleteos y resistencia al inhibidor de

acetilcolinesterasa aldicarb, lo que sugiere fuertemente su participacion en la funcion sinaptica.
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Antecedentes

La sefializacion de Ca?* intracelular regula diferentes procesos fundamentales como la
expresion de genes, muerte celular, desarrollo y en neuronas modula la liberacion de
neurotransmisores (Burgoyne et al., 2019). La exocitosis de neurotransmisores es un proceso
mediante el cual una neurona se comunica con una célula blanco mediante la sinapsis. En las
sinapsis quimicas se lleva a cabo la liberacién de neurotransmisores desde la neurona presinaptica
en donde estos son liberados a la hendidura sinaptica y eventualmente se unen a receptores
especificos en la post-sinapsis (Burgoyne et al., 2019). En 1973 se demostrd que el Ca?* es un
elemento esencial que modula la liberacidon del neurotransmisor en las terminales nerviosas (Miledi,
1973). Este descubrimiento abrié la puerta a nuevas preguntas para tratar de entender cémo el
Ca?* regula la exocitosis de neurotransmisores y cuales son los componentes moleculares
encargados de detectar el Ca?*. Las sefales de Ca?* en neuronas son esencialmente reguladas
por proteinas que al unirlo tienen cambios conformacionales que les permite interactuar o regular la
funcién de otras proteinas blanco (Ikuro and Ames 2006; Burgoyne and Haynes 2015; McCue et al.
2010b). Dentro de los sensores que se han identificado como esenciales en la funcion neuronal se
encuentran: la calmodulina, las proteinas neuronales con motivos de mano EF, como las
calcineurinas y las sinaptotagminas. Las sinaptotagminas son proteinas que presentan dominios
C2 en su estructura, los cuales son fundamentales para detectar el Ca?* que permea por canales
selectivos a este ion en las terminales sinapticas y que facilita la fusion de vesiculas sinapticas para
liberar los neurotransmisores (Fernandez-Chacén et al. 2001; Studhof 2013). En afios recientes se
han identificado otros grupos de proteinas que se expresan en el sistema nervioso y que contienen
en su estructura primaria dominios C2; sin embargo, aun se desconoce su funcion (Corbalan-

Garcia and Gomez-Fernandez, 2014).
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Proteinas con dominios C2

El dominio C2 fue identificado por primera vez en la proteina cinasa C (PKC) (Nishizuka,
1988). La estructura a alta resolucion de este dominio se determind originalmente en las
sinaptotagminas (Figura 1) (Sutton et al., 1995). Los dominios C2 se han identificado en proteinas
que participan en procesos celulares diversos como el trafico de proteinas de membrana, la
generacion de segundos mensajeros, la activacion de proteinas GTPasas, la sefalizacion

dependiente de Ca?* y la neurotransmision

Dominio C2-PKC Dominio C2-PLC

i |
/Qfg/ CBR1
/ A %/
Nt

-~

CBR2,

Figura 1 Estructura del dominio C2.

En verde se muestra la estructura del dominio C2 tipo | de la proteina Cinasa C (PKC) y en morado el dominio C2 tipo I
de la proteina fosfolipasa C (PLC). En la parte superior de ambos dominios se muestra los sitios de unién del Ca?*
(CBR 1-3). El ion Ca?* esta representado por las esferas amarillas. Cada dominio esta conformado de 8 laminas (.
Modificado de (Corbalan-Garcia and Gémez-Fernandez, 2014).
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Existe una amplia variedad de proteinas que incluyen el dominio funcional C2 (Figura 2).

Este dominio provee un sensor de Ca?* intrinseco el cual, para su funcionamiento, puede ser
dependiente o no de fosfolipidos (Shin et al., 2005). Las proteinas que contienen este dominio

estan involucradas en traduccién de sefiales (por ejemplo, PKCs) o neurotransmisién (como las
sinaptotagminas). Las proteinas que contienen un solo dominio C2 se localizan en el citoplasma,
mientras que las que contienen dos o0 mas dominios se encuentran asociadas a membranas (Cho
and Stahelin, 2006; Geppert et al., 1994; Min et al., 2007; Nalefski and Falke, 1996; Sudhof and

Malenka, 2008; Ubach et al., 1998).

} e

Sinaptotagmina 1-16
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| R c2
Biswe | ECHE

Sinaptotagminas extendidas 1-3

™
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3 1-2
MCTP 1-2

™
t

6
Ferlinas

Figura 2 Familias de proteinas que contienen dominios C2

Este grupo de proteinas participan en transporte de vesiculas. Los dominios C2 estan representados por los
rectangulos en morado, las regiones transmembranales en color naranja (TM) y el dominio de union a lipidos en color
café claro (SMP). Maodificado de (Corbalan-Garcia and Gomez-Fernandez, 2014).

17



Proteinas trasmembranales con multiples dominios C2 (MCTPs)

En mamiferos, se han identificado dos genes que codifican para MCTPs: MCTP1 y MCTP2.
Las MCTPs presentan variantes generadas por remocion diferencial de exones y dentro de sus
caracteristicas estructurales presentan tres dominios C2 orientados hacia el extremo amino (N) y
dos regiones transmembranales en el extremo carboxilo (C) (Shin et al., 2005).

En los vertebrados, las MCTP se expresan ampliamente en multiples tejidos: rifién, corazon,
higado, pulmones, musculo esquelético, testiculos, bazo y sistema nervioso central (Qiu et al.,
2015; Shin et al., 2005; Espino-Saldafa et al., 2020). Dentro de las células, estas proteinas se
localizan en vesiculas intracelulares de los cuerpos de las neuronas, en los procesos neuronales,
en endosomas Y reticulo endoplasmico (Geng et al., 2017; Qiu et al., 2015; Shin et al., 2005).

Las MCTP son moléculas importantes por su relacion con varias enfermedades. Por
ejemplo, algunos polimorfismos en los genes de las MCTP estan vinculados al trastorno bipolar y la
esquizofrenia. Asimismo, se han identificado mutaciones en MCTP-2 asociadas a trastornos del
desarrollo como la malformacion cardiaca congénita (Djurovic et al., 2009; Lalani et al., 2013). En
ratones, se ha identificado que el gene Mctpl es un elemento regulatorio esencial para la expresion
del gen Nr2fl que codifica para el receptor nuclear tipo 2, dado que la remocion de Mctpl genera
defectos en la regulacién de la transcripciébn Nr2fl en la céclea embrionaria que contribuyen a la
separacion incorrecta del utriculo y el saculo en el vestibulo de los ratones (Tarchini, 2018), pese a
ello, la funciébn propia de la proteina MCTP1 no ha sido esclarecida. Por otro lado, la
sobreexpresiéon de la isoforma corta (Mctpls) genera efectos en las vias de endocitosis de células
PC12 y neuronas de hipocampo en cultivo (Qiu et al., 2015). Esto sugiere que esta isoforma puede
jugar un papel importante en la via de endocitosis. Algunas mutaciones de la MCTP en Drosophila

melanogaster son letales durante el desarrollo de las larvas, mientras que otras tienen defectos en
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la regulacién de la neurotransmision, lo que sugiere funciones tanto en el sistema nervioso en
desarrollo como en el maduro (Geng et al., 2017; Tunstall et al., 2012).

En el pez cebra Danio rerio, se identificaron cuatro genes mctp: mctpla, 1b, 2a y 2b. Por
hibridacién in situ se determind que se expresan ampliamente desde el desarrollo larvario hasta en
el adulto, en donde se encuentran en multiples tejidos incluyendo el sistema nervioso, musculo e
higado (Espino-Saldafia et al., 2020). Por medio de marcaje con proteinas fluorescentes, la
proteina Mctp2b fue encontrada en reticulo endopldsmatico, lisosomas y endosomas (Espino-
Saldafia et al., 2020). Utilizando CRISPR/Cas9 para mutar el gen Mctp2b se encontré que las
larvas del pez detienen su desarrollo dias después de su nacimiento y mueren, lo que sugiere que
este gen es esencial para el desarrollo normal en esta especie (Espino-Saldafa et al 2020).

Aunque por homologia se han identificado genes de mctp en invertebrados (D.
melanogaster, C. elegans) y vertebrados (ratones, ratas, pez cebra), alin se desconoce su filogenia
y funcion. Si bien se cuenta con datos de fenotipos a nivel intracelular y efectos letales durante el
desarrollo embrionario en peces y en D. melanogaster; aun se desconoce la funcion en los diversos
tejidos en las que se expresan incluyendo las neuronas; asi como también cudl es su papel en la
regulacion de los diferentes circuitos neuronales que controlan comportamientos especificos in
Vivo.

Para contestar estas preguntas, en este estudio se realizé un analisis para identificar en
cudles genomas se encuentran las MCTP’s y cual es su papel funcional in vivo mediante la

remocién del gen por mctp-1 utilizando como modelo experimental el nematodo C. elegans.
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C.elegans como modelo biolégico

C. elegans es un nematodo de vida libre cuya distribucion es cosmopolita. Tiene un ciclo de

vida corto que toma 48 h a 25 °C desde la etapa embrionaria hasta el adulto (Figura 3) (Corsi et al.,
2015; de Bono and Maricq, 2005); presenta dimorfismo sexual ya que hay hermafroditas y machos
en donde la mayor parte de la poblacion es hermafrodita y con una muy baja incidencia de machos
(0.2 %) (Hodgkin et al., 1979). Los hermafroditas adultos generan hasta ~300 individuos por

autofecundacion en su periodo fértil, que se mantienen facilmente en placas con agar y
micronutrientes (colesterol, sales de Ca?', magnesio y potasio), adicionadas con bacteria
Escherichia coli de la cepa OP50 como alimento. Los individuos hermafroditas, se auto fertilizan y
generan una poblacion a partir de un solo individuo, estas caracteristicas lo convierten en un
modelo genético muy robusto. Aunado a ello, la gama de estrategias experimentales, su facil
mantenimiento en el laboratorio, y las similitudes en los procesos moleculares y celulares entre C.
elegans y otras especies a través de la evolucion (funcién de proteinas, regulacion de la expresiéon
génica, estructura y funciéon de organulos, metabolismo etc.) han hecho de este organismo un
modelo ideal para investigar la biologia de organismos eucariontes. Por otro lado, alrededor del

60% de los genes presentes en humanos tienen un ortélogo en el genoma de C. elegans (Kaletta

and Hengartner, 2006), y 40 % de los genes que estan asociados a enfermedades en humanos,

presentan un ortélogo en el genoma de C. elegans (Culetto and Sattelle, 2000). Dentro de sus

multiples ventajas como modelo de estudio, una de las mas importantes es que su desarrollo es
muy estereotipado y del cual ya se conoce con exactitud el mapa de destino de cada una de las
células que lo comprenden. En la etapa adulta esta formado por 959 células somaticas para el caso

de los hermafroditas y 1031 en machos (Altun, 2012). Por lo anterior, C. elegans ofrece muchas

20



ventajas para tratar de entender procesos biolégicos en general, asi como los procesos fisiologicos

normales y patologicos en el humano.
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Figura 3 Ciclo de vida de C. elegans a 22 °C. Modificado de wormatlas 2016.
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C. elegans como modelo de estudio del sistema nervioso.

C. elegans se ha convertido en un modelo importante en las neurociencias. Su sistema
nervioso estd conformado por 302 neuronas y 56 células gliales (Altun, 2012). El 50% de sus
neuronas estan localizadas en la cabeza, alrededor de la faringe formando el anillo nervioso,
mientras que las restantes estan localizadas en los ganglios cerca de la faringe, en el cordon
neuronal ventral y los ganglios de la cola (Figura 4) (de Bono and Maricq, 2005; White et al., 1986).
El sistema nervioso completo del hermafrodita de C. elegans fue descrito por primera vez utilizando
cortes seriados y tomando imagenes con el microscopio electrénico de transmision (White et al.,
1986). Los resultados de estos experimentos, permitieron conocer con exactitud la morfologia de

cada neurona, asi como las sinapsis quimicas que se forman (~7000), uniones comunicantes
(~600) y las uniones neuromusculares (~2000) (White et al., 1986). Las neuronas del hermafrodita
se clasifican en diferentes morfotipos (~ 118), de las cuales 39 son neuronas sensitivas, 27
neuronas motoras, y el resto son interneuronas (de Bono and Maricq, 2005). C. elegans presenta la

mayoria de la maquinaria de neurotransmisién que se encuentran en vertebrados, incluyendo

acetilcolina, acido gamma aminobutirico (GABA), serotonina, dopamina y glutamato (Brockie y
Maricg, 2006; Chase and Koelle, 2007; Jorgensen, 2005; Li, 2008; R y, 2007), incluso se ha
propuesto al etanol como una molécula capaz de funcionar como neurotransmisor en C. elegans

(Mclntire, 2010).
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Cordén nervioso ventral Musculos

Anillo nervioso

Figura 4 Sistema nervioso de C. elegans
En color café se muestran los somas de las neuronas agrupadas en ganglios. En color rojo se representa el anillo

neuronal alrededor de la faringe (indigo) y los procesos de los axones a lo largo del cordon neuronal ventral y dorsal.

Modificado de (Schafer, 2016).
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Neurobiologia del comportamiento motor de C. elegans

C. elegans tiene una anatomia relativamente sencilla y presenta una serie de
comportamientos altamente estereotipados y bien caracterizados. Muchos de los trabajos

realizados sobre el comportamiento describen cédmo este nematodo detecta los estimulos externos
y cambia su conducta motora (de Bono y Maricq, 2005). Presenta un movimiento sinusoidal, el cual
es generado a partir de la cabeza y se transmite como una onda que se propongan a través del
cuerpo (de Bono y Maricq, 2005). La propagacion de las ondas en forma de “S” en el agar,
permiten al nematodo generar movimiento y desplazarse, estos movimientos son resultado de la

contraccion y relajacién de los muasculos dorsales y ventrales que se encuentra a lo largo del
cuerpo inervados por moto-neuronas GABAérgicas y colinérgicas (de Bono y Maricq, 2005;
Gjorgjieva et al., 2014; Wen et al., 2012; Zhen y Samuel, 2015). Se han descrito tres caracteristicas
principales responsables de generar el movimiento en medio sdlido: 1.- la presion hidrostéatica que
presenta el animal, 2.- la tension superficial y 3.- la friccién entre el gusano y su sustrato (de Bono y
Maricq, 2005), las cuales permiten la formacién de la onda del cuerpo y genera la fuerza de
propulsién para desplazarse hacia adelante y hacia atras. El movimiento de C. elegans se divide en
cuatro categorias principales o macro estados: 1.- el desplazamiento hacia adelante, el cual
consiste en la propagacién de ondas dorso-ventrales del cuerpo, en sentido anterior a posterior los
cuales se inician en la cabeza. 2.- desplazamiento hacia atras, este consiste en la propagacion de
las ondas del cuerpo dorso-ventralmente en sentido posterior a anterior iniciado en la cola. 3.-
“‘Dwelling”, se refiere a la propagacion de una variedad de ondas del cuerpo en sentido dorso-

ventral que presentan una dinamica no direccional y 4.- quiescencia, la cual representa una falta de
movimiento (Gjorgjieva et al., 2014). El circuito neuromotor del movimiento esta conformado por 95

musculos y 75 neuronas motoras que dirigen el movimiento ondulatorio del cuerpo del nematodo y
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que estan distribuidas en el cordon neuronal ventral (VNC). Las neuronas que conforman el VNC
se dividen en 5 grupos, A (21), B (18), D (19), VC (6), y AS (11). Las A, By D son subdivididas en
dorsales y ventrales segun los muasculos del cuerpo al que inervan (Figura 5). Los
neurotransmisores implicados en el control de los movimientos son: el sistema colinérgico
(excitatorio) y el sistema GABAérgico (inhibitorio). Las motoneuronas que controlan el movimiento
hacia adelante y que inervan por segmentos la musculatura, son los tipos de neuronas excitatorias
e inhibitorias en los musculos dorsales (DB y DD) y musculos ventrales (VB y VD) y las neuronas
gue controlan el movimiento de reversa son (DA, DD y VA, VD) (Figura 5). La conectividad de estas
motoneuronas es muy importante, ya que, si en determinado segmento de la musculatura se
contrae por accion de neuronas colinérgicas, la musculatura contralateral debe relajarse debido a la
accion de las neuronas inhibitorias GABAEérgicas para generar un patron de movimiento estable en
un tiempo y espacio determinado (de Bono y Maricq, 2005; Gjorgjieva et al., 2014; Wen et al.,

2012; Zhen y Samuel, 2015). Sin embargo, aunque se tienen mapeadas las redes neuronales que

se generan y como éstas modulan los movimientos, alin no se han caracterizado a detalle como es

que los patrones centrales de movimiento son generados.
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Figura 5 Composicion neuronal del cordon nervioso ventral de C. elegans

A) Comportamientos controlados por el circuito motor (panel derecho), conectividad entre las interneuronas de
comando (circulos en color naranja) y las motoneuronas (circulos en color rosa). B) Motoneuronas que controlan los
movimientos anterégrados (Tipo A), movimientos retrogrados (Tipo B) y ambos movimientos (Tipo D). C) Esquema de
la posicion de las motoneuronas que conforman el cordén neuronal ventral entre el ganglio retro vesicular y el ganglio

pre anal. Modificado de Wormatlas 2016.
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MCTPs en C. elegans

El modelado de la proteina basado en el andlisis de posibles dominios funcionales revela
que las MCTPs en C. elegans contienen tres dominios C2 y dos segmentos transmembranales
(Shin et al 2005) (Figura 6). En investigaciones realizadas en nuestro grupo de trabajo se identifico
al gen mctp-1 en C. elegans como el unico gen homodlogo a las MCTPs de mamiferos. Este
contiene dos promotores independientes (Pmctp-1la y Pmctp-1b). En cuanto a la funcién de los
promotores, se demostré que Pmctp-1b::GFP se expresa en la mayoria de las neuronas del
nematodo pero no se encontré expresion en otros tipos celulares (Figura 7, Téllez Arreola, JL.
Tesis de Maestria 2014).

Por otro lado, Un reporte reciente sugiere que MCTP-2 presenta en su extremo C- terminal
un dominio de homologia reticulon (RHD), que es caracteristico de proteinas del reticulo
endoplasmatico involucradas en inducir la curvatura del organelo. Este reporte asocia a las MCTPs
con la generacion de gotas de lipidos presentes en el intestino del nematodo (Joshi et al., 2018).
Sin embargo, aun no es claro como las MCTP funcionan en la generacion de las gotas de lipidos.
Debido a que el patrén de expresion obtenido en estudios previos sugiere principalmente la
localizacion de mctp-1 en sistema nervioso, no se encontrd plausible la asociacion de produccion
de gotas de lipidos con MCTP, porque en este trabajo se decidié6 abordar la evaluacion de la

produccion de lipidos en los alelos mutantes del gen mctp-1.

MCTP1 [N C2A (2B C2C ol fud ‘l

Figura 6 Modelo de la organizacién funcional de la proteina MCTP-1b de C. elegans
En color amarillo se representan los dominios C2, en azul las regiones trasmembranales.
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Figura 7 El promotor Pmctp-1b dirige la expresion de GFP a neuronas de C. elegans.

Expresion de Pmctp-1::NLS GFP, la sefial del gen reportero se localiza en células localizadas en la cabeza, corddn
neuronal ventral y region de la cola. La expresion del marcador pan neuronal rab-3P::mCherry a lo largo del sistema
nervioso se muestra en el panel central. El empalme de ambas sefiales se muestra en el panel de la derecha y resalta
la co-localizacion de la expresion de mctp-1 en neuronas. Micrografia tomada por José Luis Téllez -Laboratorio de
neurobiologia celular y molecular D-15.CNV, cord6n nervioso ventral.
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Planteamiento del problema

Las proteinas MCTPs presentan un porcentaje alto de homologia estructural con las
sinaptotagminas y las ferlinas, especificamente con los dominios funcionales C2. Estas ya han sido
descritas ampliamente en cuanto a su afinidad al Ca?* y a su participacion en la maquinaria de
exocitosis de diversas células incluyendo las neuronas. Sin embargo, poco se conoce sobre las
MCTPs en cuanto a las caracteristicas estructurales y al papel funcional en organismos completos
in vivo. Por lo tanto, en este trabajo se pretende determinar la distribucion de los genes mctp en
diversos phyla, construir un modelo in silico que permita elucidar sus caracteristicas estructurales y
funcionales in vivo.

Es importante mencionar que muchos principios fundamentales que tenemos hoy en dia en
neurobiologia se han identificado mediante manipulaciones genéticas activando o inhibiendo genes
de manera selectiva en modelos de invertebrados como es el caso del nematodo C.elegans. Por lo
tanto, nos propusimos determinar si la remocion de manera experimental del gen mctp-1 de C.
elegans afecta comportamientos estereotipados finamente regulados por circuitos neuronales

especificos que nos den informacion sobre su funcion.

Hipotesis
Hipotesis
A) Las MCTPs se expresan solo en organismos eucariotes, dado que en organismos
procariontes no se tiene conocimiento de secuencias de proteinas que solo presenten tres
dominios C2 y 2 regiones transmembranales.
B) Los dominios funcionales de las proteinas MCTP se encuentran conservadas entre
especies.

C) La proteina MCTP-1 regula la funcidén de neuronas sensoriales de C. elegans.
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D) La remocion del gen mctp-1 afecta la locomocion del nematodo. Dado que mctp-1 se
expresa en neuronas motoras de C. elegans.
E) La remocion del gen mctp-1 afecta la neurotransmisién en el nematodo dado que posee
caracteristicas propias de una proteina sensor de calcio y se expresa en neuronas.
Objetivos generales
1. Realizar un andlisis de la distribucion filogenética de los genes mctp.
2. Construir un modelo in silico de la estructura de MCTP-1
3. Determinar el fenotipo del mutante del gen mctp-1 de C. elegans.
Objetivos particulares
la. Generar una base de datos con las secuencias de aminoéacidos de las proteinas MCTP
presentes en el ProteinBank.
1b. Comparar las secuencias de aminoacidos de las MCTPs de las diferentes especies en
las que se presentan.
1c. Construir dendogramas de las MCTPs.
2a. Recabar secuencias primarias de proteinas MCTPs de diversos phyla.
2b Determinar cuales dominios y secuencias primarias que estan conservadas.
2c. Generar un modelo que prediga la estructura tridimensional de MCTP.
3a. Generar un mutante de delecién del gen mctp-1 de C. elegans
3b. Determinar el fenotipo del mutante de mctp-1.

3c. Determinar si la mutacion en el gen mctp-1 esta asociada a la funcion sinaptica.
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Materiales y Métodos
La metodologia de este trabajo esta dividida en dos partes: La primera describe los métodos
utilizados para el andlisis de bioinformatica y modelado molecular y la segunda referente a la parte

experimental del proyecto.

Metodologia parte |

Identificacidon de las MCTPs en diferentes especies.

Se obtuvieron del banco de datos de proteinas (Protein Data Bank,

https://www.ncbi.nim.nih.gov/protein) las secuencias de aminoacidos utilizando los programas

SMART y COBALT (Schultz et al., 1998). Se us6 como referencia la secuencia primaria de la
proteina MCTP de C. elegans (NP_491908.2). Los criterios de inclusion para identificar las
secuencias de la MCTP en otras especies fueron: 1) la presencia de tres dominios C2 y 2) dos
regiones transmembranales. Las MCTP de Arabdopsis (Liu et al., 2017), fueron descartadas en
este estudio ya que son mas diversas en su organizacion estructural y no se ajustan a los criterios

establecidos para nuestra comparacion de secuencias.

Alineamientos de secuencias

Se realizaron en el programa COBALT usando parametros por default del programa (Figura
8). COBALT utiliza la alineacion de multiples secuencias de una base de datos de motifs y
dominios conservados en distintas proteinas y la similitud utilizando RPS-BLAST, BLASTP y PHI-
BLAST (Papadopoulos y R., 2007). Se alinearon nuevamente las secuencias con el programa

Jalview y se utilizaron los algoritmos del programa t-coffee.
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Alignment Parameters

Gap Penalties Opening Extension
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Conserved columns Find Conserved Columns and Recompute Alignment &

Query Clustering Parameters

Query Clustering Parameters Use query clusters &

Word Size 4|
Max Cluster distance [08 v|w
Alphabet Regularv| &

Figura 8 Parametros establecidos para la identificacién de las proteinas MCTP

Construccion de arboles filogenéticos

Utilizamos mudltiples secuencias obtenidas por COBALT como entrada para generar arboles
filogenéticos para analizar los patrones de divergencia de las MCTP en las especies en las que se
identificaron genes mctp. El arbol filogenético de los organismos modelo experimentales y el arbol
de dominios C2 se generaron utilizando el programa de alineacion “Muscle”, el método de maxima
probabilidad con inferencia bayesiana (M.Bayes3.2) o el bootstrapping (100 réplicas) dentro de la

plataforma de “phylogeny.f’r segun fuera necesario.
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Prediccion de la estructura secundaria y modelado de las MCTP’S

Utilizamos el software PSIPRED para la prediccidon de la estructura secundaria, y el software
RaptorX Structure Prediction para modelar la estructura terciaria de la MCTP a partir de la
secuencia de C. elegans (NP_491908.2) utilizando los parametros predeterminados del servidor
(Jones, 1999; Kallberg et al., 2012). El modelo de PDB generado automaticamente fue modificado
manualmente en Molsoft ICM-Pro v3.8-3 manteniendo la integridad de todos los dominios
predichos en una configuracién comun. Posteriormente, las moléculas de Ca?* fueron cargadas
desde ChemSpider en el proyecto ICM (CSID: 4573905), y se sometié para su acoplamiento con
los dominios C2A, C2B y C2C de la MCTP usando como templado la estructura del dominio C2 de
las PKCa (PDB: 3GPE, Valero-Guerrero et al., 2009) por medio de la funcién Pocket Finder del ICM
(Dey y Chen, 2011). El modelo final fue enviado al servidor de minimizacién de energia de Yasara
(Krieger et al., 2009), y las imagenes generadas en PyMOL v2.2.2 Schrodinger LLC (Schrédinger,

San Diego, CA).
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Metodologia parte Il

Generacion del mutante de mctp-1 mediante CRISPR-Cas9.

La metodologia para la construccion de los plasmidos que permitieron la remocién del gen
mctpl por CRISPR/Cas 9 se realiz6 en cuatro pasos: 1) seleccion de secuencias y generacion de
plasmidos que portan el RNA guia, 2) construccion de dos plasmidos que portan fragmentos: a) rio
arriba y, b) rio abajo del gen mctp-1 para permitir la recombinacién homologa, 3) construccion de
un plasmido que porta los genes de seleccion para la identificacion de eventos de recombinacion
en el genoma: GFP y unc-119, 4) construccién de un plasmido que ensambla los elementos para la
recombinacién: fragmentos rio arriba y rio debajo de mctp-1 y genes de selecciéon (GFP y unc-

119).

Construccion de los guias de ARN.
Para la generacion de los RNAs guia se disefiaron primers que contienen un sitio PAM (NGG)
(ver lista de oligonucleétidos en Anexo). El sitio PAM se seleccioné utilizando el programa en la

pagina (http://crispr.mit.edu/) utilizando 250 pb del sitio blanco para introducir la mutacién en el

genoma. El programa selecciond los sitios 6ptimos para realizar el corte en el DNA y en esta
estrategia se utilizaron tres de ellos, por lo que se construyeron tres plasmidos de manera
independiente los cuales portan la secuencia para cada guia. Una vez que se seleccioné el sitio
PAM, se tomaron como base 19 nucleoétidos a los cuales se les agrego la secuencia TTG para el
primer en sentido y AAC para el reverso complementario. Estas secuencias permiten la ligacion en

el sitio Sapl del plasmido pMLS134.
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Para generar el plasmido (Figura 9) que contiene la secuencia del RNA guia (sgRNA) se

clonaron los oligos en el plasmido pMLS 134 (Figura 10) (Donado por el Dr. E. Jorgenesen, U.

Utah) mediante la técnica Golden Gate (Padgett y Sorge, 1996) con el siguiente protocolo:

PUG6::ARN guia

AmpR

Figura 9 Esquema representativo del vector que contiene la secuencia que codifica para el RNA guia.

Sitio de clonacién Sapl del vector pMLS134
. SC
-3 — $
5-nNnnNNNCGAAGAGCggatccatggGCTCTTCGNNNNNN-3’

3’-NnNNNNNGCTTCTCGcctaggtaccCGAGAAGCNNNNNN-5
53 =

Sapl BamHI Ncol Sapl

Figura 10 Sitio de clonacién Sapl en el vector pMLS134.

Sitio de clonacién de los primers para generar el ARN guia utilizando el plasmido pMLS 134. El sitio de reconocimiento
para la enzima Sapl se indica en morado y el sitio del corte en color marrdn. Los sitios BamHI y Ncol se resaltan en
negro. En Rojo se muestra el fragmento de 20 pares correspondientes al RNA guia. En verde representa la secuencia

del promotor U6 y el andamiaje para la expresién de ARN guia.
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Protocolo Sap-Trap: Primero se alinearon los oligos para formar DNA de doble cadena. Para
ello, se disolvieron a una concentracion de 100 uM en TE y se mezclaron con una solucion de
alineamiento 1x (OAB) para hacer alicuotas a una concentracion final de 10 uM. La solucion 1X
OAB contiene: 20 mM Tris-Cl 7.5, 50 mM NaCl, 1 mM MgClz. El par de oligos se incubaron a 95° C
por 5 min, posteriormente se dejaron a temperatura ambiente para que ocurra el alineamiento de
los primers. Para la clonacion de las guias se procedio a preparar el plasmido pMLS134 (Schwartz
y Jorgensen, 2016) el cual fue cortado con Sapl. Se ligé el DNA de doble cadena formado por el
alineamiento de los oligos con el plasmido pMLS134 y se inactivo la reaccién a 65°C por 30 min. Se
procedié a transformaron bacterias (E. coli cepa XL1-blue) con 1 uL de la reaccion de ligacion (50
ng) y se tamizaron las clonas resultantes con la enzima BamHI. Los patrones de restriccion para
identificar clonas positivas son los siguientes: plasmido correcto debe liberar un fragmento de 3.5
Kb y negativo 2.1 Kb con BamHI. Se aseguroé la identidad del plasmido mediante secuenciacion

utilizando el oligo M13F (Schwartz y Jorgensen, 2016). Los plasmidos permiten la expresion del

RNA guia bajo el promotor constitutivo del sgRNA U6.
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Construccion de los vectores intermediarios que portan los fragmentos del gen mctp-1, el

gen de GFP y el gen unc-119.

Para clonar los fragmentos que permitieron la recombinacion homdéloga se amplificaron 1.5

kb rio arriba del inicio de la transcripcion de la isoforma mctp-1la y 1.5 Kb rio abajo del sexto exén

presente en las isoformas a-c. Se clonaron en los plasmidos donadores del sistema Gateway (4-1y

2-3), de tal manera que se generaron una secuencia homologa derecha y una izquierda (Brazo
homologo izquierdo pDonor(4-1) y brazo homologo derecho pDonor(2-3) (Figura 11).
Posteriormente se construyé un plasmido final mediante una reaccion LR (LHA pDonor (4-1)

(Figura 13), pJLT6 (GFP::Let858utr::Unc-119+) (Figura 12). pDonor (1-2) y RHA pDonor (2-3).

@ PCR regiones 5'UTR mctp-1

homélogas —MMWWMEP

PattB2

¢ ¢

attL4 attl 1 attL2 attL3
@vectores de entrada finales que {] \H;Ur\,‘;
portan las regiones homdlogas

Figura 11 Clonacién de los brazos homélogos derecho e izquierdo en los vectores intermediarios 4-1y 2-3
respectivamente mediante el uso del sistema Gateway.

@recombinacién de los amplicones

con los vectores de entrada
attP4
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Clonacié.n de Gibson mediante
sobrelape de 20 pares de bases

Pares de oligos con sobrelape
1.-01-05
2.-02-03
3.-04-06

D
umumw/ Cbr-unc-119

d il
| i

attt1  gip

v
i “ ‘ “ f @ vector intermediario 1-2 GFP::unc-119

Cbr-unc-119 att12

attP2

= @ PCR de amplicones
¢ a ensamblar

@ Recombinacién de los amplicones

GFP y unc-119 con el
vector de entrada 1-2

Figura 12 Clonacién del fragmento GFP::unc-119 en el vector intermediario 1-2 mediante el uso de la técnica de

clonacién de Gibson

Construccion del plasmido de reparacion para generar el knock-out.

Para la generacion del plasmido de reparacién se realiz6 una reaccién LR en la cual se

pusieron los siguiente plasmidos para su recombinacion: pDest r3-r4 50 ng/ul 1 pl, pJLT47 (RHA 4-

1) 50 ng/ul 1 pl, pJLT46 (LHA 2-3) 50 ng/ul 1ul, pJLT6 (GFP::UTR::Unc-119) 50 ng/ul 1 ul, LR

clonasa 1ul (5X) (Figuras 13, 14) y se dejo por 16 h a temperatura ambiente. Posteriormente se

transformé en E. coli Top 10, se seleccionaron colonias y se tamizo para identificar el plasmido

positivo.
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recombinacién de los
vectores de entrada

@Ensamble del vector final que contiene
RHI::1-2 GFP:: unc-119::RHD

attB4 attel gfp Cbr-unc-119 attg2 attB3

Ampr

Figura 13 Clonacién del vector final para generar el alelo mutado de mctp-1 (allelo amtl) mediante
CRISPR/Cas9 mediante el uso del sistema Gateway

kS

GFP -
Stop, 3 Imker’ 4250 4500 4759 5'linker.
a[(’ ATGisoa
let-858 3UTR Q\m
o B em—
Py s ;

Sequenced, pEGB?!

RHA2 to delete

D2092.1(1"§¢ ati
45[{%\ recombination site
T—M13-fwd

pILTE3_targetin
8970 bp S Lacz aipha

g8

]

~bla promoter

2%

/exones to confirm Knock out
Q/LHAZ to delete and insert gfp/utr/unc-119

pUC ori
attd  M13-rev
attR4 recombination site

Figura 14 Mapa del plasmido de reparaciéon (pJLT63) utilizado para generar los animales knock-out amtl
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Generacion de los mutantes del gen mctp-1 mediante CRISPR/Cas9

Se microinyectaron 410 animales para integrar las secuencias de los genes de seleccion
unc-119 y GFP flanqueados por 2 brazos homélogos de 1.5 Kb de mctp-1. Para la micro inyeccion
se utilizé la cepa EG6207 (unc-119Ed3)Ill con los siguientes plasmidos: CRISPR Mix: Cas9 50
ng/ul, pCFJ90 2.5 ng/ul (Pmyo-2::mCherry), pCFJ104 10 ng/ul (Pmyo-3::mCherry), pGH8 4 ng/ul
(Prab-3::mCherry), plasmido de reparacion (35 ng/ul) y los tres sgRNA (30 ng/ul cada uno)

(Schwartz y Jorgensen, 2016). Se colocaron dos animales en una placa con medio de cultivo y se

mantuvieron a 25°C por 7-10 dias hasta que agotaran el alimento, se seleccionaron los animales
que revirtieron el fenotipo unc-119. Se seleccionaron individuos que presentaron un fenotipo similar
al silvestre y que a su vez no expresaran los marcadores de co-inyeccion, se paso un animal por
caja nueva para observar la progenie de esta generacion (Schwartz y Jorgensen, 2016).

Se verificd la integracion de los genes de seleccion. Para ello se aisl6 DNA gendmico
mediante lisis de gusanos (ver solucidén en tabla 1), el lisado se utiliz6 como molde de DNA para
PCR para amplificar el gen de seleccién (unc-119) y corroborar que se ha interrumpido el marco de
lectura abierto de mctp-1.

Para corroborar la integracion de los genes de seleccion mediante PCR se siguid el siguiente

protocolo.
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Tabla 1 Solucién de lisis

Solucién de lisis

H20 80 ul
Proteinasa K 2.5 ul
Buffer GC NEB 20 ul

Se aislaron 5 gusanos y se colocan en un tubo con 5 pl de solucion para lisis (tabla 1).
Posteriormente se congelaron en nitrégeno liquido por 5 min. Después se descongelan a
temperatura ambiente y se incubaron en el termociclador por 1 h a 60°C y después 30 min a 95°C
para inactivar la proteinasa K. Para realizar el PCR se tom¢ 1 pl del lisado como templado de DNA.
La manipulacién con CRISPR/Cas9 interrumpié el marco de lectura del gen mctp-1 en las
diferentes isoformas a-c (Figura 15) (Cho et al., 2013; Horii et al., 2014; Waaijers et al., 2013;

Waaijers y Boxem, 2014).

Una vez obtenidos los mutantes se procedio a realizar retrocruzas (Figura 17) para limpiar el
fondo genético de posibles mutaciones ligadas a la remocion de mctp-1 con machos de la cepa

silvestre en al menos una vez (Figuras 16, 17).
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inicio

mctp-1a

(exén 5)
\\TcatcttcccgattccaaaattcattttcaaaacggttgacgcaaatATG\\-----;--g--,-E-,-—-g---//GAACGATGAAGAAGAATCTGACGAGACCCAA

A\Y 5' brazo homélogo 1.5 Kb xon o-=intron
AAATGTGCAGAAACGGCAGAACTGGATGTGGTTACTCTTTTGATGGAAGTTCGTCTTAAGAATGGAGAAGATTTACCAGTGAAAGA
ARN guia 3 ARN guia 2 E— ARN guia 1
TGC'I'I'CAthtttcttttttacttttattaataattctgatgatacattttctcﬁy
W, iltimo codén 3' brazo homélogo 1.5 Kb /7
A (exdn 6) -
Region blanco BHD " L.  "BHI mctp-1

Inyeccion de:

templado de reparacion

+ ARN guias (3)
+ pDD162 (Cas9) * @

+ marcadores de co-inyeccion

BHD1.5kKb _ gfp Cbr-un-119 BHm

< <

> UTR | ]i Recombinacién iRl
10
insercion de GFP codén de paro
5' UTR . 9fp y  Cbrun-119 mctp-1

GAAGTTCCGACCCATATGTAAAGTTTC

N127por codon de paro

Figura 15 Sitio de insercidn de los genes de GFP y unc-119 en el locus del gen mctp-1.

Representacion esquematica del sitio de la insercion de GFP::let-858; unc-119+ por el sistema CRISPR/Cas9. La linea
discontinua y la Z en color rojo representa sitios blancos donde se unen los guias en el exdn. La secuencia removida se
muestra en gris. Las secuencias de sgRNA de 20 pb se representan en las lineas negras dentro de las bases
eliminadas y la secuencia PAM (NGG) se representa en lineas rojas (parte superior). Ambos brazos homdlogos
izquierdo (BHI) y derecho (BHD) tienen un tamafio de 1.5 Kb representados con lineas negras en el esquema de la
regién blanco. En el paso 1 se representa la recombinacion del templado de reparacién con la regién blanco del gen.
En el paso 2 se representa las modificaciones que genera la inserciéon de GFP y unc-119 en el locus del gen mctp-1.
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Caracterizacion del fenotipo de las cepas mutantes de mctp-1.

Debido a que los resultados previos sugerian la expresion de mctp-1 en el sistema nervioso
del sistema se utilizaron pruebas que evaluaran la funcion de este mediante los procedimientos
descritos por Hart (2006) con algunas modificaciones. Para ello se midié la respuesta motora
mediante ensayos que determinaron: velocidad del desplazamiento, frecuencia de los coletazos
(“thrashing”) al nadar y nimero de huevos ovipositados por hora. Todos los ensayos se llevaron a
cabo en el alelo amtl y algunos fueron realizados en el alelo avl12. Este alelo se gener6 mediante
el uso de dos guias de RNA que dirigen el corte de la Cas9, 1) rio arriba de la isoforma a y 2) rio
abajo del coddn de paro del gen mctp-1, por lo que también se considera un alelo nulo (Joshi et al
2018).

Se evalud el efecto de la remocion del gen mctp-1 en la transmisién sinaptica utilizando
inhibidores de la acetilcolinesterasa (aldicarb 1 mM, que evalla la actividad presinaptica) y el
agonista de los receptores colinérgicos tipo nicotinicos (levamisol 0.4 mM, que evalla la actividad

post-sinaptica) (Mahoney et al., 2006).

Estos analisis permitieron evaluar de manera integral la participacion funcional de mctp-1

dentro del corddn ventral neuronal, el cual esta implicado en las conductas antes mencionadas.

Puesta de huevos

Primero, los animales fueron sincronizados a la misma edad. Se seleccionaron animales en
estadio L4 tardio 24 h antes del ensayo y transferidos a placas inoculadas con bacterias que se
mantuvieron a temperatura ambiente. Para evitar el escape de los animales, se aplico 100 ul de 4M
D-fructosa alrededor de la placa sobre el agar y se dejaron reposar a temperatura ambiente hasta
haberse secado la fructosa. Luego, los animales fueron transferidos a placas con o sin comida y se

dejaron a los animales ovipositar durante 2 h. Posteriormente los animales fueron retirados y los
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huevos se contaron para cada condicion. En cada condicion se utilizaron diez animales por placa y

el nimero de repeticiones por grupo fue de seis.

Numero de coletazos al nado

Se seleccionaron animales en estadio L4 24 h antes del andlisis y mantenidos en placas a
temperatura ambiente. Posteriormente, un solo animal fue colocado en una gota de 20 pl M9 por un
minuto, después se contaron el nimero de coletazos en un minuto. Para cada cepa se analizaron
20 animales. Un coleteo se define como un ciclo de movimiento donde la cabeza y cola van hacia

la misma direccion y regresan al punto inicial.

Grabacion de videos

Se utilizaron animales adultos jévenes previamente sincronizados y se mantuvieron en
placas a temperatura ambiente. Para grabar los videos, los animales fueron puestos en placas con
NGM nuevas. Se les permitié 10 min de habituacion antes de la grabacién. Los videos fueron
grabados en un estereomicroscopio Olympus SZX7 con una camara con sensor CMOS de alta
velocidad, marca y modelo PCO.Edge 4,2 a 10 fps utilizando el software Camware 6,4. La de
resolucién de los videos fue de 1024 x1024 megapixeles y se guardaron como videos de ocho bits
en formato WMA.. Los videos fueron analizados en el software Worm Lab MBF de la Prueba

gratuita 3.1.

Andlisis de lalocomocion
Velocidad: es el promedio de velocidad en p/seg para cada gusano incluyendo movimiento

hacia delante y movimiento de reversa.
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Ensayos de farmacologia

Se agreg6é aldicarb 1 mM o levamisol 0.4 mM a placas con agar NGM. Para los
experimentos se afiadio 100 pl de 4M D-fructosa en el borde de la placa para mantener los
gusanos dentro del agar. Para los ensayos se utilizaron 30 animales adultos jovenes para cada
genotipo. Los ensayos fueron hechos en las mismas condiciones para cada genotipo y

concentracion por triplicado.

Rescate de fenotipo

Se amplificaron 13 KB correspondientes al gen mctp-1, incluyendo su promotor. Este
fragmento fue amplificado mediante PCR usando los primers 0jlt197 y 0jlt198 y posteriormente fue
microinyectado a una concentracion de 50 ng/ul conjuntamente con marcadores de co-inyeccién

(CFJ90 2.5 ng/ul y pPD135.64 10 ng/ul)

Microinyeccién

Se inyectaron gusanos con los diferentes pladsmidos para cada estrategia. La inyeccién se
realizd a nivel de los brazos anterior y posterior del aparato reproductor de hermafroditas jovenes
con un microinyector PV-820 marca WPI. Se usaron capilares WPI 0.5 mm de radio interno y 1mm

radio externo.
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Figura 16 Esquema para generar machos mediante choque térmico en la cepa silvestre (N2).

Se seleccionaron nematodos de la cepa silvestre N2 en estadio L4 y se colocaron 5 a 10 animales por placa,
posteriormente se les aplicé un choque térmico a 30°C por 6 horas, después se pasaron a 20 °C y se dejaronde 5a 7
dias hasta obtener machos. Posteriormente se cruzaron machos de la cepa silvestre (N2) y hermafroditas N2 en
proporcién 5:1 respectivamente. Con esto se obtiene una proporcion 50:50 de hermafroditas: machos y se procedi6 a
cruzar con los alelos tm6603 y amtl (Figura 17). El alelo tm6603 incluye una delecién del gen que elimina Unicamente
el dominio C2B de la proteina.
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Figura 17 Esquema de retrocruzas para limpiar el fondo genético de las mutantes

En el paso 1 se muestran la cruza de los parentales (P0), se cruzé el mutante mctp-1(amtl) con machos de la cepa
silvestre. En el paso 2 se seleccionan animales hermafroditas (F1) y se colocan de manera individual en cajas con
alimento. En el paso 3 se seleccionan varios animales F2 (genotipo dentro del circulo rojo) y se separan de manera
individual en cajas con alimento, y se dejan ovipositar. Posteriormente se corroboré por PCR de un solo gusano que
hayan mantenido la mutacién en mctp-1. El signo “+” significa allelo silvestre y la letra “m” se refiere a la mutacion en el
gen mctp-1.

Tincién de gotas de lipidos

Se sincronizaron gusanos y se tomaron muestras en el estadio L4, estos se colocaron por
30 min en un tubo con 5mM de BODIPY™ 493/503 (4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentamethyl-4-Bora-3a,
4a-Diaza-s-Indacene de Thermo-Fisher) disuelto en medio M9, posteriormente, se retird la solucion
y se cambi6 por M9 y se dejaron reposar 5 min. Este paso se repitio tres veces para eliminar al
maximo posible restos del Bodipy. Se retiran los gusanos del M9 y se inmovilizan con azida de
sodio a 50 mM por 5 min para después transferir los gusanos a un portaobjetos con camas de agar
al 2% en donde se afadid una suspension de poliestireno. Se coloco un cubreobjetos y se analizé

la muestra al microscopio confocal (Fig. 18).
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Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4

Azida de sédio 50 mM 5 min Montar en camas de poliestireno
y poner cubre objetos para tomar iméagenes

Lavado con M9
30 minutos x 5 minutos

Figura 18 Protocolo para latincidon de gotas de lipidos en C. elegans



Resultados
Los resultados de este trabajo se presentan en dos partes: Parte |, describe los resultados
obtenidos del analisis de bioinformatica y modelado molecular. Parte Il, describe los resultados de

la fase experimental del proyecto.

Resultados Parte |

Se han propuesto a las MCTPs como una familia de proteinas ubicuas presentes en
diversos organismos que incluyen desde plantas hasta el ser humano. Sin embargo, aln no es
clara la nomenclatura de los diferentes tipos de MCTPs, su distribucion en los diversos organismos
en los que se expresa ni los dominios funcionales conservados. Por definicién para considerar a
una proteina parte de las MCTPs se deben de cumplir los siguientes criterios: 1.- tener dentro de su
estructura especificamente tres dominios C2, 2.- presentar una o dos regiones transmembranales
en el extremo carboxilo terminal. Tomando en cuenta estas consideraciones se realiz6 una
bldsqueda de las secuencias aminoacidicas de proteinas en todos los organismos presentes en la
base de datos del GeneBank y asi poder establecer los organismos que expresan las MCTP, asi

como las diferencias entre las distintas clases de MCTPs y tratar de entender su funcion.

Andlisis filogenético de las proteinas MCTP

Para tratar de entender el origen de las MCTPs se buscaron secuencias de proteinas que
presenten tres dominios C2 y una o dos regiones transmembranales. Nuestros resultados muestran
gue las secuencias de proteinas MCTP se encuentran solo en metazoarios, desde los nematodos
hasta los humanos. No encontramos evidencia de MCTP en organismos unicelulares como
bacterias, levaduras, coanoflagelados. Tampoco se encontraron en animales multicelulares como

esponjas, placozoarios y cnidarios. Se generaron dendogramas utilizando diferentes organismos
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gue se utilizan como modelos biolégicos experimentales, incluyendo a Ciona intestinalis, un tunicado
que representa la linea base de los cordados (Figura 19). El andlisis del dendograma muestra la
divergencia de la familia de proteinas MCTP en tres clases principales: MCTPi presentes en

invertebrados y MCTP-1 y MCTP-2 estan presentes en vertebrados.

Ciona i. MCTP- 1 like XP009861287.1
0.80Homo s. MCTP-2 NP001153115.1
$0m0 s. MCTP-2-1 NP060819.3
Mus m. MCTP-1 NP084450.2
1_[X enopus t. MCTP-2 XP002933357.1
Xenopus . MCTP-2 XP018108741.1
Danio r. MCTP-1 XP009300071.1
Danio . MCTP-1-2 XP009303967.1 Vertebrados
Danio r. MCTP-1-1 XP002663716.2
Homo s. MCTP-1s NP001002796.1
.9PHomo s. MCTP-11 NP078993 .4
Homo s. MCTP-1 XP016865350.1
Mus m. MCTP-2 NP001019874.1
Drosophila m. MCTPg NP001303357.1
1 1 . C. elegans MCTPa NP491909.2
1 LC. elegans MCTPb NP491908.2 |INnvertebrados
Haemonchus c. MCTP CDJ95519.1
Saccharomyces c. Tcb3p NP013639.1

0.8

0.8

Figura 19 Arbol filogenético de las proteinas MCTP en especies modelo.

Todas las secuencias seleccionadas del NCBI aparecen con su niumero de identificacion. El arbol se gener6 utilizando
el método de méxima verosimilitud e inferencia bayesiana utilizando 100 réplicas. Se utilizé la secuencia de la tricalbina
3 (Tcb3) NP_013639.1 de S. cerevisiae como grupo externo dado que tiene dominios funcionales parecidos, pero no
esta emparentada con las MCTPs. El clado coloreado en rojo representa al MCTPi, el clado en color azul marino
representa MCTP-1 y el clado en color verde representa MCTP-2. La barra representa las unidades de distancia de la
longitud de las ramas del arbol.
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Los dominios funcionales de unién a Ca?* C2 se encuentran conservados en las proteinas

MCTP en diferentes especies.

Como se ha mencionado anteriormente, las proteinas MCTP poseen tres dominios
citosolicos C2 en tandem y dos regiones transmembranales (Figura 20). Para analizar el grado de
conservacion de los motivos funcionales de unién a Ca?* y lipidos, Se alinearon las secuencias de
aminoacidos correspondientes a los tres dominios C2 (C2A, C2B y C2C) presentes en diferentes
modelos bioldgicos (Figura 21), asi como su regién C terminal, para determinar el grado de
conservacion de la secuencia de aminoécidos de las regiones transmembranales (Figura 22). La
comparacion de los dominios C2 mostrd una alta conservacion en la secuencia primaria, aunque el
grado de conservacion es diferente entre ellos. En general, el dominio C2C es el mas conservado,
seguido por el C2A y finalmente el C2B. Estos dominios poseen residuos de aspartato que se
pliegan para formar motivos de unién al Ca?*. Para corroborar el grado de conservacion de estos

residuos, se analizdé su niumero y posicion y se compararon con dominio C2 de la PKCa (3GPE).

Calcio

Membrana

Motivo
polibdsico

e
N terminal

Asa
C terminal

E 2nm

Figura 20 Modelo a escala de la proteina MCTP tomando en cuenta la secuencia consenso de varias especies
modelo.

Diagrama general de las MCTPs utilizando la secuencia consenso generada a partir de la alineacion de las secuencias
de las especies modelo. Dos hélices transmembranales en el extremo C- anclan a la proteina a la membrana, seguidas
de tres dominios C2. Los sitios putativos de unién del Ca?* y lipidos (motivo polibasico) se muestran en el esquema en

C2A a C2C y C2A-C2B respectivamente.
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Nuestros resultados muestran que la posicion de cinco residuos de aspartato se conserva
parcialmente en los tres dominios C2 de las MCTP. Por ejemplo, los residuos de aspartato 1 a 4 se
conservan en el dominio C2C, mientras que el quinto presenta la sustitucion D — E en C. elegans,
H. contortus, D. melanogaster y C. intestinalis (Figura 21); ademas C2B presenta so6lo cuatro
residuos de aspartato en lugar de cinco y todos ellos presentan diversas sustituciones de
aminoacidos, entre ellos: D — A, E, H, N o T (Figura 21). En algunas isoformas de humanos y
ratones solo presentan uno o dos residuos de aspartato, lo que sugiere que pueden no unir Ca?*
(Figura 21). La posicion de los residuos de aminoacidos predice que los sitios de unién al Ca?* estan
bien conservados en C2A y C2C en la mayoria de las MCTP analizadas, pero ese no es el caso de
C2B.

Por otra parte, en los dominios C2A y C2B, se detectd la presencia de un dominio rico en
lisinas o motivo polibasico (Figura 21) (Corbalan-Garcia y Gémez-Fernandez, 2014; Di Paolo y De
Camilli, 2006). Este motivo, llamado asi por la presencia de residuos cargados positivamente (K, K,
K) y aromaticos (Y, W), une fosfatidilserina y PtdIns(4,5)P2 (PIP2) en la sinaptotagmina 1 y PKCa
(Corbalan-Garcia y Gémez-Fernandez, 2014, Valero-Guerrero et al., 2009). La presencia de este
dominio ha abierto la puerta a una hipétesis de trabajo para determinar si los fosfolipidos podrian ser
necesarios para la unién al Ca?*, lo que contrasta con las observaciones que sugieren que la funcién
de las MCTP es independiente de las interacciones con los lipidos (Shin et al., 2005). En conjunto,
encontramos al menos dos sitios potenciales de union del PIP2 que se asemejan a otros dominios
C2 conocidos por penetrar en la membrana plasmatica, Nuestros resultados de acoplamiento
molecular indican que estas cavidades ricas en lisinas en C2A y C2B pueden unir mediante puentes
de hidrogeno a PIP2; posiblemente esta interaccibn se de en coordinacion con los aspartatos

presentes en C2A, C2B y C2C que potencialmente estabilizan moléculas de Ca?* (Figura 24).
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En sintesis, los analisis obtenidos con el software SMART produjo un modelo que sugiere
que los dominios C2 de la MCTP abarcan alrededor de 125 residuos, mientras que PSIPRED
sugiere que la estructura secundaria de los dominios C2 estan conformados por ocho cadenas 3,
que es una caracteristica de la conformacion del dominio C2 Clase 2 (topologia-Il) en la que los
terminales N y C estan cerca del fondo y la lamina B2 corresponde al sentido de la 1 del Dominio
C2 tipo | (Figura 21).

Un segundo criterio para establecer que una proteina pertenece a las MCTP fue la presencia
de dos segmentos de residuos hidrofébicos que forman la regién transmembrana (TMR) que permite
a la proteina anclarse a las membranas de vesiculas u otros organulos. Se ha demostrado que sélo
un segmento es suficiente para anclar la proteina a las vesiculas intracelulares (Shin et al 2005, Qiu
et al 2015), aunque se desconoce si la falta de uno de los TMR desvia el tréfico de la proteina hacia
otros organelos. Las secuencias de aminoacidos del TMR de las MCTP fueron analizadas por
SMART. La MCTP-2 incluye dos TMR situados hacia el terminal C, con excepcion de la isoforma 2
de humanos, que carece de un TMR (Figura 22). La segunda TMR esta mas conservada (70%) en
diferentes especies, mientras que la secuencia de la primera TMR esta menos conservada (10%). El
analisis funcional que utiliza versiones de los TMR fusionados a YFP revel6 que ambas TMR dirigen
la proteina a vesiculas intracelulares, lo que sugiere que una TMR basta para anclar la proteina en

las vesiculas (Shin et al., 2005).
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Figura 21 Analisis de los en los dominios C2 de las proteinas MCTP presentan sitios de unién a Ca?*y un

motivo polibéasico de union a lipidos.

Para determinar la conservacion de los sitios de unién a Ca?*, se utilizaron como secuencias base las correspondientes
al dominio C2 de la PKCO de humano. La estructura secundaria fue calculada usando el software PSIPRED. Las
columnas marcadas con asteriscos negros son los residuos de unién a Ca?*. Los sitios putativos de union a los lipidos
se muestran en color azul y violeta. Para determinar la conservacion de estos sitios se utiliz6 como referencia la
secuencia del dominio C2B de la sinaptotagmina-1 humana. Las columnas marcadas con asteriscos negros son los
residuos de union a Ca?* y los residuos que conformas el motivo polibasico estan en color azul y violeta. Se indica el
grado de conservacion de la secuencia y el consenso de cada segmento. Clave de las abreviaturas: Cele. C .elegans,
Dm, D. melanogaster,, HC, Haemonchus contortus, Mm, Mus musculus, Dr, Danio rerio, Xl, Xenopus leavis, Xt,

Xenopus tropicalis, Hs, Homo sapiens. PKCAQ, proteina cinasa C.
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Figura 22 Alineamiento de las regiones transmembranales de las proteinas MCTP.
Las regiones conservadas se calcularon utilizando SMART. Las columnas en gris representan las regiones
transmembranales 1 y 2, respectivamente. El histogramaen la parte inferior del alineamiento indica el grado de
conservacion de la secuencia y el consenso de cada segmento. Clave de las abreviaturas: Cele. C .elegans, Dm, D.
melanogaster,, HC, Haemonchus contortus, Mm, Mus musculus , Dr, Danio rerio, Xl, Xenopus leavis, Xt, Xenopus

tropicalis, Hs, Homo sapiens. SYT-1, synaptotagmina 1.
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Divergencia de los dominios C2 de las MCTPs

Se ha propuesto de manera canodnica a los dominios C2 como un dominio de unién a calcio,
sin embargo, hay diferencias funcionales entre las diferentes proteinas que presentan este tipo de
dominios y que no necesariamente unen calcio, dado las diferencias observadas en cuanto a la
sustitucion de algunos residuos entre especies, nos propusimos analizar si esas sustituciones
funcionan como una marca molecular para determinar el subtipo de dominio C2 (A, B o C) al que

corresponde.

Exploramos si la secuencia de aminoacidos de los dominios C2 de las MCTP varian entre
ellos. Se utilizaron alineamientos de los tres dominios C2 de especies representativas de cada clado
para generar arboles de maxima verosimilitud. Observamos tres clados generales: el primero incluye
el dominio C2C de todas las especies (C. elegans, H. contourtus, C. intestinalis, X. leavis, X.
tropicalis, D. rerio, M. musculus y H. sapiens) (Figura 23). El segundo y principal clado incluye C2A 'y
C2B, lo que sugiere que pueden tener funciones similares, al menos como lo sugiere la
conservacion de su secuencia de aminoacidos (Figura 23). Cabe destacar que tanto el C2A como el
C2B poseen los supuestos residuos de union de lipidos incluidos en el dominio rico en lisina, y que
el dominio C2C no tiene este dominio, lo que indica una caracteristica estructural que sugiere

funciones similares entre los dominios C2A y C2B y diferentes a C2C (Figura 23).
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Figura 23 Arbol filogenético de los dominios C2 de las proteinas MCTP.
Se muestra un arbol de maxima verosimilitud para los dominios C2 de las MCTPs. Se utilizaron 100 réplicas para

determinar el valor de cada nodo, los valores a lo largo de las ramas se indican en rojo. La barra representa la distancia

evolutiva en unidades de cada rama o grupo.
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Figura 24 Acoplamiento molecular de los dominios C2 de la MCTP de C. elegans con Ca2+y PIP2

Representacion tridimensional de C2A (marrén), C2B (verde) y C2C (azul). En los circulos localizados en la parte
superior se muestran la ampliacidon de las regiones que interactian con los residuos relacionados con los dominios de
union a Ca?* (esferas color gris). En los circulos localizados en la parte inferior se muestran la ampliacion de los
residuos relacionados con los motivos polibasicos predichos (amarillo) y su interaccidn con PIP2 (rojo-verde), en lineas
punteadas se muestras los puentes de hidrogenos formado por la interaccion con los grupos fosfato de PIP2.
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En conjunto estos resultados nos permiten confirmar que las MCTPs se conforman de tres
dominios C2 y dos segmentos transmembranales y proponemos que estas proteinas emergieron
en organismos eucariotas. Derivado del andlisis de dominios funcionales nuestros resultados
sugiere que estas proteinas tienen la capacidad de unir el ion Ca?* y lipidos especificos de la
membrana plasmatica (PIP2); aunado a ellos estas caracteristicas se encuentran conservadas
entre especies lo cual nos permite analizar su funcion en organismos modelo in vivo como es el

caso del nematodo C. elegans.

Resultados Parte |l

En estudios anteriores en D. melanogaster y D. rerio, se ha mostrado un cierto porcentaje de
letalidad en los animales mutantes para mctp’s, lo cual podria suponer que tienen un papel
esencial; sin embargo, estos hallazgos no permiten analizar el fenotipo de los mutantes a detalle ni
sus posibles implicaciones en estadio adulto. Las MCTPs presentan alto grado de conservacion
entre especies, por lo que nos propusimos determinar la funcion de estas proteinas in vivo

utilizando como modelo el nematodo C. elegans.

Andlisis funcional de mctp-1 en C. elegans

Estructura del gen mctp-1y su patrén de expresion en C. elegans

El gen mctp-1 contiene 18 exones (Figura. 25A). El andlisis de la secuencia predice dos
promotores alternativos en C. elegans (WORFDB PROMOTEROME, Dupuy et al., 2004). La base
de datos WormBase muestra que el gen presenta dos isoformas, sin embargo, se encontraron
otras dos isoformas adicionales mediante andlisis de las asimetrias derivadas de resultados de
transcriptomica y secuencias de tran-splicing (SL1). A continuacion, se describen los cuatro ARNm

de mctp-1 (a-d) y la actividad de cada uno de los promotores: 1) El promotor Pmctp-1a regula la
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expresion de la isoforma mctp-1a; la cual incluye 13 exones que codifican para 736 aminoacidos y
el exén 5 contiene el primer codon de inicio de la traduccién. 2) El promotor Pmctpl-b da lugar a
las isoformas mctp-1b, ¢, d. A) La isoforma b incluye 15 exones que codifican para 822
aminoacidos; los exones 2, 5y 9 se omiten y el exdn 1 contiene el primer codén ATG dentro del
marco (Figura. 25A). B) La isoforma ¢ (mctp-1c) tiene 15 exones, los exones 5y 9 se incluyen y el
exon 2 contiene el primer ATG dentro del marco de lectura. C) La isoforma d (mctp-1d) se origina a
partir de un codon de inicio de traduccién alternativo en el exén 9, que esta ausente en las otras
tres isoformas; esta isoforma no incluye el dominio C2A, pero conserva C2B y C2C. Mediante RT-
PCR se mostro la expresion de los cuatro RNAm en el animal silvestre: mctp-1a, -1b, -1c y -1d
(Figura. 25B) y hay al menos tres secuencias de trans-splicing SL1 en el extremo N del gen

(Figura. 25A).
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Figura 25 El gen mctp-1 codifica una proteina con multiples dominios C2.
(A) Esquema que representa la estructura del gen mctp-1. Los exones que codifican para los tres dominios C2 naranja
claro, las regiones transmembranales — azul claro, y el 3 UTR esta en amarillo. Abajo se muestra el sitio de insercion
del casete CRISPR en el alelo amtl: La insercion del casete CRISPR elimina 304 pb entre el comienzo del exén 5y el
final del exén 6. Se muestran dos coddnes de paro, uno en GFP y otro en el exdn 7 (flecha negra apuntando a la linea
roja vertical). Las cabezas de flechas color azul representan los sitios de esas de las sefiales de corte y empalme. La
linea roja horizontal, alelo de pérdida de funcion av112. (A’) (Joshi et al 2018). El gen mctp-1 presenta cuatro isoformas
por eventos de corte y empalme alternativo que son reguladas por dos promotores: Pmctp-1b y Pmctplb. La mayor
variabilidad entre las isoformas se encuentra entre los primeros nueve exones. Todas las isoformas, excepto la mctp-
1d, contienen los tres dominios C2. Los cebadores que se emplean para identificar las variantes de cada variante de
mctp-1 y realizar el andlisis de genotipo se muestran en el panel B, en flechas verdes. Dominios C2: naranja claro,
regiones transmembranales: azul claro, 3 UTR: amarillo. B) Resultados obtenidos por RT-PCR de las isoformas de
mctp-1 en animales silvestres y de los mutantes mctp-1(amtl). Se muestran los amplicones A-D para cada isoforma. El
control experimental se muestra con el signo “+” y el control negativo con “- “. El cdc-42 es un gen de mantenimiento
que se utiliza como control positivo general. En los grupos experimentales de tipo silvestre, las isoformas mctp-1 A-D
estan presentes como bandas Unicas que tienen un tamafio de 2,17kb, 2,43kb, 2,31kb y 1,59kb, respectivamente. Las
cuatro isoformas mctp-1 estan ausentes en los animales mutantes mctp-1(amtl).
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Dos promotores regulan la expresion de las cuatro isoformas mctp-1: Pmcpt-1b dirige la

expresion en las neuronas, y Pmctp-1a a la espermateca.

Para determinar el patron de expresion de mctp-1, generamos gusanos transgénicos que
expresan GFP bajo los promotores Pmctp-la o Pmctp-1b (Figura. 26A). La seifal de Pmctp-
la::GFP se encontrd casi exclusivamente en la espermateca (Figura. 26B), mientras que la Pmctp-
1b::GFP se expreso6 en todo el sistema nervioso (Figura. 26C). Para determinar si este promotor
estq activo exclusivamente en las neuronas, co-expresamos mCherry bajo el promotor pan-
neuronal rab-3 (Figura. 26C). Los coeficientes de Mander y Pearson indicaron una alta co-

localizacion usando el promotor Pmctplb (Figura. 26C), caso contrario de la isoforma Pmctp-1a.
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Figura 26 Los promotores de mctp-1 dirigen la expresién a neuronas y a la espermateca en C. elegans.

(A) Esquema representativo de las fusiones de transcripcion utilizadas para determinar los patrones de expresion de
cada isoforma. EI GFP (cuadro verde) se fusiond con una regién de 2Kb rio arriba de sitio predicho de inicio de la
transcripcion. B) Expresién del reportero bajo el promotor Pmctp-1b en el hermafrodita adulto C. elegans. Pmctp-1b se
expresa en todo el sistema nervioso de C. elegans y se co-localiza con el marcador pan-neuronal Prab-3::mCherry,
panel superior. Pmctp-1a::GFP se expresa en la espermateca, panel inferior. Barra de escala, 50 um. C) Medidas de
co-localizacion de las fusiones transcripcionales del mctp-1 con el reportero pan neuronal Prab-3::mCherry. indice de
co-localizacion de Mander (MOC, verde) y del coeficiente de correlacién de Pearson (PCC, purpura) que indican los
indices de co-localizacién de ambos reporteros transcripcionales con el marcador pan-neuronal Prab-3::mCherry.
Basandose en ambos resultados, los indices de co-localizacion de Pmctp-1b::GFP y Prab-3::mCherry es
significativamente mayor (p>0,005, MOC= 0,94+0,06, PCC= 0,74+0,05) que la de Pmctp-la::GFP y Prab-3::mCherry
(MOC=0,11+0,15, PCC= 0,24+0,21).
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En conjunto el patrobn de expresion sugiere que la funcibn de MCTP-1 podria estar
relacionada a la regulaciéon de Ca?* en la espermateca y en neuronas motoras del cordén nervioso
ventral y de la cabeza, posiblemente regulando circuitos especificos que modulan comportamientos

estereotipados, asi como la fertilidad.

Caracterizacion molecular de los mutantes de mctp-1.

Caracterizamos dos alelos mutantes de mctp-1: tm6603 generado por mutagénesis quimica
utilizando TMP/UV por el consorcio de Japon (NBRP) y amtl generado en este trabajo. tm6603
presenta una delecién de 741 pb que elimina los exones 7 a 10. El alelo amtl fue generado por
CRISPR/Cas9 tiene GFP y unc-119 integrados dentro de gen mctp-1 lo que introdujo un codoén de
paro prematuro (Figuras 25A, 30). Con base en las modificaciones en la secuencia mctp-1, el alelo
tm6603 se considerd un mutante en el que se elimina tnicamente C2B mientras que C2A y C2C se
conservan en fase. En el alelo amtl, la insercién de GFP y unc-119 gener6 un codén de parada en
el exon 7 que afecto la expresion de las cuatro isoformas mctp-1a-c.

Se realizaron seis retro cruzas de la cepa que porta el alelo tm6603 con la cepa silvestre, las
cruzas se corroboraron mediante PCR para confirmar que la remocion del fragmento de 741 pb se
mantenia en el locus esperado (Figura 27).

Las mutaciones se confirmaron mediante PCR (Figura 30B -D) y la supresion de la
expresion del ARNm de mctp-1 mediante RT-PCR (Figura 25B). Dado que mctp-1 (tm6603) no
mostré un fenotipo evidente, se dejo de lado y se realizé la caracterizacion del fenotipo utilizando

los alelos mctp-1 (amtl y av112).
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Figura 27 Foto del mutante (tm6603) y de la cepa silvestre.
Se muestra la genotipificacion del alelo tm6603, la imagen muestra la diferencia entre los amplicones de la cepa
silvestre (N2), el mutante sin retrocruzas (tm6603) y la cepa con 6 retro cruzas (tm6603 6X).

Con respecto a la construccion del alelo amtl, primero se obtuvieron los plasmidos
necesarios para llevar a cabo la recombinacion. Los RNA guias se clonaron el plasmido pLMS134.
Se seleccionaron 4 colonias de producto de la trasnformacién de bacterias, se aislé el plasmido y
se trato con las enzimas de restriccion BamHI y Scal (Figura 28). Los resultados muestran que los
plasmidos seleccionados portan los tres ARN guias ya que presentaron un peso de 3.5 kb y no se
deriva ninguan fragmento, lo cual sugiere que la secuencia de los ARN guia se clon6 de manera
adecuada, por lo cual se secuenciaron y se corroboré que efectivamente estaban integrados en el

plasmido (ver figura 8y 9).
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Tabla 2. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para generar los RNA guias dirigidos a

diferentes sitios de gen mctp-1

Gen Chr | Secuencia de los ARN guia Sitio | Orientacion | Distancia en bases de
Blanco PAM la regién homdloga 3’
mctp-1 |1 FD 5'TTGatggaagttcgtcttaagaa3' TGG |antisentido |26

RV 5'AACttcttaagacgaacttccat3’
mctp-1 |1 FD 5'TTGatgtgcagaaacggcagaac3' |TGG |antisentido |45

RV 5'AACqgttctgccgtttctgcacat3’
mctp-1 |1 FD 5'TTGgatgtggttactcttttga3' TGG |antisentido |66

RV 5'AACtcaaaagagtaaccacatc3'

Nota: Para ver el sitio de corte exacto de cada guia ver figura 15.

d  sgRNA1 sgRNA2

sgRNA3

Figura 28 Caracterizacion de los plasmidos que portan para los ARN guias.

Fotografia del gel de agarosa donde se muestra el ADN de los plasmidos construidos para generar los RNAs guia.
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Caracterizacion de los plasmidos intermediarios que conforman el plasmido de reparacion

BHI::GFP::Unc-119::BHD.

Una vez hecha las reacciones de recombinacién por GIBSON o Gateway, se procedié a
extraer el DNA de los plasmidos y caracterizarlos mediante el uso de 3 enzimas de restriccion para
cada plasmido (Figura 29). Las enzimas que se seleccionaron fueron aquellas que permitieron

identificar los fragmentos clonados con precision para cada plasmido (Figura 29).

PJLT6 PJLT46 PJLT47

MPM Kb
Afllll BsiEl Haell Banll BsiEl BseSl BseSl Haell Hincll
— —_—— —
— — r—
— — —
— — — —
—— — —
— -_—
— - —_— G ——
— — — — —
—_— [ ] — L] —
800  — . —
700 — — —
G0 — T — —
500 — L]
400 -_— S— —
300 —— —_— —
200 _—_— —_—— —
100 — — —

Figura 29 Caracterizacion de los Vectores intermediarios con enzimas de restriccion

En la imagen se muestra la caracterizacion de los plasmidos intermediarios que se utilizaron para la construccién del
plasmido de reparacion para generar el alelo mctp-1 (amtl) mediante CRISPR/Cas9. En el panel superior se muestra
fotos representativas del patron de restriccion para cada plasmido. En el panel inferior se muestra los patrones
predichos in sillico de cada plasmido con su correspondiente enzima.
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Seleccién de animales modificados por CRISPR/Cas9

El alelo mctp-1(amtl) fue generado mediante CRISPR/Cas9 (Figura 15). Se inyectaron
animales del mutante para unc-119 (ed3)lll (EG6207) con el cassette de seleccion positiva
GFP::let-858utr+unc-119 (+) flanqueado por los brazos homdélogos de 1.5 kb de largo a cada lado y
los tres ARN guia de manera simultanea (Schwartz y Jorgensen, 2016). La mezcla incluia: Cas9-
pDD162 (30 ng/ul), plasmido de Addgene #46168 (Peft-3::cas9-SV40_NLS::tbb-2 39UTR)
(Dickinson et al., 2013), marcadores de coinyeccion CFJ90 (2,5 ng/ pl), pPD136.15 (10 ng/ul),
pGH8 (4 ng/ul), PILT63 (35 ng/ul) y 3 sgRNAs (30 ng/ul cada uno). Se colocaron 2 gusanos por
caja durante 7 dias hasta que presentaron inanicién. Posteriormente, se seleccionaron aquellos
animales que rescataron la locomocién a través de la copia de tipo silvestre de la unc-119 y a su
vez que la expresion de los arreglos extra cromosomicos de los marcadores de co-inyeccion ya no
estuvieran presentes. Los animales seleccionados se identificaron por PCR y RT-PCR (Figuras

25B y 30).
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Figura 30 Caracterizacién molecular de los alelos mctp-1 (amtl v tm6603).

A) Representacion esquematica del locus de mctp-1. Las flechas representan la ubicacion de los primers utilizados
para genotipificar el mutante de mctp-1. (B) Confirmacién de la insercion del fragmento que porta los genes para
GFP::unc-119 por PCR. La imagen muestra diferentes lineas aisladas donde se detecta la insercion. Se usé el alelo
silvestre como control para contrastar animales sin la insercion. (C) Después de volver a cruzar para limpiar el fondo
unc-119, se genotipificaron diferentes lineas con primers internos que coinciden con la insercion de GFP y unc-119 y
cebadores externos que coinciden con el gen mctp-1. El mutante mctp-1 amtl esta marcado con un asterisco. (D) Se
confirmd la presencia del RNA mensajero de GFP por RT-PCR en el alelo amtl, lo que confirma su transcripcion. Por
otro lado, se detectd que el RNA mensajero del alelo tm6603 (tm) presenta un peso menor al silvestre N2, por lo cual
se concluye que el alelo tm6603 no es un alelo nulo.
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Nuestros resultados indican que generamos dos lineas de mutantes: 1.- mctp-1(amtl)
considerado como alelo nulo y 2.- mctp-1(tm6603) que expresa una proteina carente del dominio
C2B. Dado que el alelo amtl no presenta letalidad, eso nos permite plantear una serie de

experimentos para poder elucidar la funcién de MCTP en el animal in vivo.

Caracterizacion del fenotipo del mutante de mctp-1.

MCTP-1 es necesaria para la deteccion de alimentos y comportamientos de puesta de
huevos

Ya que contamos con el mutante nulo y tomando en cuenta que MCTP se expresa en
neuronas de la cabeza las cuales con certeza por la anatomia de las dendritas se puede deducir
son neuronas ciliadas polimodales quimio-sensitivas y/o mecano-sensoriales (Figura 31A),
procedimos a realizar ensayos que nos permiten evaluar la funciébn neuronal de manera indirecta
mediante el analisis de fenotipos regulados por estas neuronas.

Para comprobar si la MCTP-1 es necesaria para las funciones sensoriales, realizamos un
ensayo de puesta de huevos (Schafer, 2005). En los hermafroditas adultos, la presencia de
alimento se detecta a través de los cilios sensoriales (Bae y Barr, 2008; Bargmann, 2006); aunado
a ello, la deteccion de la comida esta acoplada al comportamiento de puesta de huevos, de tal
manera que en ausencia de comida los animales silvestres reducen significativamente la tasa de
puesta de huevos (Trent, 1982). Encontramos que, para la cepa silvestre, la ausencia de alimento
redujo el numero de huevos puestos por hora, de 9,05 + 1,02 huevos/h en medio con alimento a
5,12 + 1,18 huevos/h en medio sin alimento (p < 0,05, N=6 n=10) (Figura 31B). A continuacion,
investigamos si los mutantes del mctp-1 se vieron afectados en este comportamiento. En primer
lugar, en presencia de comida, los animales mutantes mctp-1(amtl) produjeron un numero

significativamente menor de huevos por hora que los animales de tipo salvaje (N2 vs. mctp-
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1(amt1):9,05 + 1,02 huevos/h vs. 1,55 + 0,25 huevos/h). Se encontraron defectos similares en los
animales mutantes mctp-1 (av112) (N2 vs. mctp-1(av112): 9,05 + 1,02 huevos/h vs 4,82 = 0,58
huevos/h, p < 0,05) (Figura. 31B). En segundo lugar, en ausencia de alimento, los animales
mutantes mctp-1 (amtl) pusieron un numero reducido de huevos por hora que los hermafroditas de
tipo silvestre (N2 vs. mctp-1(amt1):5,12 + 1,18 huevos/h vs. 1,25 + 0,447 huevos/h, p < 0,001, N=6
ensayos n=10 animales por cada grupo). También se detectdé una reduccion en la tasa de puesta
de huevos en los animales mutantes mctp-1 (av112) (N2 vs mctp-1 (av112): 5,12 + 1,18 huevos /h
vs 2,45 + 0,27 huevos/h, p < 0,001). Por lo tanto, ambos mutantes muestran defectos en la puesta
de huevos. Posiblemente dado que Pmctp-la::GFP (y presumiblemente MCTP-1) se expresa en la
espermateca de los hermafroditas adultos, nos preguntamos si la reduccién de las tasas de puesta
de huevos se debe a defectos en la fertilizacion. Para contestar a esta pregunta observamos si
habia presencia de ovocitos no fecundados; los cuales, son puestos como células esféricas que
podrian ser facilmente detectados. Sin embargo, no notamos ningin embridon no fecundado puesto
por los mutantes amtl o avl12 hermafroditas mutantes durante nuestro estudio.

Es importante destacar que este efecto causado en ambos mutantes se rescata mediante la
expresion del fragmento completo del gen mctp-1 incluyendo las regiones Inter-génicas rio arriba y
rio abajo del mismo (Figura 31B). Estos resultados sugieren que el defecto en la puesta de huevos
en ambos mutantes, mctp-1(amtl) y mctp-1(av112) es el resultado de la pérdida de MCTP-1 en las

neuronas.
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Figura 31 MCTP-1 se expresa en las neuronas ciliadas de la cabeza, necesarias para detectar la comiday
regular el comportamiento de puesta de huevos.

(A) Expresion de Pmctp-1::GFP en la cabeza de un hermafrodita adulto. En la ampliacién se muestra el extremo ciliar
de las neuronas de la cabeza; las flechas azules apuntan a las terminaciones de los cilios. Barra de escala, 50 pm.
micrografia tomada en un microscopio confocal con un objetivo 63X. (B) Comparaciéon del comportamiento de puesta
de huevos cuando los animales fueron puestos con comida (verde) y sin comida (purpura). Las letras minUsculas a-c
indican grupos estadisticamente distintos por la prueba de Kruskal-Wallis con las correcciones post-hoc de Conover y
Bonferroni para las comparaciones por pares. Para cada grupo el nUmero de repeticiones por grupo, N= 6. Cada
replica contenia n=10 gusanos. Las barras y bigotes representan como media + SD. Los animales silvestres con
comida ponen huevos a una tasa de 9,05 +1,02 huevos por hora en comparacién con los animales mutantes mctp-
1(amtl) como mctp-1(av112) que ponen huevos a una tasa significativamente menor (amtl 1,55+ 0,250 huevos/hora,
avll2 4,82+0,580 huevos/hora). La tasa de puesta de huevos de los animales silvestres sin comida se redujo a
5,12+1,18 huevos/hora, esta tasa es similar a la tasa de puesta de huevos en los alimentos de los animales mutantes
mctp-1(av11l2) (4,82+0,580 huevos/hora. Las tasas de puesta de huevos dentro y fuera de los alimentos son
comparables en los animales mutantes mctp-1(amtl) (en los alimentos, 1,55 +0,250 huevos/hora, fuera de los
alimentos 1,250,447 huevos/hora), lo que es similar a la tasa de puesta de huevos fuera de los alimentos mctp-
1(av112) (2,450,279 huevos/hora, p=0,17). En los animales que expresan la copia silvestre del gen, La tasa de puesta
de huevos con alimento mcpt-1(amtl); Ex[mctp-1(+)] es similar a la de los animales de tipo silvestre (p=0,47) mientras
que la tasa de puesta de huevos en los alimentos de amt-1 fue ligeramente inferior a la tasa de puesta de huevos en
los alimentos de tipo silvestre.
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MCTP-1 modula la velocidad de lalocomocién del gusano en medio sélido y liquido.

Los resultados obtenidos de los animales transgénicos que generamos para dilucidar el
patron de expresion sugieren que el promotor del gen mctp-1 se expresa en neuronas motoras del
cordon nervioso ventral (Figura 27A). Estos circuitos se conforman principalmente de neuronas
GABAérgicas y colinérgicas que son responsables de la modulacion y generacién de los patrones
de locomocion en los diferentes medios en los que se encuentran los gusanos. Dado el resultado
del patron de expresion mostrado en las Figuras 27, 31A se dedujo que MCTP-1 pudiese tener un
papel relevante en estas neuronas, y los mutantes del gen reflejarian cambios en los patrones de
movimiento (Zhen y Samuel, 2015).

Para probar si el MCTP-1 modula la funcion del desplazamiento de los gusanos en medio
solido, comparamos las velocidades de arrastre de los hermafroditas silvestres adultos y de los
mutantes mctp-1(amtl). Los resultados revelaron que los animales mutantes mctp-1(amtl) se
desplazan a velocidades significativamente mas lentas que los animales salvajes (p < 0,001,
N2=200 +32,1 um/s, mctp-1(amtl)=146 + 34,5 um/s) (Figura 32B).Cabe mencionar que la
expresion del mctp-1 en el mutante mctp-1(amtl) bajo el control de su propio promotor rescato la
velocidad de arrastre de los gusanos (179 + 55,6 um/s), esto sugiere que la MCTP-1 es necesaria
para la regulacion de las velocidades de desplazamiento de los animales silvestres.

En medios liquido, los gusanos silvestres nadan con una alta frecuencia de coleteos (Pierce-
Shimomura et al., 2008); este comportamiento esta relacionado con la capacidad del gusano de
percibir el entorno a través de las neuronas sensoriales ciliadas. Se ha reportado a otros mutantes
con defectos en estas células ciliadas que redujeron la frecuencia de las curvaturas del cuerpo
(Lebois et al.,, 2012). Para probar si los animales mutantes mctp-1(amtl y av112) presentan

alteraciones en este comportamiento, llevamos a cabo ensayos del nado.
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Cuando los animales se colocan en una gota de solucion de M9, los gusanos mutantes
mctp-1(amtl) tienen un promedio de 87,2 £ 7,65 coleteos por minuto, y el mctp-1 (av112) realiza
75,6 + 9,20 coleteos por minuto, una reduccion significativa en comparacion con los animales
silvestres que muestran un promedio de 112 + 7,00 coleteos por minuto (p < 0,0001, n=20 animales
silvestres y mctp-1(amtl) respectivamente) (Figura 32C). Esto sugiere que la MCTP-1 es necesaria
para algunos aspectos mecanosensoriales 0 que su supresion afecta en la liberacion de

neurotransmisores (Hobson et al., 2011; Loria et al., 2004; Yu et al., 2013).
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Figura 32 MCTP-1 se expresa en las neuronas motoras y regula la velocidad de movimiento del gusano en
medio sélido y liquido.

(A) Expresion de Pmctp-1b::GFP en el hermafrodita adulto. Barra de escala, 50 um. B) Comparacion de las
velocidades en medio solido de los gusanos. Los hermafroditas silvestres se desplazan a una velocidad media de
200£32,1 um/s, similar a la de los animales mctp (amtl);Ex[mctp-1(+)] 179+55,6 um/s (p=0,10). Los animales mutantes
mctp-1(amtl) se arrastran a velocidades mas lentas 146+34,5 um/s que los animales de tipo silvestre y los mctp-
(amtl);Ex[mctp-1(+)] (frente a los de tipo silvestre p<0,001, frente a los mctpl(amtl);Ex[mctp-1(+)] p< 0,01). (C) El
namero de coletazos al nado de los animales hermafroditas silvestres es 112+7.00 por minuto. Comparado con los
gusanos silvestres, la frecuencia de los coletazos se reduce a 87.2 +7.65 en los mutantes mctp-1(amtl) (p<0.0001),y a
75.6+ 9.20 en los mutantes mctp-1(avl12) (p<0.0001). mctp-1(amtl); Los animales Ex[mctp-1(+) generan coletazos
con una frecuencia de 97,2+ 9,05, que es superior a la de los animales mutantes amtl y av112 (frente a amtl p<0,05,
frente a avl11l2 p<0,0001) y ligeramente inferior a los silvestres. Las letras minldsculas a-b indican grupos
estadisticamente distintos basados en la prueba de Kruskal-Wallis con la correccién post hoc de Dunn y Bonferroni
para comparaciones mdultiples. Los nameros dentro de cada barra indican el nimero de animales cuantificados por
grupo, n.
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La ausencia de MCTP-1 afecta la tasa de liberacién de los neurotransmisores

Se ha demostrado que el Ca?* proveniente del reticulo endoplasmatico en las neuronas

juega un papel fundamental en la transmisién sinaptica. Aunado a ello, en un reporte reciente se ha
demostrado la localizacion de MCTP en el reticulo endoplasmatico de neuronas motoras de D.
melanogaster y la importancia en la amplitud del impulso nervioso en estas neuronas (Genc, 2017).
Por lo tanto, nuestra hipétesis basada en los defectos encontrados en la locomocion en los
animales mutantes mctp- 1(amtl) se deben a defectos en la liberacion de neurotransmisores por
las neuronas presinapticas. Para probar esta hipétesis, utilizamos el inhibidor de la
acetilcolinesterasa “aldicarb” que impide la degradacién de la acetilcolina en los gusanos cuando se
aplica a una concentracion de 1mM (Figura 33A) (Blazie y Jin, 2018; Mahoney et al., 2006).
La exposicion aguda de C. elegans al aldicarb da lugar a la acumulacién de acetilcolina en la
hendidura sindptica en las uniones neuromusculares de los gusanos (Figura 33A). Esto da lugar a
una hiperestimulacién de las células musculares postsinapticas y, en ultima instancia, a la paralisis
(Figura 33B). Asi pues, la tasa de liberacion de neurotransmisores en la hendidura sinptica es
inversamente proporcional a la tasa de pardlisis de los gusanos (Mahoney y otros, 2006).

Partiendo de estas premisas, los resultados obtenidos con los mutantes para mctp-1
muestran que cuando los gusanos se exponen al 1ImM de aldicarb, el 50% de los animales
silvestres se paralizan en 60 + 5,8mins; en contraste, los animales mutantes mctp-1(amtl) (p <
0,05, 119 £ 4,5 min) y los mutantes mctp-1 (av112) (p < 0,05, 162 = 30,1 min) se paralizan a un
tiempo mayor (Figuras 34A, A'). Cabe mencionar que la microinyeccion en las gonadas del
fragmento de ADN de 13 Kb que incluia el gen mctp-1 y su promotor rescatd la sensibilidad al
aldicarb en el alelo mctp-1(amtl) (76,3 = 2,10 min) a niveles de tipo silvestre y revirtid parcialmente
este fenotipo en los mutantes mctp-1 (avl12) (134 + 11,8 min) (Figuras 34A, A'). Estos resultados

sugieren fuertemente que el MCTP-1 juega un papel en la liberacion de neurotransmisores.
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Figura 33 Diagrama que ilustra los mecanismos moleculares que subyacen ala paraI|S|s |ndu0|da por el
aldicarb en el nematodo C. elegans.
A) El aldicarb inhibe la actividad enzimética de la colinesterasa en las sinapsis neuromusculares. Esto induce a una
falla en la degradacion eficiente de la acetilcolina y promueve la acumulacién de acetilcolina en las hendiduras
sinpticas. Como resultado, los receptores colinérgicos localizados en el musculo son hiperactivados causando que los
musculos se contraigan. Esta contraccion hace que los gusanos se paralicen a determinado tiempo. El curso temporal
de la paralisis inducida por el aldicarb depende de la eficacia de la transmisién sindptica en términos de la tasa de
liberacion del neurotrasmisor. Por lo tanto, este ensayo es utilizado para evaluar la transmision sinptica. Los gusanos
mutantes de perdida de funcion en los componentes responsables de la liberacién del neurotransmisor tendran menos
acetilcolina y la acumulacion en presencia de aldicarb genera un fenotipo resistente a aldicarb o Ric. Los gusanos Ric
tardardn mas tiempo que los animales silvestres en paralizarse por el aldicarb. Por el contrario, los gusanos que tienen
una mayor liberacién de neurotransmisores tendran mas acumulacién de acetilcolina en presencia de aldicarb,
generando un fenotipo hipersensible a aldicarb o Hic. Estos gusanos Hic se paralizardn mas rapidamente que los
silvestres. B) Representacion esquematica de la estrategia para cuantificar la pardlisis de los gusanos sometidos a los
farmacos aldicarb y levamisol. Cada cuadro gris representa una imagen capturada en un intervalo de tiempo
determinado de la placa de ensayo. Los gusanos paralizados, cuadros rojos, fueron contados usando las imagenes
capturadas. El nUmero acumulado de animales paralizados en el curso del tiempo fue trazado para producir los gréaficos
Ay B de la figura 29.
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Por otro lado, la resistencia al aldicarb de los animales mutantes de mctp-1(amtl) puede ser
causada por defectos de la funcion postsinaptica (Lewis et al., 1980). Por ejemplo, los defectos en
la deteccion postsinaptica de la acetilcolina también dan lugar a tasas de parélisis mas lentas en
comparacion con las de los animales silvestres (Fleming et al., 1997; Rand, 2007). Para comprobar
si los animales mutantes mctp-1(amtl) tienen esos defectos postinapticos, los expusimos al
levamisol que es un agonista del receptor de acetilcolina (0,4 mM; Blazie y Jin, 2018; Giniatullin et
al., 2005; Rand, 2007). Nuestros resultados indican que tanto los animales silvestres como los
mutantes mctp-1(amtl) se paralizan a tiempos similares (p=0,39, N2 76,7 + 13,5 min, mctp-1(amtl)
101 + 19,04 min) (Figuras. 34B, B'). Esto sugiere que la funcidn postsinaptica no se ve afectada por
la pérdida de mctp-1. En conjunto, estos resultados sugieren que la MCTP-1 regula la tasa de
liberacién de los neurotransmisores de las neuronas presinapticas sin causar defectos importantes

en la deteccion de acetilcolina en la terminal postsinéptica.
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Figura 34 La mutacién en mctp-1 afecta la funcién presinaptica pero no la postsinaptica.

A) Comparacion del porcentaje de paralisis cuando los gusanos estan expuestos al inhibidor de la acetilcolinesterasa
aldicarb. Los mutantes de mctp-1(amtl) son resistentes al aldicarb, lo que sugiere que los niveles de liberacion de
neurotransmisores estan reducidos. La linea roja horizontal que cruza el eje sefiala el tiempo al que el 50% de
animales se paralizan. La cuantificacién de los datos se muestra en A'. (A") Comparacion del tiempo que tarda el 50%
de los gusanos en paralizarse cuando se exponen al aldicarb. El 50% de los animales silvestres se paralizan dentro de
los 60+5.8mins de exposicion al aldicarb. Tanto los mutantes mctp-1(amtl) como mctp-1(avll2) tardan
significativamente mas tiempo que los animales silvestres (amtl 119+4.5 minutos p<0.001, y av113 161+17.3 minutos
p<0.001). B) Comparacion de las tasas de pardlisis cuando se exponen al antagonista del receptor de acetilcolina
levamisol. Los mutantes mctp-1(amtl) son sensibles al levamisol, lo que sugiere que las funciones post-sinapticas no
estan afectadas. La linea roja horizontal que intersecta el eje y en el 50% marca los datos cuantificados en B'. (B')
Comparacion de la duracion que se toma para que el 50% de los gusanos se paralicen cuando se exponen de forma
aguda al levamisol. Cuando se expone al levamisol, el 50% de los animales mutantes mctp-1(amtl) se paralizan en
101+19,04 minutos. Esto es similar a lo que ocurre con los animales de tipo salvaje 76,7+13,5 minutos (p=0,39), y con
los mctp-1(amtl); los animales ex[mctp-1(+)] 82,62+20,1 (p=0,69). Para ambos experimentos, las letras mindsculas
indican grupos estadisticamente distintos por el ANOVA de una via con el post hoc de Tukey y Bonferroni utilizado para
corregir las miultiples comparaciones. Para cada grupo, el nimero de réplicas N=3 y el nUmero de gusanos por réplica
n=25-30 gusanos. Utilizamos el mutante del gen unc-29 (e1072am) como control negativo.
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MCTP-1 no regula la formacién de gotas de lipidos en el intestino de nematodos adultos en
C. elegans.

Recientemente se reportdé que un mutante del gene mctp-1 de C. elegans (en el alelo av112
reportado por Joshi et al 2018) tiene un numero reducido de gotas de lipidos en el intestino. Debido
a que nuestros hallazgos indicaban que mctp-1 se expresa en el sistema nervioso y que los
mutantes del gen exhiben cambios relacionados a alteraciones en la funciéon neuronal, decidimos
cotejar si la disminucion del nimero de gotas de lipidos en el intestino es similar en el alelo que
generamos por CRISPR/Cas9 (amtl). La figura 35A muestra fotografias al microscopio confocal de
ejemplares de avl12, amtl y de la cepa silvestre que fueron tefiidos con el fluoréforo Bodipy, el
cual marca selectivamente gotas de lipidos. En la figura 35B se graficé el numero de gotas de
lipido promedio de 10 gusanos de cada cepa, en donde el andlisis estadistico no sugiere que
existan diferencias entre cada una de las cepas. De estos ensayos se concluye que la mutacion en

mctp-1 no genera cambios en la cantidad y distribucién de gotas de lipidos.
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Figura 35 Comparacion del namero de gotas de lipidos en el intestino de animales adultos jovenes

A) Imagenes representativas de cada genotipo analizado tefiidos con Bodipy. B) Los resultados muestran que no hay
diferencias significativas en el nimero de gotas de lipidos promedio por grupo (N2 1113+£318, amtl 1175+318, av112
11184402 ). Las letras minusculas indican grupos estadisticamente similares por el ANOVA de una via con el post hoc
de Tukey y Bonferroni utilizado para corregir las multiples comparaciones. Para cada grupo, el nimero gusanos n=10
gusanos.
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Discusion

El presente trabajo constdé de dos secciones: en la primera seccién se realizaron analisis
filogenéticos de los genes mctp, se generd6 un modelo estructural in silico de la proteina y se
realizaron experimentos de acoplamiento molecular de los dominos C2 con moléculas de Ca?* y
PIP2, en la segunda seccion se realizé un estudio funcional utilizando como modelo experimental al
nematodo C. elegans.

Los papeles que desempefian los dominios C2 en la transmision sinaptica estan bien
descritos en proteinas como las sinaptotagminas y las ferlinas; sin embargo, este no es el caso de
las MCTP. En este trabajo, aportamos evidencia de que el gen mctp-1 de C. elegans tiene dos
promotores independientes que tienen una expresion diferencial en diferentes tejidos: Pmctp-1b en
el sistema nervioso y Pmctp-1a en la espermateca. Al menos cuatro ARN mensajeros se expresan
debido al uso de exones alternativos presentes en el N-terminal. Los mutantes del mctp-1
mostraron defectos en la puesta de huevos, la velocidad de locomocion, el nimero de coleteos al
nado y tienen resistencia al aldicarb. Estos resultados apoyan la posibilidad de que el MCTP-1
modula la tasa de liberacién de neurotransmisores, y que la eliminacion del MCTP-1 resulta en
modificaciones de comportamiento.

El estudio de las estructuras de los genes mctp y las proteinas para las que codifican nos
ofrece un recurso muy util para plantear estudios funcionales y permite comprender con mayor
detalle la evolucion de esta familia de genes. En nuestro analisis in silico de los genes y proteinas
MCTP, los criterios que utilizamos para considerarlos fueron: 1) presentar una region N terminal

hacia el citosol, 2) tres dominios C2, 3) dos regiones transmembranales (Shin et al., 2005). Dentro

de estos criterios no se incluyen a las MCTPs de plantas ya que tienen una variabilidad mas amplia
en el nimero de dominios C2 y segmentos transmembrana, aunque al menos tres de ellas, MCTP

11, 12 y 13 de A. thaliana, cuentan con los criterios (Liu et al, 2018); sin embargo, estas proteinas
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se consideran mas similares a las tricalbinas de S. cerevisiae y a la familia de las sinaptotagminas
extendidas (E-Syt) (Fernandez-Busnadiego et al., 2015; Saheki y De Camilli, 2017). Partiendo de

nuestros criterios de inclusion los resultados muestran que hay tres clases de MCTPs que se
encuentran ampliamente distribuidas en los metazoarios: 1) MCTPIi, 2) MCTP-1 y 3) MCTP-2, que
surgieron de un antepasado comun. Su distribucion filogenética es diferente, MCTP-1 y MCTP-2
estan presentes soélo en los vertebrados, mientras que la MCTPi se observo sélo en invertebrados.

Resulta interesante que las MCTPs no se encuentren en organismos unicelulares. En contraste,
otros sensores de Ca?*, como las sinaptotagminas y las ferlinas, que participan en trafico vesicular
son hallados en estos organismos (Barber et al., 2009; Lek et al., 2012, 2010; Washington y Ward,

2006). Por tanto, las MCTPs posiblemente surgieron como una adaptacion en los metazoarios;

estudios mas dirigidos nos permitiran entender su funcion ayudaran a entender como surgio esta
familia de proteinas.

Se analizé la secuencia primaria de cada uno de los dominios C2 de las MCTPs. Para tratar
de predecir su posible estructura y funcion, se estimé su estructura secundaria la cual se encuentra
altamente conservada entre las MCTPs en distintas especies. Nuestros resultados fueron similares
a los reportados por Shin et al. (2005) que mencionan que diferentes organismos presentan
sustituciones en los residuos de aspartato en el dominio C2B, lo que sugiere que este dominio no
une Ca?*. Encontramos la sustituciéon de dos de estos residuos de aspartato en el dominio C2B de
otras especies: C. elegans. H. contortus, X. laevis, X. tropicalis, M. musculus y H. sapiens. Si bien

las MCTPs podrian unir el ion Ca?* de manera independiente de los fosfolipidos (Shin et al., 2005),

nuestros andlisis identificaron que los dominios C2A y C2B tienen un motivo polibasico
conformado por lisinas y residuos aromaticos. Este motivo ha sido identificado en diversas familias

de proteinas con dominios C2, por ejemplo, en el dominio C2B de las sinaptotagmina-1 y 7

(Corbalan-Garcia and Gémez-Fernandez, 2014) esta vinculado con la interaccién con lipidos como
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inositol polifosfatos (IP4, IP5 y IP6) (Kojima, 1995) y Ptdins(4,5)P2, los cuales estan directamente
implicados en exocitosis, fusion de vesiculas, trafico de membranas, dinamica del citoesqueleto y
transporte de proteinas de membrana como los canales i6nicos (Di Paolo y De Camilli, 2006).

También se ha propuesto que este motivo funciona como péptido sefal para la localizacion en
membranas en proteinas con dominios C2. En el caso de las MCTPs la presencia de este motivo
sugiere que C2A y C2B podrian anclarse a membranas y unirse a lipidos.

Las dos regiones transmembranales de las MCTPs, (TMR1 y TMR2) constan de ~ 20
aminoécidos hacia el extremo C- terminal. El TMR2 est4 altamente conservado en los diversos
organismos analizados, a diferencia del TMR-1 el cual no estd presente en la isoforma 2 de la
MCTP-2 de humanos. Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente por Shin et al.
(2005), quienes mostraron que TMR1 se remueve por splicing alternativo del exdon 17. Sin
embargo, estos resultados contrastan por lo reportado por Joshi et al. (2018) quienes sefialan que
el extremo C terminal de la MCTP-2 que incluye las dos TMRs tiene un dominio homdlogo al
reticulén (RHD) relacionado con la biogénesis de lipidos e importante para deformar la curvatura
del reticulo endoplasméatico. Consecuentemente, la isoforma de MCTP-1 que no incluye este
segundo TMR no tendria la posibilidad de funcionar como modulador de la forma de este organelo.

La funcién que desempefia los dominios C2 en la transmision sinaptica esté bien descrita en
proteinas como las sinaptotagminas y las ferlinas; sin embargo, este no es el caso de las MCTP.
Con nuestros resultados dejamos evidencia de que el gen que codifica para la proteina MCTP-1
esta regulado por dos promotores independientes que dirigen la expresion diferencial en diferentes
tejidos: Pmctp-1b en el sistema nervioso y Pmctp-la en la espermateca. Derivado de eventos de
splicing alternativo, se generan cuatro isoformas por el uso de exones alternativos en la region N-
terminal. Los mutantes de mctp-1 presentan defectos en diferentes comportamientos como son:

decremento en el numero de huevos puestos, reduccién de la velocidad de locomocion,
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disminucién del nimero de coletazos al nado y son resistentes al aldicarb. Estos resultados apoyan
la hipdtesis de que la MCTP-1 modula la tasa de liberacion de neurotransmisores y dando lugar a
modificaciones del comportamiento.

La estructura de las MCTP puede dividirse en dos partes conservadas: una N-terminal, que
incluye tres dominios C2 en tandem, y una C-terminal con dos dominios transmembrana. Esta
disposicion de motivos funcionales se asemeja a otras proteinas sensores de calcio como las PKC,
las sinaptotagminas y las sinaptotagminas extendidas implicadas en el transporte de membrana, la
sefalizacion de lipidos y la unién al calcio (Corbaldn-Garcia y Gomez-Fernandez, 2014). Las
MCTP se expresan ampliamente en diferentes tejidos, sobre todo en el sistema nervioso y el
corazon (Qiu y otros, 2015; Shin et al, 2005). En trabajos anteriores se ha reportado la localizacion
de las MCTPs en vesiculas intracelulares, en reticulo endoplasmatico y endosomas en neuronas
de D. melanogaster, peces y ratas, lo que sugiere un papel en diversas vias de sefalizacién
(Espino-Saldana et al, 2020; Geng et al, 2017; Qiu et al, 2015).

De manera general, Las caracteristicas previamente reportadas de las MCTPs se
encuentran altamente conservadas en las secuencias de la MCTP-1 de C. elegans. Por lo tanto, el
estudio de MCTP-1 en este modelo biolégico resulta de suma importancia ya que permite evaluar
la funcién de esta proteina desde el nivel molecular hasta el impacto en el animal in vivo

Nuestros analisis in silico apuntan que en C. elegans, las distintas isoformas de MCTP-1
encontradas presentan un extremo N terminal heterogéneo y un alto grado de conservaciéon de los
dominios funcionales y regiones transmembranales en la porcion C terminal. Esto sugiere que las
distintas isoformas de MCTP-1 en C. elegans podrian interactuar o son transportadas a diferentes
organulos a través de la N-terminal, que se encuentra frente al espacio citosdlico (Schulz y Creutz,
2004). En el caso de los humanos, la MCTP-2 presenta una isoforma que carece de la primera

region transmembrana; sin embargo, este cambio aparentemente dramatico no interrumpe la
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localizacion de la proteina (Qiu et al, 2015; Shin et al, 2005). En este estudio, no identificamos
isoformas con so6lo un segmento transmembrana, pero encontramos que la isoforma d de la MCTP-
1 carece del dominio C2A, lo que indica que esta puede tener funciones diferentes a las de las
otras isoformas (a-c). Los diferentes patrones de expresion regulados por los promotores Pmctp-
la y la Pmctp-1b indican que MCTP-1 en el nematodo podria desempefiar diferentes papeles en
estos tejidos. Los promotores dirigen la expresiéon de MCTP-1 a las neuronas motoras localizadas
en el corddn neuronal ventral y a un subconjunto de neuronas de la cabeza de C. elegans,
incluyendo los cilios sensoriales, asi como también en la espermateca. Los resultados sugieren que
la reduccion de la puesta de huevos podria ser un efecto combinado entre el componente neuronal
por defecto de deteccion de alimentos y una disfuncion de la MCTP-1 en la espermateca.

Estudios previos han reportado que la tasa de puesta de huevos estd regulada por la
presencia de comida. De hecho, en los animales silvestres se ha observado que, en presencia de
abundantes fuentes de alimento, las tasas de puesta de huevos son significativamente mas altas
gue las de los animales sin alimento (Hart, 2006; Schafer, 2005). Se ha descrito que este fenotipo
esta regulado por neuropéptidos que se expresan en las neuronas sensoriales (Li, 2008; Schafer,
2005). Ademas, las neuronas sensoriales comandan la funcién de las motoneuronas HSN y VC
que, a su vez, modulan las contracciones de los musculos de la vulva al ovipositar. (Bany et al,
2003; Branicky et al, 2014; Brewer et al, 2019; Collins et al, 2016; Fenk y de Bono, 2015; Schafer,
2005; Zhanget et al, 2008). En C. elegans, mutaciones generadas en los dominios C2 de las
ferlinas generan defectos en la fusién de la membrana espermateca dependiente de Ca?*, por los
que se reduce la fertilidad (Corbalan-Garcia y Gomez-Fernandez, 2014; Washington y Ward,
2006). En nuestro trabajo, no encontramos ovocitos no fecundados que indique disfuncién de la

linea germinal masculina. Por lo tanto, la reduccion de la tasa de puesta de huevos podria deberse
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exclusivamente a la disfuncién neuronal. Sin embargo, se necesitan mas experimentos para
demostrar la participacién de cada tejido en este fenotipo.

En C. elegans, la locomocion estd controlada por dos tipos de neuronas situadas en el
cordon neuronal ventral: las neuronas GABAérgicas (inhibidoras) y las neuronas colinérgicas
(excitadoras) que regulan los estados de excitacion/inhibicién de los masculos (Lewis et al, 1980;
Schuske et al, 2004; Wen et al, 2012; Zhen y Samuel, 2015). Los mutantes mctp-1 mostraron
defectos de velocidad de arrastre y en el numero de coletazos al nado. Por lo tanto, es razonable
suponer que la supresion de la MCTP-1 afecta a los circuitos neuronales motores, lo que provoca
disfunciones en la locomocion (Fleming et al, 1997; Gally et al, 2004; Jospin et al, 2009; Qi et al,
2013; Wen et al, 2012; Yeh et al, 2008). Estas observaciones indican un posible papel de MCTP-1
en la transmision sinaptica. En apoyo a esta hipétesis, los mutantes de mctp-1 presentan
resistencia al aldicarb, lo que indica que la tasa de liberacion de neurotransmisores esté reducida
(Liu et al, 2005; Mahoney et al, 2006; Miller et al, 1996; Richmond, 2006a, 2006b). Cabe mencionar
gue un estudio en D. melanogaster mostrd que la MCTP se expresa en neuronas motoras, donde
modula la liberacién de los neurotransmisores dependientes de Ca?* en la unién neuromuscular
(Geng et al., 2017). Por lo tanto, todas estas pruebas apoyan nuestra hipotesis de que la MCTP
desempefia un papel en la sefializaciéon del Ca?* en la terminal presinaptica. Se ha detectado la
MCTP1 en el musculo de los mamiferos (Shin et al.,2005), pero no se han aportado pruebas de su
importancia funcional en este tejido. La supresion del gen no sugiere alteraciones asociadas con la
funcién muscular en una linea de ratones que presentan una delecidon espontanea en donde se
localiza el gen mctp-1 (Tarchiniet et al., 2018), es posible que en mamiferos la pérdida de mctp-1
pueda ser compensada por la expresién de mctp-2. No encontramos evidencia de la expresién del
MCTP-1 en el sistema muscular del gusano, por lo que no fue sorprendente no encontrar efecto del

levamisol en los mutantes de mctp-1, aunque existe la posibilidad de que los niveles de expresion
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de mctp-1 en el sistema muscular de C. elegans son bajos y poco criticos para su funciébn como
para observar algun efecto.

Estudios anteriores sefialan que el RNAmM de mctp-1 se expresa en el estadio larvario L2
(Cao et al., 2017) y que en el estadio adulto MCTP-1 se requiere en la biogénesis de las gotas de
lipidos en el intestino (Joshi et al., 2018). Sin embargo, en el presente estudio no se observo la
expresion de Pmctp-1a::GFP o Pmctp-1b::GFP en el intestino de animales adultos. Es posible que
en la etapa L2, se de una expresion transitoria de ARN mensajero de mctp-1 en el intestino, pero
no en la etapa adulta.

En resumen, nuestros hallazgos pueden contribuir al estudio de enfermedades neuroldgicas
asociadas con las vias de sefializacion del Ca?* y defectos en la exocitosis neurotransmisores. Por
otro lado, nuestro estudio aporta evidencia de que las proteinas MCTP estdn presentes en
organismos eucariotes; cuyas caracteristicas estructurales incluyendo los dominios funcionales se
encuentran conservados entre especies incluyendo al nematodo C. elegans. En el nematodo,
MCTP-1 regula la exocitosis de neurotransmisores y su supresion afecta a las neuronas
sensoriales y motoras, que afectan a la locomocién y que conduce a defectos sensoriales. Estos
cambios apoyan la idea de que la MCTP-1 desempefia un papel en la funcion neuronal; sin
embargo, la MCTP-1 no esta necesariamente limitada a este papel como sugiere su expresion en

el musculo de los vertebrados y en la espermateca del gusano.
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Conclusiones
Basados en el patrén de agrupamiento obtenidos en nuestro analisis filogenético

proponemos que las proteinas MCTP se encuentran exclusivamente en los phyla de metazoarios;
aunado a ello podemos decir que existen 3 diferentes tipos de MCTP, MCTPi en invertebrados y
MCTP-1 y MCTP-2 en vertebrados.

Por otro lado, derivado de los andlisis de las secuencias primarias y analisis in silico se
propone que los sitios de unién a Ca?* se encuentran conservados en los dominios C2A y C2C,
mientras que un sitio de union a lipidos fue identificado en C2A y C2B. Esto da pie a a plantear la
hipétesis que las MCTPs pudieran tener implicaciones en vias de sefializacion de Ca?* localizadas
adyacentes a la membrana plasmatica en neuronas como podria ser la fusion de membranas.
Dados los resultados obtenidos por el patrén de expresion podemos concluir que en C. elegans, los
dos promotores regulan la expresion de cuatro isoformas de MCTP-1; el promotor Pmctp-1b dirige
la expresion en el sistema nervioso, mientras que Pmctp-1a dirige la expresion en la espermateca.
Encontramos defectos en la puesta de huevos que estan directamente relacionados con la funcion
neuronal en los mutantes de mctp-1 y no derivan por anomalias derivadas de su falta de expresion
en la espermateca. Finalmente, nuestros resultados demuestran que MCTP-1 es necesaria para la
locomocion de los nematodos, probablemente asociada a exocitosis vesicular como mostramos en

este trabajo en donde MCTP-1 modula la liberacién de neurotransmisores en C. elegans.

89



Perspectivas

En el presente trabajo se caracterizé de manera muy puntual a las proteinas MCTP. Primero
se proponen criterios muy especificos para su clasificacion, distribucion filogenética y sobre las
regiones conservadas entre especies; aunado a ello se proveen resultados de observaciones in
silico que apuntan a que los dominios C2 de las MCTPs pueden unirse a la membrana plasmatica.
Segundo, se resalta la importancia de MCTP-1 en la regulacion de diversos circuitos neuronales
que regulan comportamientos estereotipados; lo cual sugiere que MCTP-1 es importante en la
regulacion de la funcién neuronal. Sin embargo, para poder establecer de una manera mas precisa
la participacion de esta proteina como sensor de Ca?* y cémo regula la exocitosis de

neurotransmisores proponemos las siguientes alternativas a explorar.

a) Disecar la localizacién intracelular de cada una de las isoformas derivadas de MCTP-1.

Para tal objetivo se propone generar animales transgénicos que co-expresan cada una de
las isoformas fusionadas a un marcador fluorescente; en conjunto con diversos marcadores de
organelos como por ejemplo: TRAM-1, PISY-1, e-COP, AMAN-2, RAB-6.2, SYX-6, RAB-5, RAB-
11.1, RAB-7, SYN-13, LAMP-1, SNB-1, SNT-1,

b) Explorar si los residuos de unién a Ca?* de los dominios C2 de MCTP-1 regulan la
neurotransmision.

Para este fin, proponemos realizar mutaciones puntuales de los residuos de aspartato de
cada dominio y expresar estas quimeras mutantes en el alelo nulo amt-1. Para obtener resultados
mas claros y descartar posibles artefactos de sobreexpresion se propone hacer los rescates de
fenotipo mediante las siguientes opciones: 1.- Generar una insercion de una sola copia del gen
mutado mediante transposones (MossCl) y complementar mediante cruzas. 2.- Generar nuevos

alelos que contengan las mutaciones de manera directa utilizando CRISPR/Cas9. Una vez
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obtenido los mutantes, analizar los potenciales miniatura y postsinapticos en presencia de
diferentes concentraciones de Ca?* en la unién neuromuscular mediante electrofisiologia o por
dindmica de Ca?* en la postsinapsis.

c) Comprobar si los dominios C2 que presentan el motivo polibasico unen a lipidos.

Para ello proponemos co-expresar quimeras de cada dominio C2 silvestres o mutadas de la
region polibasica fusionadas a un marcador fluorescente; en conjunto con un sensor especifico de
PIP2 como por ejemplo el dominio PH de la proteina PLC? fusionado a un marcador fluorescente.
En ambos casos se propone que sean marcadores para microscopia de super-resolucion por
ejemplo Halo-tag, Snap-tag y TdEos para determinar si co-localizan y si las quimeras mutadas

pierden su afinidad por los lipidos de la membrana plasmética.
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ABSTRACT

1

Multiple G2 and Transmembrane Domain Proteins (MCTPs) are putative calcium sensors. Proteins that in C2 d ins play ial roles in
trafficking and exocytosis; however, MCTPs functions in neurotransmitter release are not known. Here we report that in C. elegans mctp-1 is under the control of two
promoters - one active in the nervous system and the second in the spermatheca. We generated and characterized a loss of function amtI mutant and compared it to a
previously published loss of function mutant (av112). Loss of mcip-1 function causes defects in egg-laying, crawling velocity, and thrashing rates. Both amntl and

avl12 mutants are hyposensitive to the acetylcholinesterase blocker aldicarb, suggesting that MCTP-1 may play a role in synaptic vesicle release.

1. Introduction

€2 domains are ubiquitous coincidence detectors that integrate the
presence of calcium and specific lipid forms (Corbalan-Garcia and
Gémez-Ferndndez, 2014). C2 domains are composed of eight f sheets
and inter loops (Guerrero-Valero et al., 2009). Conserved calcium-
binding residues are found in the loop region, and a membrane inter-
acting face called the §§ groove is found between one set of f§ sheets.
The residues neighboring these interacting sites govern their overall
face-charge and thus tune C2 domain sensitivity to these two factors
(Corbal4n-Garcia and Gémez-Fernandez, 2006). The functional di-
versity in C2 domains is yet to be fully appreciated. When C2 domains
are found in conjunction with other catalytic domains, they confer
spatial and temporal specificity to the encompassing protein. These
domains were first characterized in protein kinase C (PKC) (Nalefski
and Falke, 1996; Parker et al., 1986). In PKG, the G2 domain binds to
the plasma membrane in a calcium-dependent manner (Corbalén-
Garcia and Gémez-Ferndndez, 2006; Guerrero-Valero et al.,, 2009).
Neuronal proteins such as synaptotagmins, extended-synaptotagmins,
and ferlins contain C2 domains (Di Paolo and De Camilli, 2006; Min
et al., 2007; Saheki and De Camilli, 2017; Stefan et al., 2017; Sutton
et al,, 1995), These proteins function at the synapse and are required for
neurotransmitter exocytosis (Bacaj et al., 2015; Corbalan-Garcia and
Gémez-Ferndndez, 2014; Min et al., 2007; Siidhof, 2014), However, the
function of one class of C2 domain-containing proteins called MCTPs
remains elusive.

Multiple C2 domains and Transmembrane regions Protein (MCTPs)
were identified using bioinformatics approaches (Shin et al., 2005).
These proteins are composed of three C2 domains in tandem, followed

* Corresponding author.
E-mail address: ataulfo@unam.mx (A. Martinez-Torres).
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by two transmembrane regions (Shin et al., 2005). MCTPs are found in
multicellular invertebrates and higher organisms such as mammals
(Téllez-Arreola et al.,, 2020). In vertebrates, MCTPs are expressed
broadly in multiple tissues: kidneys, heart, liver, lungs, skeletal muscle,
testis, spleen, and the central nervous system (Qiu et al., 2015; Shin
et al.,, 2005; Espino-Saldafia et al., 2020). Within cells, these proteins
are localized to intracellular vesicles of neuron bodies, neuron pro-
cesses, and endoplasmic reticulum where they might perform vital
functions (Geng et al., 2017; Qiu et al., 2015; Shin et al., 2005).

MCTPs are critical molecules. In humans, mutations in mctp genes
are linked to bipolar disorder and schizophrenia, and developmental
disorders such as congenital heart malformation (Djurovic et al., 2009;
Lalani et al., 2013). Some MCTP mutations in Dresophila melanogaster
are lethal during larval development, while others have defects in the
regulation of neurotransmission, suggesting roles in both developing
and mature nervous system (Geng et al., 2017; Tunstall et al., 2012).
Consequently, the knockdown of mctp-1 by RNAI in C. elegans results in
25% of the worms dying during embryonic development (Maeda et al.,
2001). However, the complete expression pattern and phenotypic
characterization of worm mctp-1 have not yet been reported.

In this study, we analyzed the expression pattern of the worm mctp-1
locus and found two alternative mctp-1 promoters that drive distinct
expression patterns. We then generated a CRISPR knockout mutant
allele mctp-1(amt1), characterized the loss of function MCTP-1 pheno-
type and compared it to the previously described metp-1 (avi12) mu-
tant (Joshi et al,, 2018), We discovered that MCTP-1 is expressed in a
subset of sensory and motor neurons, is involved in functional food
sensing and modulates the rate of neurotr itter rel
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Tabla 1. Lista de Cepas

Cepa Genotipo

N2 Bristol silvestre

ATM1 mctp-1(amtl) |

ATM2 mctp-1(amtl) | amtEx[Pmctp-la::GFP::unc-54]
amtEx[Prab-3::mCherry::unc-54]

ATM3 amtEx[Pmctp-1b::GFP::unc-54] amtEx[Prab-
3::mCherry::unc-54]

ATMA4 mctp-1(amtl)l amtEx[mctp-1(+)] amtEx[Pmyo-
3::YFP::Let-858; Pmyo-2::mCherry:: unc-54]

CB1072 |unc-29 (el072am) |
mctp-1(av112) |
mctp-1(av112)l avEx[mctp-1(+)] avEX[Pmyo-
3::YFP::Let-858; Pmyo-2::mCherry:: unc-54]

EG6207 |unc-119 (ed3) llI
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Tabla 2. Lista de plasmidos

Plasmido Resistencia Descripcion

pGEMT-Easy Amp Plasmido T (Promega)

pPD95.75 Amp Promotorless vector
GFP::unc-54

pPD122.34 Amp Promotorless
4xSV40-NLSGFP::let-858

pPD136.15 Amp Pmyo-3::YFP::let-858

pDONR-P1-P4 Kan Gateway vector donador

pDONR-P2-P1 Kan Gateway vector donador

pDONR-P2-P3 Kan Gateway vector donador

pDEST-R4-R3 Amp Gateway vector de destino

Cas9-pDD162 Amp Peft-3::cas9-SVA40NLS::tbb-2
39UTR

pMLS134 Amp pUG::sgRNA

pRL8 Kan [1-2] Entry clone with Cb-unc-
119Cbr (+).

pGHS8 Amp pPRAB-3::mCherry::unc-54utr

pCFJ90 Amp Pmyo-2::mCherry::unc-54utr
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pJLT6 Kan PCbr-unc-119::Cbr-unc-
119::Cbr-unc-119
utr+eGFP::let-858 [1-2]
pJLT46 Kan 1.5 kb mctp-1 RHA [2-3]
pJLT47 Kan 1.5 kb mctp-1 LHA [4-1]
pJLT49 Amp mctp-1 sgRNA1
35 bp de LHA
pJLT50 Amp mctp-1 sgRNA2
75 bp de LHA
pJLT51 Amp mctp-1 sgRNA3
51 bp de LHA
pJLT63 Amp Vector para CRISPR
RHA::PCbr-unc-119::Cbr-unc-
119::Cbr-unc-119
utr+eGFP::let-858 :: LHA

Lista de oligos

Nombre

Secuencia 5’-3’

Ce. Prom B Gtcgactgtcgagtgcgctgtagaatttag

objetivo

Promotor
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FD

Ce. Prom B
RD
ojlt_46
ojlt_47
ojlt_48
ojlt 51
ojlt_52
ojlt_53
ojlt_59
ojlt_60
ojlt_61
ojlt_66
ojlt_ 67
ojlt_68
ojlt_104
ojlt_105
ojlt_106
ojlt_107
ojlt_108
ojlt_109
ojlt_110
ojlt_ 111

ojit_112

Ggatcctcatgtttgttgtgtgttcgtcttc

GGGGACTGCTTTTTTGTAC
tgtacaaaaaagcagtccccTGAGCCAATTTATCCAAG
tattcgttaaCAGTTGAAATTGAAAATGAGTTAAAG
gaagaaataaTTAACCAGTGCCTCCACTAC
tgtacaagaaagctgtccccCATGAGTACTAGCGGTGGC
GGGGACAGCTTTCTTGTAC
GTGGTTTCAGTAAGAACTTGGC
gtacaagaaagctgggtATGAGTACTAGCGGTGGC
tagtact CATACCCAGCTTTCTTGTACAAAG
ggggacaactttgtatagaaaagttgtgtcgagtgcgctgtagaatttag
Ggggactgcttttttgtacaaacttggtttgttgtgtgttcgtcttctca
caagtttgtacaaaaaagcagtccccatgccgtgtttgcagttgattcgt
ggggacagctttcttgtacaaagtggcatatttgcgtcaaccgttttgaaa
ggggacaactttgtataataaagttggattgaaaattataagaaatctaaac
ggggacaactttgtatagaaaagttgTGTACCAACATCCGCCAAAT
ggggactgcttttttgtacaaacttg CAGgttttcttttttacttttatt
TTGATGGAAGTTCGTCTTAAGAA
AACTTCTTAAGACGAACTTCCAT
TTGATGTGCAGAAACGGCAGAAC
AACGTTCTGCCGTTTCTGCACAT

TTGGATGTGGTTACTCTTTTGA

Promotor

pDonor 221
Unc-119
unc-119
GFP

GFP
pDonor 1-2
Genoaotipificar
GFP
pDonor 1-2
Promotor
Promotor
cDNA

RHA

RHA

LHA

LHA
SgRNA1
SgRNA1
SgRNA2
SgRNA2

SgRNA3
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ojlit_113
ojit 116
ojlt_ 125
ojlt 126
ojlit_147
ojlt 148
ojlt_149
ojlt_150
ojlit_151
ojlt_152
ojlt_153
ojlit_154
ojlt_163
ojlt_164
ojlt_165
ojlt_166
ojlt_167
ojlt_197
ojlt_198
Ojlt_214
ojlt_215
ojlt_216
ojlt_217

ojit_218

AACTCAAAAGAGTAACCACATC
Ccactttgtacaagaaagctgtcccccacagatttattggtttattgactcg
atttcaactgCCAAGCGAGGACAATTCTcatcgt
cactggtTAAGGATGATCGACGCCaACGTCGTTG
Agaaaagttgtgtcgagtgcgctgtagaatttag
Atggggactgcttttttgtacaaacttggtttgt
Acaaaccaagtttgtacaaaaaagcagtccccat
ACACTCAccactttgtacaagaaagctgtccccc
tgggggacagctttcttgtacaaagtggTGAGTG
ttatcaactatgtataataaagttgCCAAGCGAG
CCTCGCTTGGcaactttattatacatagttgata
gcactcgacacaacttttctatacAAAGTTGATAGCTTG
CCTCCGAAATCTTTAGCGACC
Agccacgagaaaggcaataacg
Cgcgcagctctgatagaaagtg

Gccaattcatceeggtttctg
TTTGTATAGTTCATCCATGCCATG
Acgtttatcacatatatccgatgaa

Tttcttccttactattttcccatat
ATGCCGTGTTTGCAGTTGATTCGT
ATGCGAATTTCCACACTCGCTCGC
ATGGTGAATTTGAACCTAAAAAGTATTGTTCGA
ATGTCAACTGAGGATACTGATGAAGACG

TCACAGATTTATTGGTTTATTGACTCGTCCAT

SgRNA3
Genotipificar
Let-858 UTR
Let-858 UTR
Promotor
Promotor
cDNA

cDNA

RFP:: let-858
RFP:: let-858
pDest CFJ150
pDest CFJ150
Genoaotipificar
Genotipificar
Genotipificar
Genotipificar
Genotipificar
Rescate
Rescate

Fd isoforma b
Fd isoforma c
Fd isoforma a
FD isoforma d

Rd todas las
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isoformas

Lista de secuencias identificadas para el andlisis filogenético y su niumero de acceso en GeneBank.
1. Multiple C2 and Transmembrane region Protein family homolog [Caenorhabditis elegans] 736 aa

protein NP_491909.2 GI:392885963

2. hypothetical protein CRE_28226 [Caenorhabditis remanei] 811 aa protein XP_003114743.1

G1:308505120

3. hypothetical protein GCK72_001812 [Caenorhabditis remanei] 770 aa protein KAF1769995.1

G1:1805551354

4. hypothetical protein CAEBREN_08494 [Caenorhabditis brenneri] 812 aa protein EGT38792.1

Gl:341882857

5. hypothetical protein B9255 002513 [Caenorhabditis nigoni] 803 aa protein PIC52378.1

Gl:1273548359

6. Hypothetical protein CBG12689 [Caenorhabditis briggsae] 800 aa protein XP_002640186.1

Gl:268568194

7. hypothetical protein FL83 17440, partial [Caenorhabditis latens] 796 aa protein 0ZG05262.1

Gl:1233652597
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8. hypothetical protein B9255 002513 [Caenorhabditis nigoni] 843 aa protein PIC52377.1

Gl:1273548358

9. Protein CBG12689 [Caenorhabditis briggsae] 813 aa protein CAP31633.2 GI1:309360211

10. hypothetical protein FL81_ 13638 [Caenorhabditis remanei] 851 aa protein POM38040.1

Gl:1338196734

11. hypothetical protein FL82_12360, partial [Caenorhabditis remanei] 851 aa protein OZF74930.1

G1:1233619430

12. hypothetical protein CAEBREN_28165 [Caenorhabditis brenneri] 725 aa protein EGT42243.1

Gl:341886308

13. hypothetical protein B9Z55 002513 [Caenorhabditis nigoni] 722 aa protein PIC52376.1

Gl:1273548357

14. unnamed protein product [Caenorhabditis bovis] 1963 aa protein CAB3408196.1

Gl:1832384297

15. unnamed protein product [Caenorhabditis bovis] 1961 aa protein CAB3408195.1

Gl:1832384296
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16. hypothetical protein Y032_0369g76 [Ancylostoma ceylanicum] 781 aa protein EYB81997.1

G1:597832269

17. C2 domain protein, partial [Ancylostoma caninum] 710 aa protein RCN45613.1 GI1:1432407481

18. C2 calcium-dependent membrane targeting domain containing protein Haemonchus contortus]

739 aa protein CDJ95519.1 GI:560119858

19. hypothetical protein Angca_005104 [Angiostrongylus cantonensis] 716 aa protein

KAE9419062.1 GI:1782506367

20. hypothetical protein WR25_16111 isoform A [Diploscapter pachys] 719 aa protein

PAV83363.1 G1:1240372367

21. C2 domain protein [Teladorsagia circumcincta] 844 aa protein PIO73108.1 G1:1276846172

22. unnamed protein product [Heligmosomoides polygyrus] 645 aa protein VDO71328.1

Gl:1530611247

23. Uncharacterized protein BM_BM3061 [Brugia malayi] 724 aa protein VIO96093.1

Gl:1677413749

24. unnamed protein product [Wuchereria bancrofti] 752 aa protein VDM20535.1 GI:1528661599
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25. Bm3061 [Brugia malayi] 689 aa protein CTP81764.1 GI:1009338563

26. hypothetical protein Y032_0369g76 [Ancylostoma ceylanicum] 541 aa protein

EYB81996.1 G1:597832268

27. unnamed protein product [Dracunculus medinensis] 733 aa protein VDN50033.1

G1:1535183459

28. unnamed protein product [Brugia pahangi] 805 aa protein VDN83767.1 G1:1528772417

29. unnamed protein product [Haemonchus placei] 614 aa protein VD0O38927.1 G1:1535225987

30. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1-like isoform X2 [Pomacea

canaliculata] 938 aa protein XP_025076639.1 GI:1397739547

31. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1-like isoform X10 [Pomacea

canaliculata] 695 aa protein XP_025076647.1 GIl:1397739563

32. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1-like isoform X3 [Pomacea

canaliculata] 933 aa protein XP_025076640.1 GI:1397739549

33. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X3 [Nematostella

vectensis] 797 aa protein XP_032218133.1 GI:1806742494
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34. predicted protein, partial [Nematostella vectensis] 662 aa protein EDO45740.1 GI:156224918

35. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X2 [Calypte anna] 882 aa

protein XP_008493993.1 GI:663268001

36. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X1 [Geotrypetes seraphini]

756 aa protein XP_033773479.1 GI:1835644655

37. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X8 [Bubalus bubalis] 956

aa protein XP_025149794.1 GI:1408541775

38. PREDICTED: multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 [Calidris pugnax]

863 aa protein XP_014792325.1 GI:960955496

39. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X2 [Microcaecilia unicolor]

718 aa protein XP_030049257.1 GI:1716976684

40. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X5 [Nematostella

vectensis] 778 aa protein XP_032218135.1 GI:1806742498

41. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X1 [Microcaecilia unicolor]

756 aa protein XP_030049256.1 GI:1716976682
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42. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X1 [Nematostella

vectensis] 817 aa protein XP_032218131.1 GI:1806742490

43. unnamed protein product [Nippostrongylus brasiliensis] 507 aa protein VDL83891.1

Gl:1529633075

44. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X10 [Mus musculus] 731

aa protein XP_030103329.1 GI:1720376091

45. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X3 [Bubalus bubalis] 976

aa protein XP_025149789.1 GI:1408541765

46. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X4 [Bubalus bubalis] 969

aa protein XP_025149790.1 G1:1408541767

47. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X2 [Amazona aestiva] 703

aa protein KQK79002.1 GI:944212327

48. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 [Rhinolophus ferrumequinum] 878

aa protein XP_032956275.1 G1:1823898892

49. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X12 [Mus musculus] 718

aa protein XP_006517534.1 GI:568983825
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50. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 [Alligator sinensis]

908 aa protein XP_006027756.2 GI:944346911

51. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform 1 [Mus musculus] 951 aa

protein NP_084450.3 GI:1783658042

52. PREDICTED: multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2-like [Xenopus

laevis] 876 aa protein XP_018110786.1 GI:1069342631

53. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X2 [Pipra filicauda] 881 aa

protein XP_027575693.1 GI:1558356210

54. hypothetical protein XELAEV_18020477mg [Xenopus laevis] 881 aa protein

OCT86788.1 G1:1050384594

55. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 [Pteropus vampyrus]

880 aa protein XP_011355580.1 GI:759111785

56. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X8 [Homo sapiens] 694 aa

protein XP_016865350.1 GI:1034646159

57. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X12 [Homo sapiens] 732

aa protein XP_005272147.1 GI:530380169
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58. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X3 [Serinus canaria] 899

aa protein XP_030084406.1 GI:1720472744

59. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Mustela erminea] 878

aa protein XP_032198028.1 GI:1804854706

60. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 [Pteropus alecto]

880 aa protein XP_006924195.1 GI:586538705

61. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X2 [Xenopus tropicalis]

876 aa protein XP_002933357.1 GI:301607516

62. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X6 [Mus musculus] 938 aa

protein XP_006517530.3 G1:1039744379

63. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Callithrix jacchus] 878

aa protein XP_002749137.1 G1:296203986

64. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Lontra canadensis]

878 aa protein XP_032698232.1 GI:1820917760

65. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X2 [Cyanistes caeruleus]

725 aa protein XP_023789632.1 GI:1341023411
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66. PREDICTED: multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Cebus

capucinus imitator] 878 aa protein XP_017373675.1 GI:1044341669

67. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X2 [Piliocolobus

tephrosceles] 712 aa protein XP_026311232.1 G1:1482595963

68. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X11 [Homo sapiens] 734

aa protein XP_006714755.1 GI1:578810560

69. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X3 [Pan troglodytes] 878

aa protein XP_016782966.1 G1:1034108660

70. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X9 [Mus musculus] 751 aa

protein XP_006517532.1 GI:568983821

71. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X2 [Athene cunicularia]

881 aa protein XP_026712230.1 GI:1495912055

72. PREDICTED: multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 [Apaloderma

vittatum] 896 aa protein XP_009867437.1 GI1:699593893

73. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Myotis lucifugus] 879

aa protein XP_023599912.1 GI:1335178830
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74. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Corvus cornix cornix]

898 aa protein XP_010389311.1 GI:726998122

75. PREDICTED: multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Sturnus

vulgaris] 894 aa protein XP_014730089.1 GI:959054496

76. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X2 [Strigops habroptila]

895 aa protein XP_030353864.1 GI:1728929543

77. multiple C2 domain and transmembrane region protein, isoform G [Drosophila melanogaster]

912 aa protein NP_001303357.1 GI1:939619788

78. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X2 [Meleagris gallopavo]

883 aa protein XP_031411201.1 GI:1776488798

79. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Pongo abelii] 878 aa

protein XP_002825913.1 GI:297697542

80. PREDICTED: multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Calidris

pugnax] 881 aa protein XP_014799758.1 G1:960969724

81. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform 6 [Homo sapiens] 784 aa

protein NP_001371936.1 GI:1864355906
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82. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Tyto alba alba] 880 aa

protein XP_032850157.1 GI1:1822568135

83. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Corvus moneduloides]

898 aa protein XP_031978815.1 GI:1799868725

84. multiple C2 domain and transmembrane region protein, isoform E [Drosophila melanogaster]

954 aa protein NP_001036559.2 G1:442624167

85. multiple C2 domain and transmembrane region protein, isoform D [Drosophila melanogaster]

982 aa protein NP_001261078.1 Gl:442624165

86. multiple C2 domain and transmembrane region protein, isoform F [Drosophila melanogaster]

893 aa protein NP_001286590.1 GI:665401984

87. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 [Parus major]

895 aa protein XP_015494903.1 GI:998714173

88. PREDICTED: multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1

[Pseudopodoces humilis] 918 aa protein XP_005521655.2 G1:929433994

89. PREDICTED: multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2, partial [Merops

nubicus] 726 aa protein XP_008945923.1 GI:675634351
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90. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Xenopus tropicalis]

899 aa protein XP_031755096.1 GI:1785357971

91. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X2 [Antrostomus

carolinensis] 881 aa protein XP_010168472.1 GI:704319104

92. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X2 [Oxyura jamaicensis]

897 aa protein XP_035192022.1 GI:1865194261

93. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Oxyura jamaicensis]

910 aa protein XP_035192021.1 GI:1865194259

94. PREDICTED: multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1

[Nipponia nippon] 881 aa protein XP_009468330.1 GI:694853789

95. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1-like isoform X6 [Gadus morhua]

880 aa protein XP_030209799.1 GI:1721900565

96. PREDICTED: multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X2 [Egretta

garzetta] 881 aa protein XP_009633357.1 G1:697825810

97. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1-like isoform X2 [Gadus morhua]

909 aa protein XP_030209795.1 GI:1721900557
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98. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1-like isoform X1 [Danio rerio] 859

aa protein XP_002663716.2 GI:528493112

99. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Anas platyrhynchos]

910 aa protein XP_027321846.1 GI:1540387827

100. PREDICTED: multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Anser

cygnoides domesticus] 897 aa protein XP_013037376.1 G1:902896195

101. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Falco cherrug] 881

aa protein XP_005436681.1 GI1:541962510

102. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X7 [Homo sapiens] 784

aa protein XP_024305750.1 G1:1370466931

103. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform 1 [Homo sapiens] 878 aa

protein NP_060819.3 G1:227496440

104. PREDICTED: multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 [Pterocles

gutturalis] 668 aa protein XP_010071037.1 G1:704470734

105. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform S [Homo sapiens] 778 aa

protein NP_001002796.1 GI:50582996
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106. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X1 [Homo sapiens] 793

aa protein XP_005272139.1 GI:530380153

107. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Homo sapiens] 866

aa protein XP_016877892.1 G1:1034591267

108. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X1 [Danio rerio] 855 aa

protein XP_021333398.1 GI:1207180943

109. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform 3 [Homo sapiens] 692 aa

protein NP_001284706.1 GI:663071074

110. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X2 [Danio rerio] 844 aa

protein XP_021333399.1 GI:1207180945

111. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform 2 [Mus musculus] 688 aa

protein NP_001364037.1 G1:1783658109

112. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 [Mus musculus]

878 aa protein NP_001019874.1 GI:85701536

113. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 1 isoform X7 [Mus musculus] 895

aa protein XP_017171132.1 GI:1039744381
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114. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform 2 [Homo sapiens] 823 aa

protein NP_001153115.1 GI:227496489

115. multiple C2 domain and transmembrane region protein, isoform B [Drosophila melanogaster]

596 aa protein NP_001036560.1 GI:116007724

116. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 [Danio rerio]

927 aa protein XP_690870.6 GI:528508026

117. multiple C2 and transmembrane domain-containing protein 2 isoform X9 [Homo sapiens] 466

aa protein XP_005255017.1 GI:530407238.
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