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PREFACIO

La subunidad auxiliar Cavyz de los canales de calcio dependientes de voltaje es una
proteina transmembranal, expresada principalmente en la membrana postsinaptica de
diversos tejidos neuronales en donde regula el trafico, direccionamiento y apertura de
los receptores AMPA. En menor medida se expresa en la membrana presindptica, sitio
en el que actiia como inhibidor de las corrientes de calcio atraves de los canales de alto
umbral de activacion y por lo tanto de la liberaciéon de neurotrasmisores en la hendidura
sindptica. La alteracion en la expresion de Cavyz resulta en el desarrollo de distintos
padecimientos neurolégicos como la epilepsia. Pese a la importancia de esta proteina en
el sistema nervioso, no existen estudios respecto a su regulacion transcripcional.

La finalidad del presente trabajo de tesis es reportar las primeras evidencias
experimentales de la identificacion y caracterizacion de la region promotora del gen
CACNGZ que codifica para Cavy:. La estrategia experimental combiné técnicas de biologia
molecular con métodos bioinformaticos. Los experimentos se llevaron a cabo en el
laboratorio 55 del Departamento de Biologia Celular (DBC) del Centro de Investigacion y
de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (Cinvestav), bajo la direccién
del doctor Ricardo Félix Grijalva profesor titular del DBC y el plan experimental se
desarrollé con la asesoria de los doctores Ricardo Gonzalez Ramirez investigador en
Ciencias Médicas del Departamento de Biologia Molecular e Histocompatibilidad del
Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, José Manuel Hernandez Hernandez profesor
titular del DCB del Cinvestav-IPN y Norma Angélica Oviedo de Anda investigadora
asociada a la Unidad de Investigacion en Infectologia e Inmunologia del Centro Médico

Nacional “La Raza”, del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).



RESUMEN

Los canales de calcio dependientes de voltaje (Cav) son complejos proteicos que
permiten el paso de iones Ca2* al interior de la célula que actian como un segundo
mensajero en la regulacion de diversos eventos fisiolégicos. Los canales de alto umbral
de activacion (HVA) estan formados la subunidad principal conductora de iones (Cava1)
y tres subunidades auxiliares (Cayf3, Cavaz0 y Cavy).

El énfasis del presente trabajo recae en una de las subunidades auxiliares, Cavya,
también conocida como stargazin. Esta proteina estad presente en la membrana
presinaptica, donde inhibe a los canales Cay. Sin embargo, se sabe que Cavy: se expresa
principalmente en la membrana postsinaptica de las células de Purkinje en donde
controla el direccionamiento de los receptores AMPA hacia la membrana y aumenta las
corrientes i6nicas a través de estos canales. Como puede anticiparse por su localizacién y
funcion, las alteraciones en la expresion de la subunidad Cavyz dan lugar al desarrollo de
diversos trastornos neuroldgicos entre los que destaca la epilepsia.

A pesar de la importancia de la subunidad Cavyz en el funcionamiento del sistema
nervioso, no hay estudios de su regulacion a nivel transcripcional. Con anterioridad en
nuestro laboratorio se demostré que el promotor del gen CACNGZ, que codifica a la
subunidad Cavyz, puede dirigir la actividad transcripcional de manera bidireccional. En el
presente trabajo se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion inicial del
promotor del gen CACNGZ en antisentido. Un analisis bioinformatico inicial sefiala que en
direccion antisentido, el promotor podria regular la transcripcion de un ARN largo no
codificante (long non-coding RNA o IncRNA), cuya secuencia es capaz de formar

estructuras secundarias estables y posiblemente aumentar la expresiéon de Cavyz. La



region promotora del posible IncRNA tiene ~1.3 kb, y aqui se muestra evidencia que
posee dos posibles sitios de inicio de la transcripciéon (transcription start site(s), TSS) y
una caja TATA que regulan su transcripcion. Existe ademas la posibilidad de que pudiera
presentar un tercer TSS funcional.

Este trabajo es el primero en caracterizar la regiéon promotora del gen CACNG2 y
sentara las bases para comprender los mecanismos transcripcionales que regulan la

expresion de la subunidad Cavy..



ABSTRACT

Voltage-gated calcium (Cav) channels are protein complexes that allow Ca%* entry
into cells, where act as a second messenger in the regulation of diverse physiological
events. High voltage-activated (HVA) calcium channels are formed of a main ion
conducting subunit (Cavai) and three auxiliary subunits (Cavf3, Cavaz8 y Cavy).

The emphasis of this work centers on one of the auxiliary subunits, Cavyz, also
known as stargazin. This protein is expressed in the presynaptic membrane, where it
inhibits Cav channel activity. However, it is known that Cavy; is mainly expressed at the
postsynaptic membrane of Purkinje cells where it controls the targeting of the AMPA
receptors towards the plasma membrane and increases the ionic currents through these
channels. As can be anticipated from its location and function, alterations in the
expression of the Cavyz subunit give rise to various neurological disorders including
epilepsy.

Despite the relevance of the Cayyz subunit in the functioning of the nervous system,
its regulation at the transcriptional level is unknown. Previously in our laboratory it was
found that the promoter of the CACNG2 gene, which codes for the Cayyz subunit, can
direct transcriptional activity both in sense and antisense directions. In the present
work, we present the results obtained from the initial characterization of the promoter
of the CACNGZ2 gene in antisense. An initial bioinformatic analysis indicates that in the
antisense direction, the promoter could regulate the transcription of a long non-coding
RNA (IncRNA), whose sequence is able to form stable secondary structures and possibly

increases the expression of Cavyz. The promoter region of this IncRNA is ~1.3 kb, has two



possible transcription start site(s), TSS, and a TATA box that regulate its transcription.
However, it is possible that a third functional TSS could be present.

This work is the first to characterize the promoter region of the CACNGZ gene and
will provide insight to understand the transcriptional mechanisms that regulate the

expression of the Cayy2 subunit.



INTRODUCCION

Canales de calcio dependientes de voltaje (Cav)

Todas las células animales se encuentran delimitadas por una membrana
impermeable que s6lo permite el paso de moléculas con ciertas caracteristicas. Los
acarreadores y canales son estructuras proteicas de la membrana celular que permiten el
intercambio de &tomos y moléculas entre los medios extracelular e intracelular. Gracias a
proteinas acarreadoras, como la ATPasa Na*/K*, es posible el transporte de iones en
contra de gradientes de concentracion, lo que involucra el consumo de energia. Por otro
lado, los canales son poros que se abren permitiendo el transporte pasivo de iones a
favor de su gradiente electroquimico. La apertura de un canal se realiza por tres
mecanismos generales, i) la unién especifica de un ligando directamente al canal o0 a una
proteina de membrana acoplada al canal, ii) por estimulos fisicos como la temperatura o
el estiramiento de la membrana celular, o iii) por cambios en el voltaje de la membrana
plasmatica (Lacinova, 2005).

En particular, los canales Cay son proteinas transmembranales presentes en las
células excitables (Hille, 2001) y en menor medida en las no excitables (Cahalan et al.,
2001; Darszon et al., 2005). Estos canales se abren en respuesta a un potencial de accién
que da como resultado final la despolarizacién de la membrana, permitiendo la entrada
del ion calcio (Ca2*) al interior de las células (Lacinova, 2005; Catterall, 2011; Felix et al,
2013). Una vez en el medio intracelular, el Ca2* actia como un segundo mensajero que

desencadena una gran cantidad de procesos bioldgicos como la liberacion de hormonas y



neurotransmisores, la contracciéon muscular, y la regulacion de la expresion genética,

entre muchos otros (Lacinova, 2005; Catterall, 2011; Felix et al,, 2013).

Clasificacion de los canales Cay

La sensibilidad al voltaje es un parametro usado para clasificar a los canales Cay en
dos familias. Aquellos que se abren a voltajes <-40mV se denominan canales de bajo
umbral de activacion (LVA, del inglés Low Voltage-Activated), mientras que los que
necesitan voltajes mas despolarizantes (>-40mV) para su apertura, se conocen como
canales de alto umbral de activacion (HVA, High Voltage-Activated; Lacinova, 2005;
Catterall, 2011; Felix et al,, 2013).

Los canales LVA se han caracterizado en una gran variedad de tipos celulares. Estan
formados por una subunidad principal Cavai: (Tabla 1), la cual forma al poro
transmembranal conductor de los iones de Ca2*. Entre las propiedades electrofisiolégicas
mas sobresalientes de estos canales se encuentran una activacion a potenciales de accién
relativamente mas negativos, una conductancia pequefia y una inactivacidon rapida, lo
que da origen a corrientes transitorias, razén por la que se les conoce también como
canales tipo T (del inglés Transient; Lacinova, 2005; Catterall, 2011; Felix et al, 2013;
Gandini et al, 2014).

Por otro lado, los canales HVA son complejos proteicos que comprenden 4
subunidades: Cavas, Cavp, Cavaz6 y Cavy (Fig. 1; Felix et al., 2013; Dolphin, 2016). Existen
diferentes subunidades Cavai con perfiles funcionales y farmacoldgicos diversos, lo que
permite clasificar a los canales de acuerdo con el tipo de corriente al que dan origen en L,

N, P/Q o R. El resto de proteinas o subunidades se consideran auxiliares, ya que regulan



la actividad y la expresion membranal de la subunidad conductora de iones Cavai
(Lacinova, 2005; Felix et al.,, 2013; Dolphin, 2016). Aunque no todas las subunidades

auxiliares estan en la totalidad de los canales HVA (Lacinova, 2005).

LVA

Figura 1. Subunidades de los canales Cay. De acuerdo con su sensibilidad al voltaje, los
canales Cay se clasifican en HVA y LVA. El poro conductor por el cual el Ca?* entra al
medio intracelular, estd formado por la subunidad formadora del poro Cava: presente en
ambos tipos de canales. Adicionalmente, los canales HVA estan constituidos por las
subunidades auxiliares (Cava28, Cavf y Cavy) capaces de alterar la expresion funcional de
la subunidad Cava; (modificado de Weiss & Zamponi, 2017).

Ademas de ser clasificados como HVA y LVA, los canales Cay se subdividen por el
tipo de corriente observada en los registros electrofisiolégicos. La subunidad Cavay varia
en cada tipo de canal, lo cual le confiere propiedades diferenciales de localizacion tisular
y susceptibilidad a farmacos y toxinas que modifican su actividad (Lacinova, 2005;
Catterall, 2011; Felix et al,, 2013; Gandini et al., 2014). Los canales Cay de alto umbral de
activacion (HVA) se dividen en dos subfamilias, una llamada tipo L que agrupa cuatro

miembros, y otra que engloba a los canales de los tipos N, P/Q y R (Tabla 1).
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Familia Corriente Subunidad o Localizacion Inhibidor especifico
Dihidroxipiridinas

Cavl.l Qs Musculo esquelético (DHPs)
Cayl.2 . ac Musculo cardiaco y pulmén DHPs
Tipo L - P -

Cavl3 o Neluonia_s, oido m.terno, 1s](_1tes DHPs

HVA pancreaticos, m. liso y cardiaco
Cavl.4 QuF Retina DHPs
Cav2.1 Tipo P/Q Cl1a Tejido nervioso w-Agatoxina IVA
Cav2.2 Tipo N Cls Terminales nerviosas w-Conotoxina GVIA
Cav2.3 Tipo R CUE Neuronas SNX-482
Cav3.1 oG Neuronas y corazén No tiene
Cav3.2 LVA Tipo T ClH Neuronas y corazén No tiene
Cav3.3 [o31 Neuronas No tiene

Tabla 1. Clasificaciéon y caracteristicas de los canales Cay.

Las corrientes que fluyen a través de los canales tipo L (del inglés Long lasting) son
persistentes, resultado de una lenta inactivacion dependiente de voltaje. Estas corrientes
se observan principalmente en células musculares y endocrinas, donde son importantes
para iniciar los fen6menos de acople excitacién-contraccioén y excitacion-secrecion que
dan como resultado la contraccién muscular y cardiaca, asi como la liberacion de
hormonas (Stojilkovic, 2012; Shuja & Colecraft, 2018; Bannister & Beam KG, 2013).

Asimismo, existen canales cuya apertura ocurre a voltajes intermedios y su
expresion se restringe al sistema nervioso, por lo que la corriente a que dan origen ha
sido llamada tipo N (del inglés Neuronal), y su comportamiento es en términos biofisicos
es distinto al de los canales de tipo Ly T (Catterall, 2011). Asf, la cinética de inactivacion
es mas lenta que la de los canales que originan las corrientes tipo T, pero mas rapida que

aquellos que dan lugar a las corrientes tipo L.
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Por otro lado, las corrientes tipo P y Q, se registraron por primera vez en células de
Purkinje y en neuronas granulares de cerebelo, respectivamente (Hillman et al., 1991;
Randall & Tsien, 1995). Los canales con estas corrientes son sensibles a distintas
concentraciones de la toxina llamada w-agatoxina-IVA (Randall & Tsien, 1995; Nimmrich
& Gross, 2012) y constituyen entidades moleculares diferentes. Por ultimo, la corriente
residual o resistente de Ca2* (tipo R) se caracteriza por no ser alterada por la mayoria de

los bloqueadores especificos de los canales de Ca2+ (Catterall, 2011).

Subunidades de los canales Cav

La subunidad Cava; es responsable de detectar los cambios en el voltaje
membranal y es el sitio de unién de farmacos y toxinas que regulan la actividad del canal.
Debido a su conformacion espacial, crea un poro por el cual los iones Ca2* pasan del
medio extracelular al intracelular. En su estructura tiene 4 dominios homologos
repetidos, unidos por asas citoplasmaticas, cuyos extremos N y C-terminal se encuentran
del lado intracelular (Fig. 2). Cada uno de estos repetidos esta formado por 6 segmentos
transmembranales con estructura de a-hélices llamados S1-S6 (Felix et al,, 2013; Gandini
et al, 2014; Dolphin, 2016; Catterall et al., 2017). El filtro de selectividad idénica se
encuentra dentro del poro conductor y comprende 4 residuos de glutamato y en los

canales LVA a 2 glutamatos y 2 aspartatos en los HVA (Catterall et al., 2017).
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Figura 2. Organizacion estructural de la subunidad Cavai. La estructura primaria de
Cavai comprende 4 dominios homdlogos repetidos (I-IV), cada uno formado por 6
segmentos transmembranales (S1-S6) unidos por asas citoplasmaticas. El sensor de
voltaje se localiza en el segmento S4, mientras que el poro conductor de iones (P) esta
formado por un asa reentrante localizada entre los segmentos S5 y S6 (modificado de
Weiss & Zamponi, 2017).

Por su parte, Cavazd es una subunidad extracelular, anclada a la membrana celular
por un enlace glicosilfosfatidilinositol (GPI). Estructuralmente se encuentra formada por
dos péptidos (az y 8) unidos por un enlace disulfuro (Davies et al., 2010; Calderdén-Rivera
et al, 2012; Dolphin, 2013). Existen diversas variantes de Cavazd resultado del splicing
alternativo que se lleva a cabo a partir de la trascripciéon de los 4 genes que codifican
para esta subunidad (Lacinova, 2005; Dolphin, 2013). Aunque los procesos moleculares
alun no se conocen con precision, la expresion heterdloga de Cavaz8 con las subunidades
Cavar y Cavf3 provoca un aumento en la densidad de corriente, asi como una alteracion en
su cinética de inactivacion y un cambio en el mecanismo de apertura y cierre de los
canales. Asi, se ha propuesto que el aumento de corriente podria estar relacionado con
un incremento del direccionamiento de los canales Cay hacia la membrana celular y con
una disminucién de las vias de degradacion. Adicionalmente, Cava26 ayuda a mantener al

canal en las balsas lipidicas (Dolphin, 2012; 2013).
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La subunidad Cavf es citoplasmatica, y al igual que los genes que codifican para las
otras subunidades de los canales de Ca2+, los 4 genes que codifican para esta subunidad
auxiliar dan origen a diversas variantes de splicing alternativo del ARNm una vez que se
transcriben. Desde el punto de vista funcional, Cav modula al canal por distintos
mecanismos. Uno de ellos es la interaccion con diferentes moléculas en la vecindad del
canal como las proteinas G, algunas proteinas cinasas y de la maquinaria de liberacion
vesicular (Dolphin 2012; Felix et al, 2013). Ademas, como ya se mencion6, modifica las
propiedades fisicas de los Cay cuando se expresa junto con Cavazd y Cavaq (Walker & De
Waard, 1998; Dolphin 2012; Felix et al.,, 2013).

Finalmente, Cayy es una subunidad transmembranal formada por 4 a-hélices, cuyos
extremos estan localizados en la parte citoplasmatica de la membrana. Registros
electrofisiologicos revelan el efecto inhibitorio de Cavy sobre la actividad de los canales
HVA (Letts et al., 1998; Kang et al., 2001; Kang & Campbell, 2003; Sandoval et al., 20073a;
2007b). Asimismo, regula el trafico hacia la membrana celular de los receptores del acido
a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico (AMPA, por sus siglas en inglés; Price

et al., 2005; Jackson & Nicoll, 2011).

Subunidad Cavy: clasificacién y estructura

La familia de las subunidades y la conforman las 8 isoformas descritas de Cavy (yi-
vs), las cuales se distinguen por tener 4 dominios transmembranales con estructura de
hélice y por la localizacion citoplasmatica de sus extremos N- y C-terminal. Con base en
analisis filogenéticos, se ha determinado que las distintas subunidades y son resultado

de la duplicacién de un gen ancestral comun (Kang & Campbell, 2003). Asimismo, por sus

14



4 dominios transmembranales, las claudinas y las isoformas de Cavy se considera que
forman parte de la familia de proteinas conocidas como tetraspaninas, las cuales se
caracterizan por presentar en la primera asa extracelular un motivo GLW (Glicina-
Leucina-Triptofano) y un par de residuos de cisteina. Adicionalmente, las subunidades
Cavy poseen sitios de N-glicosilacion anteriores del motivo GLW (Chen et al, 2007; Fig.
3). Tomando la expresién en tejidos como criterio de clasificacidn, las Cavys se dividen en

esqueléticas (Y1 y Ye) 0 neuronales (y2-5 y y7-8; Kang & Campbell, 2003).

12348 (TARPS)

Modificaciones postraduccionales Motivos de unién a

@ N-Glicosilacion o Sulfatacién de tirosina 0 Fosforilacién de tirosina -

Fosforilacion por

"1:s0loVs *2: séloysa *3: séloyr

Figura 3. Dominios funcionales en las subunidades Cavy. Las Cavys y las claudinas tienen
4 pases transmembranales. La primera asa extracelular posee un motivo GLW y un par
de residuos de cisteinas (capaces de formar un enlace disulfuro). Asimismo, Cavy puede
ser sujeta a N-glicosilacién y en algunos casos sulfatacion. En el resto de la estructura,
dependiendo de tipo de Cavy, existen otras modificaciones postraduccionales como
palmitoilacion y fosforilacion. Asimismo, las Cayy neuronales poseen dominios de unién
a PDZy a nPIST en el C-terminal de la proteina (modificado de Chen et al., 2007).
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Si se considera su homologia de secuencia, las Cavy se dividen en 3 grupos. El
primero de ellos comprende a las subunidades Cavy: y Cavye. Estas proteinas comparten
un 62.5% de su secuencia de aminoacidos. Se expresan fundamentalmente en el musculo
estriado y en menor medida en el cerebro. Cavyi se encuentra presente inicamente en el
musculo esquelético, mientras que Cavye esta tanto en el musculo esquelético como en el
cardiaco. Ambas se caracterizan por tener sitios de N-glicosilacion, antes y después del
motivo GLW, y un extremo C-terminal corto que aparentemente carece de motivos
funcionales. La secuencia de Cavys puede ser sujeta a palmitoilaciéon, una modificacion
postraduccional capaz de modificar las propiedades funcionales de la subunidad auxiliar
Cavf3 de los canales de calcio (Qin et al., 1998; Richards et al., 2007). El segundo grupo lo
conforman las proteinas reguladoras del receptor AMPA transmembranal, TARPs (por
sus siglas en inglés). Este grupo esta integrado en particular por las subunidades
neuronales Cavyz, Cavys, Cavys y Cavys, que se caracterizan por presentar, en su extremo
C-terminal, dominios reguladores como el motivo de unién al dominio PDZ o el motivo
de unién a proteinas con nuevas isoformas de PDZ (nPIST). La primera asa extracelular
es blanco de modificaciones postraduccionales como sulfatacion y algunos aminodacidos
en la secuencias de los dominios reguladores son fosforilados por las proteinas cinasas A
y C (PKA y PKC; Fig. 3).

El tercer grupo incluye a las subunidades Cavys y Cavys. Estas subunidades se
caracterizan por estar codificadas por 5 exones en lugar de 4. Se expresan en los mismos
tejidos que las TARPs pero no poseen motivos de uniéon a dominios especificos, ni
tampoco tienen una funcién especifica conocida. Sus secuencias tienen modificaciones

postraduccionales como palmitoilacion, sulfatacion y fosforilacion (Fig. 3).
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La subunidad Cavy:

Cavyz, también conocida como stargazin, es la TARP mas estudiada (Fig. 4). Su
transcrito se ha encontrado en el cerebro, los testiculos y la hipdfisis. Sin embargo, a
nivel proteico sélo se ha identificado en el cerebro, en zonas como la corteza cerebral, el
bulbo olfatorio, el tadlamo y el hipocampo. Asimismo, se ha encontrado que Cavyz se
expresa de manera importante en la membrana postsinaptica de las células de Purkinje
del cerebelo, aunque también se encuentra en la membrana presinaptica de otros tipos

neuronales (Black, 2003).

Medio intrac:elu[ar

Figura 4. Caracteristicas estructurales de Cavy:. La proteina consta de 4 dominios
transmembranales (cilindros azules); la primera asa extracelular presenta un sitio
conservado de N-glicosilacion (secuencia en morado), una region altamente conservada
(secuencia en rojo) y un enlace disulfuro (S-S en amarillo) entre cisteinas (C en azul). La
proteina presenta ademds un dominio de unién a PDZ (secuencia en azul), cerca del
extremo C-terminal (modificado Kang & Campbell, 2003).

La subunidad Cavy2 como parte de los canales de CaZ* neuronales
Estudios previos han mostrado que Cavy: (asi como Cavys) interacciona en la
membrana presinadptica con las subunidades Cav2.1a: y Cav2.2a1 de los canales HVA,

gracias a una secuencia localizada en la primera asa extracelular. Asimismo, los registros
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electrofisiolégicos muestran que la expresion de Cavyz, sola o junto con Cavaz§, provoca
una disminuciéon muy marcada en la densidad de la corriente a través de los canales tipo

P/Qy N (Kang et al, 2001; Sandoval et al,, 2007a; Fig. 5).
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Figura 5. La subunidad Cavy2 y Cavys inhiben las corrientes de CaZ* a través de los canales
Cay2.2. A) Trazos representativos de la amplitud de corriente obtenida en células HEK-
293 transfectadas con las subunidades Cavy, segin se indica, en conjunto con las
subunidades Cav2.2a1/Cava26-1/Cavf33, que muestran que la reduccion en la amplitud de
la corriente provocada por las subunidades Cavy, efecto que no se observa con proteina
membranal sarcospan (SS) usada como control negativo. B) Comparacion de la
disminuciéon en la densidad en presencia de las subunidades Cavy (modificado de

Sandoval et al, 2007a).

Usando inhibidores de la internalizacion, en el laboratorio se han encontrado
evidencias de que la disminucién de los canales funcionales de la membrana plasmatica
es un mecanismo improbable de la regulacion ejecida por las subunidades Cavy. Los
cambios en la densidad de la corriente podrian atribuirse a dos mecanismos distintos. En
primer lugar, la expresion de las subunidades Cavy podria alterar la dependencia al
voltaje de los canales y en segundo lugar, podria reducir la sintesis de los canales a través

de la activacion de un mecanismo del reticulo endoplasmico conocido como respuesta a
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proteinas mal plegadas. Esos hallazgos corroboran que las subunidades Cayy neuronales
regulan la actividad de los canales Cay2.2 (tipo N), ponen en evidencia un papel para
estas proteinas en la expresion de los canales neuronales a través de los componentes
iniciales de la ruta biosintética, y sugieren que bajo ciertas condiciones las subunidades
Cayy podrian inducir el plegamiento incorrecto de la proteina formadora del poro del
canal (Sandoval et al., 2007a).

Asimismo, existen reportes que involucran a la subunidad Cavy2 en la regulacion de
los canales LVA. Green y sus colaboradores (2001) mostraron que la sobreexpresion de
esta subunidad auxiliar podia enlentecer la cinética de inactivacion de los canales Cav3.3,
aunque dicho cambio no resulté significativo estadisticamente. Asimismo, el grupo de
investigacion liderado por Phil Best ha mostraron que un péptido de ocho aminoéacidos
que contiene el motivo GxxxA de Cavy6 podria inhibir la corriente de calcio a través de
canales Cav3.1, al interactuar con el canal y reducir su disponibilidad para ser abierto
(Lin et al., 2007). Poco tiempo después ese mismo grupo mostré evidencias de que el
péptido en menciéon podia actuar como un inhibidor farmacolégico sugiriendo un
mecanismo distinto de la regulaciéon de la expresion membranal de la subunidad
formadora del poro del canal (Chen & Best, 2009). Sin embargo, es importante
mencionar que en canales nativos ain no se ha reportado la interacciéon de ninguna de

las isoformas de Cayy con los canales LVA.

La subunidad Cavy2 como parte de los receptores AMPA
El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso

central. Durante la sinapsis quimica, el glutamato es liberado de la terminal presinaptica
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activando receptores presentes en la membrana postsinaptica. Los receptores de
glutamato se dividen en dos categorias: los receptores ionotrdpicos, que son canales que
se activan al unirse directamente al glutamato, y los receptores metabotrépicos, que
estan acoplados a proteinas G responsables de la produccion de segundos mensajeros.
De acuerdo con su perfil farmacolégico, existen dos principales subtipos de canales
ionotropicos que se nombran de acuerdo a su agonista mas potente. El primero
comprende a los receptores al acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidnico
(AMPA) y los receptores de kainato, mientras que el segundo corresponde a los
receptores al N-metil-D-aspartato (NMDA; Kandel et al., 2013).

Los receptores AMPA son responsables de iniciar la despolarizacion de la
membrana postsinaptica, dando lugar al disparo de su potencial de accion (Sweatt,
2010). Estos canales se activan al unirse a glutamato, permitiendo la salida de K* y la
entrada de Na* y en menor medida de Ca2*. Dando paso a las corrientes excitadoras
postsinaptica y a la activacion de enzimas que desencadenan cascadas de sefialacion
involucradas en la plasticidad sinaptica (Sumioka, 2013; Chater & Goda, 2014).

Mediante ensayos de inmunoprecipitacion, se ha encontrado que Cavy: (stargazin)
se une a las subunidades GIuR de los receptores AMPA favoreciendo el transporte de
estos receptores a la membrama celular y provocando consecuentemente un aumento en
la densidad de corriente (Tomita et al, 2003; 2005; Fig. 6A). Se sabe ademas, que gracias
a los dominios en su extremo C-terminal, Cayy> se une a proteinas con dominio PDZ
(como PSD-95), provocando el direccionamiento de los receptores AMPA a la sinapsis
(Chen et al, 2000). Por otro lado, la primera asa extracelular de la subunidad Cavy2 ayuda

a regular los procesos de apertura y cierre de los receptores AMPA, provocando una

20



disminucion en su velocidad de desactivacion y desensibilizacién (Tomita et al, 2005;

Fig. 6B).
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Figura 6. La subunidad Cavyz modula el trafico, la apertura y el cierre de los receptores
AMPA. A) Comparacion de la expresion en la membrana de ovocitos de Xenopus laevis
transfectados con cantidades variables de la subunidad GluR1 de los receptores AMPA
(HA-GIuR1i) en presencia o ausencia de Cavy: (stargazin, STG). La expresion de los
receptores AMPA en la membrana celular (barras negras) y la densidad de corriente a
través de ellos (barras verdes), aumentan en presencia de Cavyz, efecto que no se observa
cuando las subunidades de los receptores AMPA se transfectan con Cavys. B) Registro
electrofisiolégico de ovocitos de Xenopus laevis transfectados sélo con la subunidad
GIluR1 (linea negra) o en conjunto con Cavy: (linea roja), o su asa extracelular (linea
azul). Al estimular las células con glutamato se observa un cambio en la cinética de
inactivacion cuando estad presente Cavyz o su asa extracelular (modificado Tomita et al.,
2005).

Posible papel de la subunidad Cavy: en la adhesion celular

Considerando la homologia existente entre la secuencias de Cayyy las claudinas, se
ha pensado en que esta proteina pudiera jugar algin papel en la sinapsis como
componente de las adhesiones celulares (Kang & Campbell, 2003). Sin embargo, pocos

son los estudios que han explorado esta posibilidad. Hasta ahora sélo se ha mostrado
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que, en los fibroblastos, que normalmente no se adhieren entre si, la transfecciéon de
Cavy2 favorece la formacion de agregados celulares, un efecto similar al que se observa al

transfectar con claudina (Price et al, 2005; Fig. 7).
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Figura 7. La expresion de claudina o Cavyz promueve la agregacion celular. La imagen
muestra un cultivo de fibroblastos de ratén que se transfectaron con una clona de ADNc
que codifica para claudina-1 (Cldnl) o Cavyz (Cacng2), y que posteriormente se
sometieron a ensayos de agregacion. Los fibroblastos que expresaron cualquiera de las
dos proteinas forman agregados celulares, en comparaciéon con los fibroblastos no
transfectados (control) que forman agregados de unas cuantas células (flecha).

La mutacion de stargazer

Un modelo animal que ayuda a dimensionar la importancia que la subunidad Cavy:
tiene en el sistema nervioso es el raton mutante stargazer. El defecto genético en estos
animales consiste en la insercion de un transposén de ~6 kb en el intron localizado entre
los exones 2 y 3 del gen CACNGZ, el cual codifica precisamente a la subunidad Cavy:
(Letts et al, 1997; 1998).

Debido a la mutacidn, la expresion de la subunidad Cavyz disminuye por completo
en el cerebro anterior y en el cerebelo, y los animales tampoco expresan receptores
AMPA funcionales en las células granulosas del cerebelo (Sharp et al,, 2001; Letts, 2005).
Como resultado de los cambios en la expresion de la proteina, el ratén stargazer tiene un

fenotipo particular caracterizado por arresto conductual (epilepsia con crisis de
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ausencia), dificultad para caminar, y movimientos anormales de la cabeza. El analisis
electroencefalografico (EEG) muestra que los ratones stargazer tienen un patrén tipico
de descargas onda-pico (SWD; Letts et al, 1998; 2003). Estas caracteristicas hacen de
estos animales, junto con dos alelos adicionales de stargazer llamados waggler y
stargazer 3Jackson (3]) sean ampliamente utilizados como modelo para el estudio de
varios padecimientos neuronales como la epilepsia con crisis de ausencia, la ataxia
cerebelosa, algunos problemas en el sistema vestibular, y el déficit de aprendizaje, entre
otros (Kang & Campbell, 2003; Letts, 2005). Lo anterior, reafirma la importancia de la
subunidad Cavy: en la sefializacién neuronal, y resalta las consecuencias fisiopatolégicas

que provoca su ausencia.

El gen CACNG2 y su region promotora

En los humanos, el gen CACNGZ tiene un tamafio aproximado de 140 kb, y se
encuentra localizado en la cadena antisentido del brazo largo del cromosoma 22,
especificamente en la banda 22q.12.3. Tiene un marco de lectura abierto con 4 exones,
que dan lugar a un transcrito de ~2.4 kb (Black, 2003). El pre-mRNA es sujeto de splicing
alternativo y una vez traducido da origen a la sintesis de la subunidad Cavyz, una
proteina transmembranal de 363 aminoacidos con un peso molecular que ronda los 36
KDa.

Por otro lado, con anterioridad en nuestro laboratorio, a partir la clona BAC RP1-
293L6, se clond un fragmento de ~1.6 kb rio arriba de la region 5’-UTR del gen CACNGZ,
que contiene a la regiéon promotora. Para ello se empleé el vector de expresion pGL3-

Basic, el cual contiene en su secuencia al gen reportero de luciferasa, ampliamente usado
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en el estudio de la actividad transcripcional de diversos promotores. El fragmento
mencionado se clon6 tanto en el sentido de la transcripcion como en la direccion

antisentido (Calderén-Rivera, datos no publicados; Fig. 8).
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Figura 8. Clonacién del gen CACNGZ en el vector pGL3-Basic. A) La clonacién se
comprobd al analizar las construcciones con la enzima Kpnl, lo que libera un fragmento
de 1.6 kb (carril derecho del gel). En el carril izquierdo se muestra al marcador de peso
molecular. B y C) Mapas de las construcciones en pGL3-Basic, se indica la posicion del
promotor en sentido (5'UTRg2s) y antisentido (5'UTRg2r).

Las construcciones se transfectaron en lineas celulares de neuroblastoma tanto de
raton (N1E-115) como de humano (SH-SY5Y), y posteriormente se realizaron los

ensayos de quimioluminiscencia por luciferasa para conocer su actividad transcripcional.
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Los resultados mostraron que el promotor presentaba actividad en ambas direcciones e
incluso ésta era 4 veces mayor en la direcciéon antisentido (Calderdén-Rivera, datos no

publicados; Fig. 9).
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Figura 9. Actividad transcripcional del promotor del gen CACNGZ2. Las construcciones que
contienen la secuencia del promotor del gen CACNGZ2, clonada en sentido y antisentido,
se expresaron en células de neuroblastoma N1E-115 (A) y SH-5YSY (B). Posteriormente
se realizaron ensayos de quimioluminiscencia por luciferasa con las proteinas extraidas.
Se observé que existe actividad (medida en unidades relativas de luz, URL) en las dos
direcciones, pero es mayor en antisentido.

Con esta evidencia experimental resulté entonces razonable plantearse que podria
tratarse de un promotor bidireccional. Los promotores bidireccionales son regiones del
genoma que inician la transcripciéon de genes en ambas orientaciones (Fig. 10). Diversos
estudios sugieren que algunos promotores bidireccionales dirigen la transcripcién en un
sentido de genes codificantes de proteinas y hacia el otro sentido ARNs no codificantes

(ncRNAs, por sus singlas en inglés; Wei et al., 2011).
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Figura 10. Esquema general de un promotor bidireccional. El gen 1 y el gen 2 estan en el
mismo cromosoma; el gen 1 (CACNGZ2) esta en la cadena antiparalela (antisentido),
mientras que el gen 2 (ALO49749.1) esta en la cadena sentido de la transcripcion. La
distancia entre los sitios de inicio de transcripcion (TSS) es <1 kb. El gen 1 y el gen 2 se
denominan "genes bidireccionales" y el "promotor bidireccional” se refiere a la region
intergénica que separa los "genes bidireccionales" (Modificado de Wang et al., 2009).

Para conocer la identidad del posible producto codificado en resultado de la
transcripcion dirigida por el promotor antisentido de CACNGZ2, a continuacidn, se realiz6
una busqueda bioinformatica en las bases de datos Ensembl, NCBI y UCSC genome
Browser, con el fin de identificar posibles genes ubicados rio arriba de la region
promotora. Los resultados de este andlisis sefialan la existencia de un gen que en la base
de datos Ensembl recibe el nombre de AL0O49749.1 y que tiene un nimero de acceso
ENSG00000234688 (Fig. 11A). Por su parte, en la base de datos UCSC genome Browser
este mismo gen recibe el nombre de la clona BAC en la que se identificé inicialmente,
RP1-293L6 (Fig. 11B), mientras que en la base de datos del NCBI se hace referencia a su
locus, LOC105373021 (Fig. 11C). Sin embargo, se trata del mismo ya que en los tres casos

la secuencia tiene las mismas caracteristicas.
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Figura 11. Andlisis bioinformatico del promotor del gen CACNGZ2 en antisentido. En la
base de datos de Ensembl (A) se reporta la existencia de un gen con el nombre
AL0O49749.1 (de color azul) en direccion antisentido a CACNGZ2 (de color dorado). En
UCSC genome Browser (B) al mismo gen se le refiere como RP1-293L6 (linea punteada
gris). Por otro lado, en NCBI (C) el gen es llamado LOC105373021 (linea café).

Como se muestra en las Figs. 10 y 11, el gen AL0O49749.1 se encuentra localizado en
la cadena sentido del genoma, es no codificante, tiene un tamafio de ~17.5 kb, consta de
un intrén y dos exones (75 y 557 pb), y da origen a un transcrito maduro de 632 pb (Fig.

12).

27



Transcript: AL049749.1-201 ENST00000430281.1

Location Chromosome 22: 36,703,918-36,721,472 forward strand
About this transcript This transcript has 2 exons and maps to 103 oligo probes

Gene This transcript is a product of gene ENSG00000234688 [V ey n 821

Name Transcript ID bp Protein Biotype CCDS Flags
AL049749.1-201 ENST00000430281.1 632 No protein | Antisense - TSL:2 GENCODE basic
Summary @
17.55 kb Forward strand e

l

AL049749.1-201 >
antisense

IStatistics Exons: 2, Coding exons: 0, Transcript length: 632 bps,
Transcript Support Level (TSL) TSL:2

Version ENST00000430281.1

IType Antisense |

Figura 12. Caracteristicas del transcrito del gen AL049749.1. El resumen de resultados de
Ensembl sefiala que el gen se encuentra en la cadena sentido del genoma y consta de
~17.5 kb (flecha negra). Su transcrito maduro tiene un tamafio de 632 pb y consta de dos
exones no codificantes (recuadro rojo; la posicion de los exones se representa con los
recuadros azules). El gen es de tipo antisentido (recuadro verde), indicando que en la
direccion opuesta se encuentra una region que regula la transcripcion de un gen
codificante (CACNG2).

Caracteristicas y funciones generales de los IncRNAs

Por las caracteristicas mencionadas en la seccidn precedente, el transcrito del gen
AL049749.1 podria ser un ARN largo no codificante (IncRNA, del inglés long non-coding
RNA). Estas por lo general son moléculas de al menos 200 pb que carecen de la capacidad
de sintetizar proteinas. Al igual que los ARN mensajeros se sintetizan a partir de un

promotor, contienen una region poli-A y son el blanco de splicing alternativo y capping.
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Pese a haberse reportado una abundancia de entre 5 y mas de 10 mil transcritos de
IncRNA en humanos, ain se desconocen las anotaciones gendmicas exactas y la
significancia funcional de muchos de estos IncRNAs (Djebali et al., 2012). Sin embargo, se
sabe que la funcién de los IncRNA podria depender de su localizacion subcelular (Fig.
13). En el ntcleo, estas moléculas ayudarian a mantener los territorios cromosémicos y
actuarian como reguladores transcripcionales por diferentes mecanismos. Por otro lado,
en el citoplasma estarian actuando directamente sobre los ARNm inhibiendo su

traduccion o acelerando su degradacién (Hombach & Kretz, 2016).
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Figura 13. Posibles funciones de los IncRNAs. En el nucleo los IncRNAs podrian reprimir
o potencializar la transcripcion, regular el genoma a nivel epigenético (interactuando
indirectamente con las histonas) y la arquitectura nuclear (manteniendo los territorios
cromosomicos). En el citoplasma podrian jugar un papel en la sintesis de proteinas, al
participar en los mecanismos de degradacidn, estabilizaciéon o silenciamiento del ARNm.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La subunidad Cavy: juega un papel muy relevante en la sefializacién nerviosa dado
que se asocia con los canales de Ca2* y con los receptores AMPA. Se sabe que alteraciones
en su expresion pueden dar lugar a trastornos neuroldgicos devastadores como la
epilepsia. Sin embargo, hasta ahora no existen reportes que indiquen los mecanismos
implicados en su regulaciéon a nivel transcripcional. Una estrategia, para comenzar a
abordar esta incognita, es la caracterizacion de la region promotora del gen CACNGZ2.

Experimentos previos realizados en nuestro laboratorio con el promotor de
CACNGZ2, muestran que esta region presenta actividad transcripcional en ambas
direcciones del genoma. Asimismo, un analisis bioinformatico revel6 la existencia de un

gen en direccidn opuesta hacia donde se transcribe el gen subunidad Cavy:.

HIPOTESIS

Dado que la construcciéon antisentido de una secuencia rio arriba de la regién

5'UTR del gen CACNGZ muestra actividad transcripcional, resulta razonable proponer

que la secuencia contiene un promotor bidireccional.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Caracterizar la actividad transcripcional de la regién promotora antisentido del gen

CACNG2.

Objetivos especificos

1. Realizar la caracterizacion in silico de la regiéon promotora antisentido del gen
CACNG2.

2. Caracterizar experimentalmente la actividad transcripcional de la construccién
antisentido de CACNGZ clonada en el vector pGL3-Basic.

3. Localizar al promotor minimo mediante analisis por eliminaciones secuenciales
de la region clonada.

4. Identificar la presencia de regiones funcionales en el promotor (TSS(s) y caja
TATA).

5. Evaluar si el producto resultado de la transcripcién dirigida por la construccién

antisentido de CACNG2 afecta la expresion de la subunidad Cavyo.
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MATERIALES Y METODOS

Analisis bioinformatico

Inicialmente se realiz6é un analisis bioinformatico de una secuencia rio arriba de la
region 5’'UTR del gen CACNGZ que codifica a la subunidad auxiliar Cavy; de los canales
HVA. Para delimitar las bases que forman parte de la posible regiéon promotora del gen
AL049749.1 (IncRNA), se realiz6 el alineamiento de la secuencia del gen con la del
promotor de CACNGZ en antisentido utilizando el programa Align Sequences Nucleotide
BLAST® del NCBI (National Center for Biotechnology Information) disponible
gratuitamente en la direccién electronica blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

A continuacion, se realizo el analisis del promotor del gen CACNGZ2, clonado en
antisentido, usando también bases de datos y herramientas bioinformaticas de acceso
libre en internet. Para localizar los probables sitios de inicio de la transcripciéon se
empled la herramienta llamada “Neural Network Promoter Prediction” disponible en
sitio web del Berkeley Drosophila Genome Project, en la direccién electrénica
http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html. Después, se buscé la presencia de la
caja TATA con el programa Gene Promoter Miner (GPMiner), disponible en la direccion
electronica http://gpminer.mbc.nctu.edu.tw/. El contenido de secuencias ricas en GC se
determiné con el programa CpGFinder de Softberry, disponible en la direccién
electrénica http://www.softberry.com/berry.phtml. Asimismo, para determinar Ia
presencia de una posible secuencia Kozak, tanto en el promotor como en la secuencia del
gen, se empled el programa ATGpr-Translation initiation site prediction

(http://atgpr.dbcls.jp/). Finalmente, la localizacién de posibles sitios de union a factores
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de transcripcion y otros elementos de importancia en la secuencia del promotor se
realizé con la herramienta MatInspector de Genomatix (https://www.genomatix.de/).
Del mismo modo, se realizé el analisis in silico del gen ALO49749.1 para comenzar a
aclarar si el producto de su transcripcién es un IncRNA. Para identificar los posibles
marcos de lectura abiertos (ORFs), toda la secuencia exdnica del gen se examin6 con el
programa ORFinder del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/), y el
alineamiento de las secuencias candidatas también se realiz6 con herramientas
disponibles en el NCBI. La estructura secundaria del posible IncRNA se determiné a
partir de la secuencia del transcrito maduro de ALO49749.1 con la herramienta RNAfold
web server, disponible en el sitio web de la Universidad de Viena

(http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-bin/RNAWebSuite /RN Afold.cgi).

Construccion de los plasmidos reporteros

Para estudiar la posible funcionalidad de los sitios de inicio de la transcripcion
(TSS, por sus siglas en inglés), asi como de la caja TATA encontrados por en analisis
bioinformatico, se clond y analizé la actividad funcional de un fragmento del promotor de
1238 pb (al que llamaré en adelante Fragmento D), que no contenia la regién en donde se
localizaron los TSS y la caja TATA. Para lograrlo, la region promotora de CACNGZ en
antisentido clonada en pGL3-Basic (Fig. 8C), se analiz6 con la enzima EcoRl y se visualiz6
en un gel de agarosa. La banda liberada con mayor nimero de bases se extrajo del gel
con el paquete comercial QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), y después se
recircularizé usando ~100 ng del ADN, 1 pL de la ligasa T4 DNA Ligase (Roche), 2 pL del

buffer de la ligasa y el agua necesaria para llevar la mezcla a un volumen final de 15 pL.
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La mezcla se incub6 por 16 h a 16°C y el resultado de la reaccidn de ligacion se empled
para transformar bacterias Escherichia coli competentes DH5a F- @80lacZAM15
A(lacZYA-argF)U169 recAl endA1l hsdR17(rx-,mg*) phoA supE44 A~ thi-1 gyrA96 relAl
(Invitrogen).

El protocolo para la transformacién de las bacterias es el siguiente. Brevemente, el
producto de la ligacién se deposité en un tubo con 200 pL de bacterias competentes. El
tubo se incub6 a 4°C durante 30 min, agitando cada 8 min. Después se incubé a 42°C por
1 min y a continuacién se volvié a incubar a 0°C durante 2 min. Posteriormente se
agregaron 800 pL de medio Luria Bertani (LB) y se incub6 a 37°C por 1 h. Para finalizar,
se sembraron 200 pL de las bacterias en cajas con LB agar con 100 ug/ml de ampicilina
las cuales se incubaron a 37°C durante 16 h. Las colonias que crecieron se resembraron
en 3 mL medio LB con ampicilina y se dejaron creciendo por 16 h a 37°C.

El plasmido se extrajo por lisis alcalina (miniprep) y el producto se incubé durante
toda la noche con la enzima Kpnl. A continuacién, el producto de la reaccién se analizé
por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. La liberacion de un fragmento de 1280 pb
acreditd la clonacién correcta de la secuencia.

Para analizar la aportacion individual de los TSS y la caja TATA a la actividad
transcripcional del promotor, a continuacién, se realizaron eliminaciones de dichas
secuencias por medio de mutagénesis sitio dirigida usando oligonucleétidos especificos
(Tabla 2) y el paquete comercial QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies). Para ello se mezclaron 3.75 pL de buffer de reaccién (10X), ~100ng del
promotor antisentido de CACNGZ clonado en el vector pGL3-Basic, 2 pL de cada

oligonucleétido (forward y reverse), 1.25 uL de la mezcla de dNTPs (10 mM), 2 pL del
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reactivo QuikSolution, 1 pL de polimerasa (PfuUltra High Fidelity DNA polymerase) y el

agua necesaria para llevar el volumen a 25 pL.

Reglon Secuencia del oligonucleétido (5~ 3')
funcional
ss Sentido GGAGGTAAGAAAGCTCACGGGTGTAAATTATAAAGATCACA
TSS1 Antisentido TGTGATCTTTATAATTTACACCCGTGAGCTTTCTTACCTCC
S92 Sentido CCCCCACCCCCCCAAGTGCCTTAATCT

T Antisentido AGATTAAGGCACTTGGGGGGGTGGGGG

TATA $nti dp ATGAATAGAGAATATGGAGAGAAGGGAGGTAAGAAAGCTCAC
Antisentido GTGAGCTTTCTTACCTCCCTTCTCTCCATATTCTCTATTCAT

Tabla 2. Oligonucleoétidos para la mutacion sitio dirigida.

La reaccién en cadena de la polimerasa se realiz6 en un termociclador de PCR
(Thermo Scientific) de acuerdo con el protocolo resumido en la Tabla 3. Para verificar
presencia de las eliminaciones deseadas, los productos amplificados se enviaron a
secuenciacion automatica al Departamento de Genética y Biologia Molecular (DGBM) del

Cinvestav.

Muta

Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tiempo

Desnaturalizacion inicial 1 95 2 min
Desnaturalizacion 95 30 seg

Ciclo térmico Alineamiento 25 55 1 min
Extension 68 14 min

Extensidn final 1 68 10 seg

Final 1 4 [’

Tabla 3. Programa del termociclador usando durante los ensayos de mutagénesis sitio
dirigida.
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Con el objetivo de encontrar al promotor minimo del gen del IncRNA, a
continuacion, se clonaron segmentos de su promotor en el vector pGL3-Basic, siguiendo
dos estrategias tal y como se describe a continuacion.

a) Eliminaciones secuenciales. En primer lugar, la region promotora antisentido de
CACNGZ clonada en el vector pGL3-Basic se incub6 por separado con las enzimas EcoRl y
Smal. Como ya se mencion6 como resultado de la acciéon de EcoR], el vector origind dos
secuencias linearizadas que al analizarse en un gel de agarosa se observan como dos
bandas de 6098 y 416 pb. La banda mas grande se utiliz6 para clonar, por
recircularizacion, al segmento del promotor que se denomin6 fragmento D. Por otro lado,
el uso de la enzima Smal liberé 3 bandas de 5490, 401 y 623 pb. Nuevamente, la banda
de mayor tamafio se clon6 por recircularizacion y recibi6 el nombre de fragmento E,
mientras que las bandas de 401 y 623 pb, se extrajeron del gel y se ligaron al vector
pGL3-Basic linearizado con Smal para obtener los fragmentos F y G, respectivamente.
Con esta misma estrategia y a partir de las construcciones en que se habian eliminado los
posibles sitios funcionales, se clon6 al fragmento E. La identidad molecular de las
secuencias clonadas se corroboré por andlisis de restriccion usando las endonucleasas
que liberaban los fragmentos de interés. Los productos de dichas reacciones se
analizaron en geles de agarosa al 1%, en donde el fragmento liberado se observé como
una banda del tamafio esperado. Para comprobar la clonacién del fragmento D (1280 pb)
se uso6 la enzima Kpnl; en el caso del fragmento E (669 pb) se empled Hindlll, para el
fragmento F (859 pb) se utilizaron Sacll y Sphl, mientras que el fragmento G (623 pb) se

liberé del vector empleando la enzima Kpnl.
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b) Amplificaciéon y ligacidon. Gracias al analisis bioinformatico del promotor en
sentido se localizé la secuencia del promotor en direccion antisentido ([11.3 kb). Por esta
razoén se plantedé una segunda estrategia que Unicamente consideré al promotor del
IncRNA. Para ello se amplific6 al promotor por PCR en secciones (fragmentos A, By C) o
combinaciones de estas (AB, BC y AC), usando oligonucle6tidos especificos (Tabla 4),

empleando como templado la secuencia del promotor en antisentido clonada en el vector

pGL3-Basic.

A Sentido TTTTTCTCGAGCACCCAACCGACTTCTGGTT
Antisentido TTTTTAAGCTTATGGTGTTGAGAATTCGGCT

B Sentido TTTTTCTCGAGTTCTCATGGTCGGGACCTAGACA
Antisentido TTTTTAAGCTTGCCCACCCTGCAGCAAGACG

C Sentido TTTTTCTCGAGCGCGCGCCTGCCCCCCACTC
Antisentido TTTTTAAGCTTCTCTGGGCACGTAGAGATGG

AB Sentido TTTTTCTCGAGCACCCAACCGACTTCTGGTT
Antisentido TTTTTAAGCTTGCCCACCCTGCAGCAAGACG

BC Sentido TTTTTCTCGAGTTCTCATGGTCGGGACCTAGACA
Antisentido TTTTTAAGCTTCTCTGGGCACGTAGAGATGG

AC Sentido TTTTTCTCGAGCACCCAACCGACTTCTGGTT
Antisentido TTTTTAAGCTTCTCTGGGCACGTAGAGATGG

Tabla 4. Oligonucleétidos usados para clonar fragmentos del promotor del IncRNA.

Para la reaccion de amplificacion, se mezclaron 10 pL del buffer de la enzima (10X),
2 uL de la mezcla de dNTPs (10 mM), 3 pL de MgClz (50 mM), 5 pL de cada uno de los
oligonucledétidos (10 uM), 1 uL de la enzima Taq DNA polimerasa (5 U/puL) (Invitrogen),
1000 ng del templado y el agua necesaria para completar un volumen final de 100 pL.
Para amplificar los fragmentos BC y AC se afnadieron de 4 pL de DMSO (al 50%;
Stratagene), que favorece la reacciéon, por lo que resulté necesario estandarizar las

condiciones de amplificacion, de acuerdo a las condiciones que se muestran en la Tabla 5.
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Fragmentos A, B, Cy AB

Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacidn inicial 1 95 3 min
Desnaturalizacidon 95 30 seg
Ciclo térmico Alineamiento 40 55 30 seg
Extension 68 1 min
Extension final 1 68 10 min
Final 1 4 o)
Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacidn inicial 1 95 3 min
Desnaturalizacion 95 30 seg
Ciclo térmico Alineamiento 40 60 30 seg
Extension 68 2 min
Extension final 1 68 10 min
Final 1 4 o]

Tabla 5. Programa del termociclador usado para amplificar los fragmentos del promotor
clonados mediante la segunda estrategia.

Los productos amplificados se ligaron en el vector de transito pCR™2.1-TOPO,
empleando el paquete comercial TA Cloning Kit (Invitrogen). Brevemente, en un tubo se
mezclaron 2 pL del vector pCR2.1 (25 ng/uL), 2 pL del buffer de la ligasa T4, 1 pL de la
ExpressLink T4 DNA Ligase (5 U), la cantidad de amplificado necesario para alcanzar una
relacion 1:3 con el vector y la cantidad de agua necesaria para llevar el volumen final a
10 pL. La mezcla se incubé por 15 min a temperatura ambiente.

El producto de reaccion de ligacion se us6 para transformar bacterias E. coli DH5«
competentes de las cuales posteriormente se extrajo el ADN. Las construcciones se
analizaron con las endonucleasas HindIIl y Xhol y se visualizaron en un gel de agarosa al
1%, donde la liberacion de productos del tamafio esperado (401, 462, 453, 888, 897 y
1316 pb), confirmo la clonacidn de los fragmentos A, B, C, AB, BC y AC, respectivamente.
Para reafirmar la identidad de los fragmentos, las construcciones se enviaron a

secuenciacion automatica al DGBM del Cinvestav.
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Asimismo, mediante el empleo del paquete comercial QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN) los fragmentos de interés se extrajeron de los geles donde habian sido
separados por electroforesis. Una vez purificados y siguiendo la metodologia ya descrita,
se procedi6 a la ligacion de cada uno de ellos en el vector pGL3-Basic (linearizado con
HindlIll y Xhol). Con las nuevas construcciones se transformaron bacterias E. coli DH5a
competentes y se extrajo el ADN. Para verificar la clonacién y orientacion correcta los
fragmentos, las construcciones se analizaron una vez mas con las enzimas de restriccion

HindlIll y Xhol y también se enviaron a secuenciacién automatica.

Secuenciacion automatica de las construcciones

Como se describié en la seccion precedente, la clonacion de la mayoria de los
fragmentos de interés se corrobord por secuenciacion automatica. Para ello se emple¢ el
paquete comercial BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).
Brevemente, en primer lugar, las construcciones de interés se extrajeron de las bacterias
E. coli DH5a competentes transformadas usando el paquete comercial PureLink Quick
Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen), y posteriormente se amplificaron usando 500 ng de la
construcciéon, 8 pL del BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix, 1 pL de
oligonucleétido (100 ng/uL) y el agua necesaria para alcanzar un volumen final de 20
uL. El vector de la construccion determino el oligonucle6tido (Tabla 6) y programa usado

en el termociclador (Tabla 7).
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Marca

Vector Oligonucleétido . Secuencia (5' = 3')
comercial
pGL3-Basic ASP-pGL3-SEQ SIGMA TTATGTTTTTGGCGTCTTCC
pCR™2.1-TOPO® M13 Reverse Invitrogen CAGGAAACAGCTATGAC

Tabla 6. Oligonucleétidos empleados para secuenciacion.

Fragmentos clonados en pGL3-Basic

Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacién inicial 1 96 1 min
Desnaturalizaciéon 96 10 seg
Ciclo térmico Alineamiento 40 55 5 seg
Extensién 60 4 min
Final 1 4 0
Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 1 96 1 min
Desnaturalizacion 96 10 seg
Ciclo térmico Alineamiento 40 52 5seg
Extensién 60 4 min
Final 1 4 0

Tabla 7. Programas del termociclador usados para amplificar los fragmentos que se
secuenciaron.

Conviene recordar que antes de secuenciar es necesario precipitar los productos
amplificados. Para ello, el volumen de la amplificacién se mezcl6 con 5 pl de EDTA (125
mM) y 60 pl de etanol (al 100%). La mezcla se dejo reposar por 15 min a temperatura
ambiente y luego se centrifug6 a maxima velocidad por 20 min a 4°C. A continuacién se
retird el sobrenadante y se agregaron 60 pl de etanol (al 70%). Después se centrifugo a
maxima velocidad por 5 min, se eliminé el sobrenadante y se afiadieron nuevamente 60
ul de etanol (al 70%). Una vez mas se centrifugd a maxima velocidad por 5 min y se
desech6 el sobrenadante. Finalmente, el tubo se dejé reposando durante 10 min a

temperatura ambiente para permitir la evaporaciéon del solvente. Las muestras se
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mandaron secuenciar al DGBM del Cinvestav-IPN. Una vez obtenidos los resultados, se

analizaron con el software Vector NTI Advance 11.5 (Thermo Fisher Scientific).

Ensayos de bioluminiscencia

Los ensayos de bioluminiscencia son ampliamente utilizados para estudiar el
control que tienen secuencias especificas de ADN sobre la expresion genética. Consisten
basicamente en medir la actividad transcripcional de un promotor en funcién de la
actividad de un gen reportero. Para ello es necesario clonar la posible regiéon promotora
en un vector como pGL3-Basic, el cual carece de promotor, pero contiene la secuencia

que codifica para la enzima luciferasa de la luciérnaga Photinus pylaris (Fig. 14).

Amp'
Kpnl 5
f1 ori Sacl 11
Miul 15
Nhel 4|
Smal |28
&l Vector _ Xhol 35
pGL3-Basic Bglll |36
(48180p) Hindlll |53
2010|Sall REEE
a I
2004 |BamHI gl Narl 121
Sefial de poli-A
Xbal 1742

Figura 14. Mapa del vector de expresion pGL3-Basic. Ampr es el gen que confiere
resistencia a la ampicilina; f1 ori es el sitio de inicio de la replicaciéon derivado del fago
filamentoso; ori es el sitio de la replicacion en E. coli; luc+ representa la secuencia de
ADN que codifica para la luciferasa de la luciérnaga, y la sefial de poli-A da estabilidad al
transcrito. La flecha en luc+ y Ampr sefiala la direccién de la transcripcién, mientras que
en fi ori indica el sentido en que se sintetiza el ADN de cadena sencilla. Los recuadros
indican sitios de clonacion en el vector.
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De esta forma, la producciéon de luciferasa se iniciard sélo en el caso de que la
secuencia clonada en el vector tenga actividad promotora. La luciferasa sintetizada
catalizara la reaccion de la luciferina a oxiluciferina emitiendo luz a 560 nm (Fig. 15A),

que se puede medir de manera rutinaria mediante un luminémetro.
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/K/’\ y
HO 0"y pCaloctoscaose HO OH HO
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Figura 15. Reaccion de bioluminiscencia. A) La reaccién de la D-luciferina a oxiluciferina
es catalizada por la luciferasa de la luciérnaga Photinus pyralis emitiendo luz a 560 nm.
B) Ensayo de actividad de la -galactosidasa. Durante el proceso de hidrolisis que se
realiza a través de la acciéon de la enzima (-galactosidasa, el ONPG se divide en dos
residuos, galactosa y o-nitrofenol. ONPG es un compuesto incoloro, mientras que el O-
nitrofenol es amarillo, proporcionando evidencia visual de la hidrolisis.

Cultivo celular y transfeccion transitoria

La mayoria de los experimentos presentados en el presente trabajo de tesis se
realizaron empleando la linea celular N1E-115 (ATCC) como sistema modelo, la cual
derivada de un neuroblastoma de raton. Las células se mantuvieron en cajas Petri de 35
y 100 mm de didmetro en medio DMEM suplementado con 25 mM de glucosa (DMEM-

HG), 10% de suero fetal bovino, 2 mM L-glutamina, estreptomicina (100 pug/mL) y
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penicilina (100 U/mL), a 37°C en una atmosfera con 5% de CO2. Asimismo, algunos de los
experimentos se realizaron en la linea celular de neuroblastoma humano SHSY-5Y
(ATCC). En este caso, las células se sembraron en cajas de Petri de 35 mm de diametro y
se mantuvieron en las condiciones estandar de cultivo en medio DMEM suplementado
con suero fetal bovino al 10%, estreptomicina (100 pg/mL) y ampicilina (50 pg/mL).

En las células N1E-115 la transfeccién se realiz6 por triplicado con las
construcciones del promotor clonado en pGL3-Basic 48 h antes de realizar el ensayo de
bioluminiscencia. Para ello, las células se sembraron en cajas Petri de 35 mm de
didmetro, se llevaron a una confluencia del [B0% y posteriormente se realiz6 la
transfeccion con ayuda del paquete comercial Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen).
Brevemente, por cada transfeccion en un tubo de 1.5 mL se depositaron 100 pL de medio
DMEM sin suplementos y 5 uL del reactivo de transfecciéon (Lipofectamine 2000).
Mientras tanto, en un segundo tubo se colocaron 100 pL de medio DMEM sin
suplementos, 2 pg del plasmido que contenia al promotor clonado y 400 ng del plasmido
pRSV-Bgal (Promega). El vector pRSV-f3gal contiene la secuencia codificante de la enzima
B-galactosidasa, cuya actividad se utilizé para normalizar los datos y asi eliminar la
eficiencia de la transfeccion como una variable.

Los tubos se incubaron por separado durante 5 min y después se mezclaron. La
mezcla se agité y se incub6 a temperatura ambiente por 30 min, tiempo necesario para la
formacion de los complejos ADN-Lipofectamina. Durante la incubacién se preparo la caja
con las células N1E-115 retirando el medio de cultivo y lavando las células con 1 mL de
PBS. Posteriormente se afiadieron 800 puL. de medio DMEM sin suplementos. Terminada

incubacidn de la mezcla, se colocaron 200 pL en la caja y se incub6 durante 6 h a 37°C en
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una atmosfera con 5% de CO2. Transcurridas las 6 h de transfeccion se agregd 1 mL de
DMEM suplementado a la caja de cultivo y 24 h después de haber de comenzado la
transfeccion se cambié el medio de las cajas sustituyéndolo por 2 mL de medio fresco
(DMEM suplementado).

Con anterioridad en nuestro laboratorio, se clond la secuencia ex6nica del gen
AL049749.1 (secuencia del IncRNA) a partir de una clona BAC (RP1-293L6) en el vector
de expresion pAdTrack-CMV, que tiene codificada la secuencia de la proteina verde
fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés). Esta construccidn se utiliz6 para transfectar
células SHSY-5Y sembradas en cajas Petri de 60 mm de didmetro a una confluencia de
[B0%, usando el reactivo Lipofectamine 2000 siguiendo los pasos descritos a
continuacion. El medio se retir6 de la caja y se sustituy6 por 2 mL de medio DMEM sin
suplementos. Las células se mantuvieron bajo las condiciones estandar de cultivo,
mientras se preparaba el resto de los reactivos. En un tubo de 1.5 mL se colocé medio
DMEM sin suplementos (250 pL) y el reactivo de transfeccion (20 pL), mientras que en
un segundo tubo se puso DMEM sin suplementos (250 pL) y el vector con la secuencia
clonada (12 pg). Ambos tubos se incubaron por separado durante 5 min y después se
mezclaron. La mezcla se mantuvo reposando durante 5 min y luego se agregd6 a la caja de
cultivo. Las células se incubaron por 5 h, al término de las cuales se complet6 el medio de
cultivo con 2.5 mL de medio DMEM suplementado y se incubaron 48 h a 37°C en una

atmosfera con 5% de CO..
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Ensayos de actividad del promotor

Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, las células N1E-115 se trataron
con 200 pL de buffer de lisis (1X), del paquete comercial Luciferase Assay System
(Promega) y dejaron reposar a temperatura ambiente durante 15 min. El lisado celular
se recolect6 en un tubo de 1.5 mL, se agit6 (vortex 15 s) y se centrifugd a 12000 x g (1
min). El sobrenadante se coloc6 en otro tubo y la concentracién de proteinas se
determiné por el método del acido bicinconinico (BCA), para eliminar la cantidad de
proteina como una variable. La medicion de la actividad de la luciferasa se realiz6 en un
tubo de 1.5 mL afiadiendo 20 pg de proteinas y 100 pL del sustrato de la luciferasa
(luciferina). La mezcla se coloc6 en el luminémetro (Modulus-Turner Biosystems) para
medir las unidades relativas de luz (URLs), producto de la reaccién catalizada por la
luciferasa. La cantidad de luz producida es proporcional a la actividad transcripcional de
la secuencia promotora clonada.

Con los extractos de proteinas se determiné la actividad de la -galactosidasa. Esta
enzima hidroliza al O-Nitro-§-D-galactésido (ONPG); si la reaccién sucede en solucion
acuosa se produce una coloraciéon amarilla (Fig. 15B). La medicidn se realizé en una caja
de cultivo de 96 pozos en cada uno de los cuales se colocaron 20 pg de proteinas de las
muestras y se llevaron a un volumen final de 50 pL con agua. A continuacién, en cada
pozo se afiadieron 50 pL de ONPG (2X) e incubaron a 37°C hasta que el contenido
adoptara la coloracién amarilla caracteristica. Para detener la reaccion se afiadieron 150
uL de carbonato de sodio (1M) y finalmente la absorbancia se midié a 420 nm. Con los

datos obtenidos se normalizé la medicion de la actividad de la luciferasa y asi eliminar la
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eficiencia de la transfeccion como una variable del ensayo de medicion de la actividad

transcripcional dirigida por el promotor de interés.

Western blot semicuantitativo

Para el andlisis semicuantitativo por inmunoelectrotransferencia (Western blot) en
primer lugar se extrajeron las proteinas de las células SH-SY5Y transfectadas con la
secuencia exonica del IncRNA. Las células se lavaron con PBS (1 mL), y posteriormente se
incubaron en buffer de lisis RIPA (150 pL) durante 30 min en hielo. A continuacidn, la
muestra se centrifugé a 15,000 rpm a 4°C durante 10 min. El sobrenadante se deposito
en un tubo nuevo y la concentracién de proteinas, presentes en el sobrenadante, se
cuantific6 con el método de Bradford. Posteriormente, 60 pg de las proteinas se
mezclaron con buffer Laemmli y se calentaron por 5 min a 95°C y se cargaron en un gel
SDS-PAGE al 10% en donde se separaron por electroforesis. A continuacion, las proteinas
se transfirieron del gel a una membrana de PVDF, la cual se lavo con TBST (1X) y se
bloqued con leche en solucidn (5%). Finalmente, la membrana se incub6 durante toda la
noche con los anticuerpos primarios anti Cavyz (dilucion 1:1000; Santa Cruz
Biotechnology) o anti-actina (dilucién 1:200; generosamente donado por el Dr. Manuel
Hernandez; DBC, Cinvestav). Al siguiente dia las muestras se incubaron con el anticuerpo
secundario (diluciéon 1:5000; anti-mouse) a temperatura ambiente por 1 h. La sefial de

quimioluminiscencia emitida se observo con el equipo Odyssey Fc (LI-COR).
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Analisis estadistico

Los datos se analizaron en el programa Sigma Plot 12.3 (Systat Software Inc.). Las
graficas presentan la media * el error estandar de los datos obtenidos. Se estableci6 que
las diferencias eran estadisticamente significativas cuando el valor de P resultaba <0.05,

utilizando la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.
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RESULTADOS

Caracteristicas del promotor del IncRNA

Como ya menciond anteriormente, en experimentos previos del laboratorio se
logro la clonacién de una secuencia rio arriba de la regiéon UTR-5" del gen CACNG2 que
codifica para la subunidad Cavy: de los canales de Ca%* de tipo HVA. Esta secuencia
corresponde al promotor de CACNGZ en direccién antisentido, tiene un tamafio de ~1.6
kb y posiblemente se trata de un promotor para la transcripcion de un IncRNA. Sin
embargo, el analisis bioinformatico inicial revel6 que las ultimas 312 pb de la secuencia
clonada incluian a la primera parte de la secuencia del gen CACNGZ2 (Fig. 16),
especificamente la region donde se localiza el primer exdn, de tal suerte que la region
promotora del gen que codifica para el IncRNA, tendria un tamafio aproximado de ~1.3
kb. En este trabajo la region de ~1.3 kb se cloné mediante una estrategia basada en la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando oligonucleétidos
especificos. Ambas construcciones, el promotor en direccion antisentido del gen para
CACNG2 (~1.6 kb) y la secuencia de ~1.3 kb a la que en adelante se llamara promotor del
gen para el IncRNA, se analizaron y compararon tanto bioinformatica como

experimentalmente tal y como se describe en las secciones siguientes.
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Color key for alignment scores
W <40 W 40-50 W 50-80 W s0-200 HW>=200
| I J | )
1 300 600 900 1200 1500
Query 1324 ATCACAGTCAGACGGGCACAAAACTTCAACCAGCCGTTTCTCTGCCTGGAAGCGGCGAAC 1383
: [II]IIIIII]II'IHII'llIIHHIIlllI'HIII!HIIIHIIIIHIII’M
bjct 1 ATCACAGTCAGACGGGCACAAAACTTCAACCAGCCGTTTCTCTGCCTGGAAGCGGCGAAC 60
Query 1384 ATGTAACCTGGACGG Ctttatgtgttttttaaatcattgttttc 1443
. llIIIllIIIl]III IIIIIII[IIIIIIIIIITI]I]][III LLILITILLL
Sbjct 61 ATGTAACCTGGACG GC TTACAHACACGT\TTTATGTGTTTTTTAMTCATTGTTTTC 120
Query 1444 tattttgtteGTCCGTTAGATGTATCTTCTTTCGG 1503
R lIIIHIHIIII'IIlIlHIIIIHIIH[I
bjct 121 ATTTTGTTGGTCCGTTAGATGTATCTTCTTTCGG 189
Query 1504 ctctctggcttaccagggeggtgtgcattgctctgtg 1563
i LOLELITTELELELETTTITATITLL LT LLLITIT
Sbjct 181 CTCTCTGGCTTACCAGGGGGTGTGCATTGCTCTGTG 240
i ol miimithiiinmmnntinrey
111 11 1
Sbjct 241 TCCAAATCTTGCTTCTACAAGCAGACATTTTGGGAA 300
Query 1624

Sbict 301

Figura 16. Alineamiento de la secuencia del gen del IncRNA y el promotor de CACNGZ en
direccion antisentido. A) Las ultimas bases del promotor antisentido de CACNGZ2 (Query)
son las mismas que se localizan en la primera parte de la secuencia del IncRNA (linea
roja, Sbjct). B) Un analisis mas detallado indica que las secuencias coinciden en ~300 pb,
por lo que promotor podria tener un tamafio de ~1.3 kb.

Asimismo, el andlisis in silico de la secuencia del promotor de CACNGZ en direccién
antisentido, muestra la presencia de 3 nucle6tidos (en las posiciones 168, 304 y 1132),
con altas posibilidades de ser sitios de inicio de la transcripciéon (Fig. 17A). Ademas, se
identificaron algunas secuencias reguladoras como la presencia de una caja TATA (entre
las bases 136 y 141) y una isla CpG (entre los nucleétidos 639 y 1072), asi como una
secuencia Kozak que inicia en la posicion 1108 (Fig. 17B). Todos los elementos se
encuentran en la cadena sentido de la secuencia. Por su posicién es probable que, de ser
funcionales, los primeros TSS (TSS1 y TSS2) sean regulados por la caja TATA. La

transcripcion en el tercer sitio (TSS3) puede ser controlada por una isla CpG (Fig. 17C).
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A Start End Score Promoter Segquence
128 178 1.00 tggagagttataaaaaaagggaggtaagaaagctcacggagtgta [168)
264 314 0.95 aaaaaaaaaat.aaaaagacaccccccacccccccaagtgccttaa (304)
640 690 0.85 gygcageggcggcgycggcygcggeggeggcagggcgyge dggcgogycy
649 699 0.89 cggcgycygcygcygcggcggeaggycgggcagycgegge J geggeggoyg
658 708 0.86 cggcggcggcggcagggcgggcaggcgcggcggcggcggcg goagcagga
1092 1142 0.93 t:ct.cccaaatcc:taaaatgagcgctctcctgggctcccr.tagagg (1132)
B 8 1000 1637
l' 2 2 2 1
Type: TATA box
Location: 136~141
Strand: +
Sequence: TATAAA
Search parameters: len: 200 $GC: 50.0 CpG number: 0 P (CpG) /exp: 0.600 extend island: no
Locus name: (null)
Locus reference: expected P(CpG): 0.071 length: 1637
20.3%(a) 27.6%(c) 25.8%(g) 26.3%(t) 0.0% (othex)
FOUND 1 ISLANDS
# start end chain CpG 3CG CG/GC P (CpG) /exp P (CpG) len
1 639 1072 + 52 35T 0.743 0.863( 1.69) 0.120 434
No.of ATG|, v. s ... | Identity to ||, Ipinicn|| ORE || Stop
ComS'ead Reliability||Frame|| Kozak rule ®p) || ®p) |Lngtl codon | Sequence
R A GXX.—\TGG’ =z = | (aa) ‘fouud?j |
parars | [[MSALLGSRSLEEGVARDSSRSLSLSLSLSLSLSFSLSLSLSLPPSLPPINC|
| e H 1 ‘ : H ontee EJ 1386 | 93 YeS | FFQLSLLLIPSLRAQSFKYNPPITVRRAQNFNQPFLCLEAANH |

SS1(168)
r L

CANCG2 Ant r r

IncRNA

r

LUC | (1.6kb) TSS2 (304)

TATA (136-141)

Secuencia

r r LUC

(Promotor) |

(1.3kb) Isla CpG
= (639-1072)

r

r TSS3 (1132)
|
|

Kozak (1108)

Figura 17. Presencia de posibles secuencias reguladoras de la transcripcion del gen que
codifica el IncRNA. A) Posibles sitios de inicio de la transcripcion (TSS) en el promotor
del gen que codifica para el IncRNA identificados in silico. El andlisis muestra que en la
secuencia podrian existir 3 posibles TSS, cada uno de los cuales con un puntaje (score)
cercano a 1 (con alta probabilidad de que sean funcionales). La ubicacién de los TSS en la
secuencia se indica con recuadros: TSS1 (rojo), TSS2 (verde) y TSS3 (violeta) y su
posicion exacta estd entre paréntesis. B) Ubicacién y caracteristicas de la caja TATA
(panel superior), la isla CpG (panel medio) y la secuencia Kozak (panel inferior). Todos
estos dominios funcionales se encuentran en la cadena forward (+) de la secuencia
analizada. C) Esquema que resume la localizacion de los posibles sitios funcionales en el
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promotor antisentido del gen CACNGZ y del IncRNA. Los promotores tienen ~1.6 kb
(promotor antisentido del gen CACNG2, CACNGZ2 Ant) y ~1.3kb (promotor del gen para el
IncRNA). Ambos presentan 3 posibles sitios de inicio de la transcripcién, caja TATA, isla
CpG y secuencia Kozak. De lado derecho se indica la posicién en la secuencia del
promotor.

Clonacion y analisis del promotor del gen que codifica para el IncRNA

Con la estrategia de amplificacion y ligacion (véase secciéon de Materiales y
Métodos) se cloné la secuencia de 1.3 kb (Fragmento AC), correspondiente al promotor
del gen para el IncRNA (Fig. 18A). Empleando esta nueva construccion y la del promotor
antisentido gen CACNGZ, previamente clonado en el laboratorio, se realizaron ensayos de
bioluminiscencia con el objetivo de determinar la actividad transcripcional de ambas
construcciones. Los datos normalizados muestran que no existen diferencias

significativas entre la actividad transcripcional de ambas secuencias (Fig. 18B).
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Figura 18. Clonacién en el vector pGL3-Basic y analisis funcional del promotor del gen
para el IncRNA. A) Mapa del vector de expresion pGL3-Basic; en negro se indica la
localizaciéon y direccion de la secuencia del promotor del gen para el IncRNA. Para
obtener la construccion, el amplificado de la secuencia se ligb en el vector de transito
pCR2.1-TOPO, y la clonacion se corroboré mediante el uso de las enzimas Xhol y HindIIl
(inserto superior). La clonacién del promotor del gen para el IncRNA se comprobé con la
liberacion de dicho fragmento con las endonucleasas Xhol y HindlIl (inserto inferior). B)
Analisis de la actividad del promotor del IncRNA. Comparaciéon entre la actividad
transcripcional del promotor del gen para el IncRNA y la secuencia antisentido del
promotor de CACNGZ expresada en células N13-115 (n=3).

Con la finalidad de determinar experimentalmente la funcionalidad de los dominios
reguladores identificados en el promotor del gen para el IncRNA (TSS1, TSS2 y la caja
TATA; Fig. 17), a continuacién, se clon6 a un fragmento del promotor al que se llamo6
Fragmento D, en la cual se eliminé la region que contiene los sitios funcionales (Fig. 19).

Los resultados de este analisis muestran que la actividad transcripcional del promotor
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del gen para el IncRNA se abate por completo al eliminar los dos primeros TSS y la caja

TATA.
2000
1280
1000
R —I'r C Ir [ ] - *
Fragmento D Luc

50 100
URL

Figura 19. Efecto de la eliminacién de algunos sitios reguladores sobre la actividad
transcripcional del promotor antisentido de CACNGZ2. A partir del promotor antisentido
de CACNGZ se clon el fragmento D en el vector pGL3-Basic, lo cual se corroboré por la
liberacion de una banda de 1280 pb al incubar con Kpnl (inserto). La comparacién de los
resultados de los ensayos de bioluminiscencia muestra una disminucién drastica en la
actividad transcripcional cuando no estan presentes los TSS1 (flecha roja), TSS2 (flecha
verde) y la caja TATA (linea verde).

La aportacion individual de los TSS1, TSS2 y la caja TATA a la actividad
transcripcional se analiz6 a continuacién mediante su eliminacién por mutagénesis sitio
dirigida. La presencia de las mutaciones se corrobor6 mediante secuenciacion
automatica y posterior alineamiento de las secuencias de interés (Fig. 20A). Los
resultados de estos ensayos muestran que la actividad transcripcional se ve disminuida
significativamente al eliminar tanto los 2 TSS como la caja TATA (Fig. 20B). Estos datos
corroboran los resultados previos usando fragmento D (Fig. 19), una construccidon en la

que se eliminan conjuntamente los TSS y la caja TATA. Interesantemente, la disminucién
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en la actividad transcripcional del fragmento D es aiin mayor que el que presentan las

construcciones con las mutaciones individuales (Fig. 20B).

A ATSS1 (119) ATAAAARAAGGGAGGTAAGAAAGCTCACGG—————— GTGTAAATTATAAAGA
CACNG2 Ant (3662) ATAAAAAAAGGGAGGTAAGAAAGCTCACGGARAAGAGTGTAAATTATAAAGA

Start End Score Promoter Sequence

128 178 1.00 tggagagttataaaaaaagggaggtaagaaagetcacgdadaagafitgra

ATSS2 (261) AAGACACCCCCCACCCCCCCAAGTG————— CCTTAATCTCTTTTTCTAAAATTCTGGT
CACNG2 Ant (3803) AAGACACCCCCCACCCCCCCAAGTGAGATGCCTTAATCTCTTTTTCTAAAATTCTGGT

264 314 0.95 aaaaaaaaaataaaaagacaccccccaccccoccecaagtd ag ath:cr,taa

ATAT (34) ATGTATGAATAGAGAATATGGAGAG-———————— AAGGGAGGTAAGAAAGCTCACG
CACNG2Ant (3635) ATGTATGAATAGAGAATATGGAGAGT] rATAAARAAAGGGAGGTAAGAAAGCTCACG

B
T
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(=
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Luminiscencia normalizada (a.u)
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[\S]
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CACNG2 ATSS1  ATSS2  ATATA Fragmento D
Ant

Figura 20. La ausencia de los sitios TSS1, TSS2 y la caja TATA disminuye la actividad
transcripcional del promotor. A) La eliminaciéon de los sitios TSS 1 (ATSS1), TSS2
(ATSS2) y la caja TATA (ATATA) se realiz6 por mutagénesis dirigida en la secuencia
antisentido del promotor del gen CACNGZ2. B) Comparacion de los resultados de los
ensayos de bioluminiscencia usando las construcciones indicadas en (A) asi como el
fragmento D. La eliminacién de los sitios reguladores provoca una disminucion en la
actividad transcripcional del promotor. Los asteriscos denotan diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05; n=3).

54



Para analizar con mas detalle la estructura y funcién del promotor, a continuacion,
mediante la estrategia de eliminaciones secuenciales se plante6 clonar los fragmentos E,
F y G del promotor antisentido de CACNGZ tal y como muestra en la Figura 21. Una vez
obtenidas las construcciones, se procedié a realizar los ensayos de bioluminiscencia.
Cabe recordar que en el fragmento D se elimin6 una regién que contiene los 3 sitios TSS
y la caja TATA; en el fragmento E también se eliminaron por mutagénesis sitio dirigida
los sitios TSS1, TSS2 y la caja TATA. Las construcciones F y G corresponden a la
eliminacion de regiones de mayor tamafio en el promotor. Es importante mencionar aqui
que se logro la clonacién y expresion de todas las construcciones con excepcion del

fragmento G (Fig. 21B), en el cual se continda trabajando.
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Figura 21. Clonacion y analisis de fragmentos obtenidos por eliminaciones secuenciales
del promotor antisentido del gen CACNGZ. A) Esquema de las construcciones del
promotor. B) Actividad transcripcional de los fragmentos clonados por eliminaciones
secuenciales. Con excepcion de la clonacion del fragmento G, todas las construcciones se
obtuvieron y se verificaron mediante el uso de la enzima Hindlll (fragmento E), Sacll y
Sphl (fragmento F). Los asteriscos denotan diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05; n=3).
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Los resultados de los ensayos de bioluminiscencia muestran que no existen
diferencias significativas entre la actividad transcripcional del promotor antisentido del
gen CACNGZ y del Fragmento E silvestre, es decir cuando no se realizan mutaciones
puntuales en los TSS y la caja TATA (Fig. 21B). Sin embargo, su actividad disminuye
drasticamente al eliminar los sitios funcionales. Estos datos sugieren que el promotor
minimo del gen se localiza en esta region de 639 pb. Cabe mencionar aqui que, contrario
a lo que se esperaba, el fragmento F present6 una actividad transcripcional importante
pese a carecer de los sitios funcionales mencionados. La explicacion para esta
discrepancia aun no se conoce pero pudiera estar relacionada con la eliminaci6n de
algln sitio de unién a uno o algunos factores de transcripcién inhibidores presentes el
region del promotor eliminada. Esta es una pregunta interesante que motivara estudios
futuros.

Por su parte, la actividad transcripcional del posible promotor del gen para el
IncRNA se analiz6 clonandolo en fragmentos con la estrategia de amplificacion y ligacion
descrita (Fig. 22). Brevemente, primero se amplificé cada uno de los fragmentos de
interés, y después los fragmentos se clonaron primero en el vector pCR2.1-TOPO y

posteriormente en pGL3-Basic.
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A IncRNA —rLr L LUC (1.3kb)

|

Fragmento A E— (420 pb)
Fragmento B I— (456 pb)

Fragmento C (446 pb)

Fragmento AB [N (876 pb)

Fragmento BC (902 pb)
Fragmento AC (1.3kb)

B 1kb A B C AB BC AC

A (Teérico) 1| CTCGAGCACCCAACCGACTICTGGTTCTCGGGAGAGTIGTGTIGIGAGGETG
A A (Secuenciacién) 97| CTCGAGCACCCAACCGACTTCTGGTTICTCGGGAGAGTGTGTIGTGAGGETG

B B (Teorico) 230 CCGGGCAGCGGCGECEECEECGECEECEECGECAGGECGGECAGET
B (Secuenciacién) 222| CCGEECAGCGECEECEECEECEECEECEECEECAGGECEEECAGET

C (Teérico) 219| TCCTCTTTTTACCCCTCTCCCARATCCTARAATGAGCGCTCTCCTGGGCT

in C (Secuenciacién) 85| TCCTCTTTTTACCCCTCTCCCARATCCTARAATGAGCGCTCTCCTGGGLT

pCR2.1-TOPO
pGL3-Basic

GONGAN
(N

AB (Teérico) 289| ACCCCCCACCCCCCCARGTGAGATGCCTTAATCTCTTTTITCTAAAATTC

BC AB (Secuenciacién)  p| ______ CACCCCCCCAAGTGAGATGCCTTAATCTCTTTTTCTAAAATTC

AC BC (Teérico) 555| GECCECTCCGCECGCTCCCCGECTGECTCCCAGGGCCGCCCGCCAGGAG

BC (Secuenciacién) 143| GCCCGCTCCGCGCECTCCCCGECTGGCTCCCAGGGCCGCCCGCCAGGAG

Figura 22. Clonacién y analisis de los fragmentos de la secuencia del promotor del gen
del IncRNA. A) Diagrama de los fragmentos clonados. Los rectangulos azules indican las
regiones que abarcan las secuencias del promotor y su tamafio. B) Se estandarizaron las
condicionas para amplificar los fragmentos mostrados en (A). C) Clonacién de los
fragmentos por amplificaciéon y ligacién. Los amplificados se clonaron en el vector
pCR2.1-TOPO y pGL3-Basic, y su identidad molecular se verific6 usando las enzimas
HindIIl y Xhol. De las construcciones planteadas se lograron obtener 3 en pGL3-Basic (C,
BC y AC). La secuenciacidn de las construcciones en pCR2.1-TOPO confirma la clonacidn,
como lo muestran los alineamientos.
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De las construcciones planteadas (Fig. 22A), hasta la fecha se han logrado obtener
tres de ellas, que corresponden a los fragmentos C, AC y BC, en el vector de expresion
pGL3-Basic. A continuacion, se procedi6 a realizar los ensayos de bioluminiscencia de los
fragmentos C, AC y BC. Los resultados de este analisis indican que las 3 construcciones
presentan una actividad transcripcional similar o mayor que el promotor antisentido de

CACNG?2 (Fig. 23).

—_
E=N
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L

URL
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0.6 4

0.4 4

0.2 4

0.0

CACNG2 Fragmento Fragmento Fragmento
Ant AC BC C

Figura 23. Actividad transcripcional de los fragmentos clonados por amplificacion y
ligacion. Las construcciones, obtenidas con esta estrategia, presentan actividad
transcripcional igual o incluso mayor que el promotor CACNGZ en direccion antisentido.
En el caso del fragmento C, el aumento es estadisticamente significativo (p<0.05; n=3).

Un andlisis bioinformatico mas detallado del promotor sefial6 que cerca de los TSS
existen sitios de union a distintos factores de transcripcion y otros elementos que no

habian sido considerados en los andlisis anteriores realizados en el laboratorio, y que
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podrian estar modificando la actividad transcripcional (Tabla 8). Entre ellos se
encuentran sitios de uniéon de los factores de choque térmico y los factores de
transcripciéon ZF5, PAX-2, EGR, TGF-f3, entre otros. Es importante resaltar que también se
revel6 la presencia de una sefial de transduccion y de activaciéon de la transcripcion en

las mismas bases donde se localiza el TSS3.

Si?lo Informacion detallada B.as.e.de D S qe
funcional inicio final anclaje
Heat shock factors 142 166 154
Heat shock factors 184 208 196
TSS1 Krueppel like transcription factors 136 154 145
PAX-2 binding sites 205 227 216
TGF-beta induced apoptosis proteins 27 33 30
TGF-beta induced apoptosis proteins 170 176 173
PAX-2 binding sites 205 227 216
TSS2 PAX-2 binding sites 235 257 246
TGF-beta induced apoptosis proteins 170 176 173
E2F-mycactivator/cell cycle regulator 892 908 900
E2F-mycactivator/cell cycle regulator 967 983 975
EGR/nerve growth factor induced
protein C & related factors 1059 1077 1068
Myc associated zinc fingers 1007 1019 1013
PAX-4/PAX-6 palred domain binding 976 004 085
TSS3 sites
ZF5 POZ domain zinc finger 891 905 898
ZF5 POZ domain zinc finger 968 982 975
ZF5 POZ domain zinc finger 1010 1024 1017
ZF5 POZ domain zinc finger 1106 1120 1113
ngnaltransducer-an.d activator of 1131 1149 1140
transcription
Human and murine ETS1 factors 1132 1152 1142

Tabla 8. Factores de transcripcién y elementos reguladores cercanos a los TSS. Se
muestran los factores que en teoria se unen en los 200 pb rio arriba de cada TSS y que
podrian estar alterando la actividad transcripcional del promotor.

Caracterizacion in silico de la secuencia del IncRNA

La caracterizacién del IncRNA inicié con la busqueda de posibles marcos de lectura
abiertos (ORFs, del inglés open reading frames) y de secuencias Kozak en la secuencia
completa del gen ALO49749.1 (Fig. 24). Ninguno de los ORFs encontrados tiene un
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tamafo >400 pb y 3 de ellos presentan secuencias Kozak, lo cual sugiere que podrian
traducirse y dar lugar a péptidos pequeiios. Las secuencias de aminoacidos de los 3 ORFs
se buscaron en la base de datos del NCBI, pero no se encontraron coincidencias con

secuencias peptidicas reportadas en las bases de datos.

Label Strand 4 Frame Start Stop Length (nt | aa)

ORF51 + 2 13802 14200 399|132

ORF45 + 2 7463 7825 363|120

ORF73 + 3 7542 7898 3571118

ORF68 + 3 5430 5786 357|118

ORF89 + 3 17193 17486 294 | 97

ORF60 + 3 2175 2456 282193

ORF71 + 3 6972 7250 279192

ORF21 + 1 11317 11580 264 |87

ORF26 - 1 13627 13857 23176

ORF46 + 2 9011 9241 231|76

z 4 Identity to & o ORF || Stop
;\o.of;ﬂ'(; Reliability||Frame|| Kozak rule ?{:u; F('l':“)h Length|| codon Sequence
Hem - CR A/GXXATGG|| 2 || P " (2a) |found?
: METVRCTQPTHASKVERGHRMALHGLVTRLSPLTAPLSCLPPSSQISLPL
& l 9:28 ? QMGG ‘ 6972‘ 280 92 ‘ Yes ‘SLDPGPLPTQC:LDITVSPPGPRISMHRARALFPTGVCSERPN ‘
v - MHSISVGF LSFLLPSFTSKLASSSFSSSSSPPPPPPSSSPSSFSSSSSSS
o I 0:21 2 ARKATEE et ieiazal] 122 YES ‘SSSSSSSFFLFFLFFLHGSPCITQAGVQHHDLGSPTPSPPGFK ]
£ MLEHPLQKGLDGAVGPGAGREGDVHRWQVLLL TSGNCPENLREPQDLMPK
111 ] .20 1 CXXATGc so70| 6288 || 73 Yes ‘EAGWGMGLTKLRWDVLKGSG ‘
MALLEYPRRAGLELCTGRTMGS LGEDNGHLQRSLGRVEPGEVKREETEGT
138 .20 3 GXXATGG 7542 7895 || 118 Yes ||SFHVDFGRSRRRCPQDCHGQPCRLGSGSHGSGSSLIQASIVASSDNSLRS
HWPCLENGGSITCLEVLF

MRFPPKLNYSKENSDSKLITKLQIRKNE IKNVHIKMQRKSKKKNHMSWPGY!
119 ] .19 3 GXXATGa 6459‘ 6662 ‘ 68 ‘ Yes ‘V‘AHTCI-IPSTLGGRGRQIT ‘

Figura 24. Analisis de la secuencia del gen para el IncRNA. El analisis muestra los ORFs
presentes en la secuencia del posible IncRNA. Ninguno de ellos tiene un tamafio mayor a
400 pb. Existen 3 ORFs (ORF73, ORF60 y ORF71) con secuencia Kozak.

Por otro lado, a partir de la secuencia exdnica del gen ALO49749.1 se determino la
estructura secundaria teorica del IncRNA (Fig. 25). El analisis bioinformatico indic6 que
la energia libre de la secuencia es de -173.60 kcal/mol, mientras que para el caso de la

estructura secundaria mas estable el valor es de -185.43 kcal/mol. Dado que en ambos
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casos la cifra es negativa, es probable que las estructuras sean termodindmicamente

estables y pudieran existir in vivo.

.....
ety
- mesef™ 21830

............

Figura 25. Estructura secundaria del IncRNA determinada in silico. El analisis
bioinformatico sefiala que la secuencia exdénica gen AL049749.1 y su estructura
secundaria tienen una energia libre de -173.60 kcal/mol y -185.43 kcal/mol,
respectivamente. Ya que los valores son negativos, las moléculas son
termodindmicamente estables. Los puntos rojos indican la probabilidad de que una base
se localice en dicha posicion.

Efecto del IncRNA sobre la expresion de la subunidad Cavy:

Por ultimo, se decidié estudiar si la expresion del IncRNA podia tener algin efecto
sobre la expresion de la subunidad Cavy.. Para ello, la secuencia ex6nica del gen
AL0O49749.1 (IncRNA) se clon6 en el vector pAdTrack-CMV y se transfect6 en células
SHSY-115, para posteriormente medir la expresion de la subunidad Cavyz de los canales
de calcio mediante Western blot. De manera interesante, los resultados de este analisis
sugieren que la presencia del IncRNA induce un aumento significativo (~75%) en la

expresion de Cavy: (Fig. 26).
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Figura 26. El IncRNA regula la expresion de la subunidad Cavy». A) El andlisis por Western
blot muestra una mayor expresion de Cavy2. (y2) en las células en que se coexpresa el
IncRNA con respecto a la condicién control (CN) en ausencia del IncRNA. La expresiéon de
GFP, codificada en el vector pAdTrack-CMV, sirvié como control de transfeccién y la
actina como control de carga. B) Comparacidon del nivel de expresion de Cavy: en
ausencia y en presencia del IncRNA. El asterisco denota diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05; n=5).
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DISCUSION

En el presente trabajo de tesis se presentan las primeras evidencias experimentales
sobre la identificacion y caracterizacién del promotor proximal de la subunidad auxiliar
Cavyz de los canales de Ca2* HVA. Anteriormente, en nuestro laboratorio se aislé y cloné
una secuencia de ~1.6 kb de la regién no traducida 5' del gen CACNGZ, en direccidn tanto
sentido como antisentido. Los ensayos de bioluminiscencia iniciales revelaron que
ambas construcciones presentaban actividad transcripcional e incluso ésta era mayor en
la direccion antisentido. Con estos datos, resulté razonable plantear la interesante
hipétesis de que se trataba de un promotor bidireccional. Una buisqueda en bases de
datos Ensembl revel6 que en direccién opuesta a la posicién de CACNGZ2, se localiza el
gen ALO49749.1 de 2 exones que da lugar a un transcrito de 632 pb sin funcién atn
conocida.

Debido a las caracteristicas de su transcrito, el producto génico de ALO49749.1
podria ser un IncRNA. Como se mencioné con anterioridad, los IncRNA son secuencias de
ARN que no codifican proteinas, pero que se encuentran principalmente involucradas en
la regulacion de la transcripcién y traduccion de los ARN mensajeros (Hombach & Kretz,
2016). El objetivo central del trabajo fue caracterizar al promotor proximal del posible
IncRNA codificado en la region 5’UTR rio arriba del gen CACNGZ de la subunidad Cavy2 de

los canales de CaZ?+,
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Hallazgos principales

El promotor del IncRNA abarca una regiéon de ~1.3 kb. El andlisis bioinformatico
indicé la presencia de 3 sitios probables de inicio de la transcripcion (TSS1, TSS2 y
TSS3), en las posiciones 168, 304 y 1132, respectivamente. Cerca de los primeros dos
primeros TSS se identific6 una caja TATA (entre las bases 136 y 141), que podia estar
involucrada en la transcripcién de estos dos sitios. Ademas de una isla CpG entre las
bases 639 y 1072. Las islas CpG son regiones del genoma ricas en cisteinas y guaninas, de
~1000 pb, que en muchos casos regulan la transcripciéon del genoma en promotores que
carecen de caja TATA (Deaton & Bird, 2011). Por la posicion de la isla identificada en el
promotor del IncRNA, ésta podria estar regulando la actividad de TSS3.

Asimismo, aqui se muestra evidencia experimental de que los primeros 639 pb del
promotor del IncRNA (donde se localizan TSS1, TSS2 y la caja TATA) pueden actuar como
promotor minimo. Esta inferencia se basa en el hecho de que al eliminar individualmente
estos sitios o la region que los contiene, la actividad transcripcional se ve disminuida o se
pierde por completo. Sin embargo, cabe hacer notar que fragmentos del promotor que
conservan al TSS3 también presentan actividad transcripcional. En este contexto, el
analisis bioinformatico revel6 la existencia de una sefial activadora de la transcripcion
cerca de este sitio (Tabla 8). Ademas, la existencia de la isla CpG sugiere que el TSS3
podria ser funcional, ya que se ha reportado la existencia de promotores con varios sitios
de inicio de la transcripcion. Un ejemplo es el caso del gen CACNA1G, en cuyo promotor
de ~1.3 kb existen dos TSS funcionales activados por SP1 (Bertolesi et al, 2003;

Gonzalez-Ramirez et al., 2014).
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Entre los factores de transcripcién que teéricamente podrian estarse uniendo en
regiones cercanas a los TSS y regular su actividad, destacan los miembros de la familia
PAX, importantes en el desarrollo embrionario del sistema nervioso central y otros
tejidos (Blake & Ziman, 2014). Otro ejemplo es ZF5, que se sabe reprime la expresion del
protooncogén c-Myc (Numoto et al, 1999). Asimismo, se sabe que el factor de
transcripcion EGR interacciona con el promotor del gen CACNA1H favoreciendo la
transcripcion de la subunidad Cava en los canales Cay3.2 (van Loo et al,, 2012).

Por otro lado, la secuencia Kozak sefiala el sitio de inicio de la traduccién de
proteinas en el ARN mensajero de eucariontes, estd conformada por unos cuantos
nucledtidos rio arriba del codén de inicio (ATG) y el primer nucleétido rio abajo (Kozak,
1999). De manera interesante, el andlisis in silico revel6 la existencia de una secuencia
Kozak en el promotor del gen para el IncRNA. Sin embargo, ésta se localiza antes del
TSS3, y el fragmento que presuntamente traduce no coincide con la secuencia del primer
exon del IncRNA (Fig. 19 y 21), lo que sugiere que dicho sitio podria no ser funcional.

Asimismo, en la secuencia del gen AL049749.1 se encontraron 3 marcos de lectura
abiertos (ORFs), cuya localizacién coincide con la presencia de las secuencias Kozak. Sin
embargo, no tienen mas de 400 pb y su secuencia de aminoacidos no coincide con
ninguna secuencia de las proteinas reportadas en las bases de datos consultadas. Estos
datos sugieren que el producto de la transcripcion dirigida por el promotor bajo estudio
no es una proteina. Esta idea se ve reforzada por el hecho de que la secuencia exénica del
gen es, al menos en teoria, capaz de formar estructuras secundarias de ARN

termodindmicamente estables.

66



En la actualidad se sabe que muchos de los promotores bidireccionales dan origen
a ARNs no codificantes y a un mensajero codificante de proteinas. Existe evidencia
experimental que sefiala que el ARN no codificante podria modificar la expresion de la
proteina codificada en direcciéon antisentido (Wei et al, 2011). Los resultados aqui
mostrados sugieren fuertemente que la secuencia del IncRNA provoca un aumento en la
expresion de la subunidad Cavyz, con lo que se refuerza la idea de que el promotor de
CACNG2 es bidireccional y que uno de sus productos génicos es un ARN no codificante.

Desde el punto de vista funcional, un aumento en la expresién de la subunidad
Cavy2 podria tener importantes implicaciones fisioldgicas. En la membrana presinaptica
Cavy: interacciona con la subunidad Cavai de los canales de Caz* dependientes de voltaje,
provocando una reduccion en las corrientes de Ca2* (Sandoval et al, 2007a). En
consecuencia tiene un efecto inhibitorio sobre la liberacién de neurotransmisores
(incluido el glutamato) en la hendidura sinaptica. Las propiedades inhibitorias de Cavy2
se verian intensificadas por la presencia del IncRNA. Por otra parte, en la membrana
postsinaptica, Cavyz aumenta la activacién y expresiéon de los receptores AMPA (Tomita
et al., 2005; Chen et al., 2007), lo que contribuye a la despolarizaciéon de la neurona
postsinaptica. Asi, Cavyz podria tener un efecto autorregulatorio en la sinapsis.

A partir de estos datos se puede inferir que un aumento la expresion de Cavyz,
provocada por la presencia del IncRNA, resulta en una sobrexpresion de los receptores
AMPA. Sin embargo, no se ha comprobado experimentalmente el efecto del IncRNA sobre
estos receptores. Hasta ahora se sabe que, en el raton stargazer, una disminucién en la
expresion de Cayyz va acompafiada de una pérdida en la cantidad de receptores AMPA

funcionales y la aparicion de un fenotipo muy particular que hace de este animal un
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modelo muy util para el estudio de padecimientos neuronales como la epilepsia (Kang &

Campbell, 2003; Letts et al., 2003; Letts, 2005).

Perspectivas

En este trabajo se presentan los primeros resultados de caracterizacién del
promotor del gen CACNGZ en direccidn antisentido. A corto plazo se pretende obtener
todas las construcciones del promotor que originalmente se habian planteado, y
corroborar experimentalmente la funcionalidad del tercer sitio de inicio de la
transcripcion (TSS3), haciendo la eliminacion de las bases que lo conforman. Ademas, se
desea determinar cudles son los factores de transcripcion que pudieran estar
involucrados en la regulacion de la expresion del IncRNA por medio de ensayos de
cambios en la movilidad electroforética (EMSA por sus siglas en inglés) o por ensayos de
inmunoprecipitacién de la cromatina (ChIP, por sus siglas en inglés).

En el largo plazo, se planea clonar al promotor del gen CACNGZ en la direccién
sentido y caracterizarlo siguiendo una estrategia similar a la planteada en este trabajo.
Ademas se planea clonar la regién promotora en el vector pGL4Luc-RLuc (Adgene) lo
cual permitira estudiar en qué direccion estad favorecida la transcripcién. Ya que hasta
ahora nuestros estudios se han enfocado en el andlisis del promotor s6lo en una de las
dos direcciones posibles. También se pretende determinar la localizacion celular del
IncRNA y de esta forma comenzar a dilucidar el mecanismo involucrado en la regulacion
en la expresion de la subunidad Cavyz, asi como el posible efecto que tiene el IncRNA

sobre los niveles del receptor AMPA.
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