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1. RESUMEN

CLNS3 es el gen implicado en la enfermedad de Batten, el cual tiene un homologo
denominado BTN1, gen constitutivo de la levadura Saccaromyces cerevisiae.
Debido a que hoy en dia sigue sin conocerse el rol bioldgico de CLN3 en células de
mamiferos superiores, el utilizar modelos eucaridticos sencillos permite analizar
detalladamente la funcion del geny la proteina que codifica. Pearce y colaboradores
desarrollaron una mutante ABtn1 en 1998 que fue caracterizada fenotipicamente,
siendo la pauta para encontrar las pérdidas/ganancias de funcion del gen. En esta
tesis, discutimos la importancia de la reproducibilidad de dicho modelo utilizando
una nueva metodologia para la recombinacion homologa entre BTN1 y un cassette
URA3, asi como nuestras perspectivas para que en investigaciones futuras, al hacer
ensayos de complementacion, se usen construcciones moleculares con las
mutaciones que desencadenan en la enfermedad, y asi, esclarecer que ocurre con

CLN3 en su estado silvestre y mutante.

PALABRAS CLAVE: Enfermedad de Batten, BTN1, recombinacion homodloga,

vacuola, homeostasis, ANP.



2. INTRODUCCION

La Lipofuscinosis Neuronal Ceroidea Clasica Juvenil, también llamada enfermedad
de Batten (EB), es una afeccién neurodegenerativa fatal de herencia autosémica
recesiva que afecta a 1 de cada 12,500 infantes entre los 5 y 10 afios de edad en
los Estados Unidos de Norteamérica (Cotman SL, el, al. 2012). La EB se caracteriza
por un acumulo anormal de material autoflourescente, primordialmente lipofuscina,
en las neuronas extrapiramidales del cerebelo (Padilla-Lopez S, et al. 2012). El gen
responsable de la EB es llamado hCLN3 y puede presentar multiples mutaciones
gue deriven en la enfermedad, pero en el 85% de los casos, se relaciona con una
delecion de 1.02 kb, especificamente en los exones 7 y 8 (cIn32eX7/8) (Haines RL, et
al. 2009). Esta mutacion afecta el marco de lectura abierto y se traduce en una
proteina trunca no funcional. El gen hCLN3 silvestre codifica una proteina de
membrana lisosomal (CLN3p), de la cual su funcidon biolégica permanece
desconocida (Padilla-Lopez S, et al. 2012).

La alta conservacion del gen CLN3 en las especies eucariotas, que va desde
organismos unicelulares a mamiferos superiores, sugiere que su funcién celular
basica es importante (Taschner PE, et al. 1997). En la levadura Saccharomyces
cerevisiae, el homdélogo a hCLN3 es el gen BTN1. La funcion de ScBTN1 esta
asociada a la homeostasis vacuolar, organelo homologo a los lisosomas y donde se
cree gque hCLNS3 efectua su funcion biologica (Narayan SB, et al. 2006). El Dr. David
A. Pearce y colaboradores (1998), adoptaron el modelo de S. cerevisiae y
demostraron dicha homologia al poder revertir completamente con hCLN3 el

fenotipo caracteristico de una cepa knockout SCBTN1 (A-btnl).

En el presente estudio, se generd y caracterizd fenotipicamente a la cepa A-btnl,
con la finalidad de obtener un modelo que, a niveles génicos, represente rasgos

propios de la enfermedad de Batten.



3. MARCO TEORICO

3.1 Enfermedad de Batten.

La Enfermedad de Batten (EB) es la forma mas comun de un grupo genéticamente
heterogéneo de raros desérdenes neurodegenerativos, los cuales colectivamente
son llamados Lipofuscinosis Neuronal Ceroidea (Carcel-Trullols J, et al. 2015). La
EB se caracteriza por una disfuncién lisosomal que conlleva al acimulo de material
autoflorescente, primordialmente lipofuscina, en diversos tipos de células epiteliales
y en las neuronas extrapiramidales del cerebelo (Gachet Y, et al. 2005).

La indicidencia de la EB es de 1 por cada 12,500 nacimientos y se estima que
440,000 personas la padecen en los Estados Unidos de Norteamérica (Carcel-
Trullols J, et al. 2015). Desafortunadamente en México no se cuenta con datos
estadisticos de la enfermedad, ya que los signos caracteristicos de la EB pueden

ser relacionados con otros padecimientos.

El cuadro clinico de los pacientes con EB se presenta en infantes de entre 5y 10
afos; y sus caracteristicas son pérdida de la capacidad visual progresiva,
convulsiones, retraso motor y déficit cognitivo, que culmina con una demencia
severa Yy la degeneracion total del cerebro. Debido a las complicaciones derivadas
de la enfermedad, las personas con EB mueren antes de comenzar la segunda
década de vida (Rakheja D, et al. 2008).

La EB es heredada de una forma autosémica recesiva y se ha identificado que el

gen hCLN3 es el responsable de esta enfermedad (Narayan SB, et, al. 2006).



3.2 Gen hCLN3

En 1995, el Consorcio Internacional de la Enfermedad de Batten, identificé el gen
mutado responsable de la EB. El locus del gen hCLN3 esta ubicado en la region
cromosomica 16p12.1 al cual lo conforman 15 exones con un total de 15kb, con un
marco de lectura abierto de 1,314 pb (Rakheja D, et al, 2008).

Se han identificado 41 diferentes mutaciones y 5 polimorfismos en hCLNS3,
incluyendo 4 deleciones largas, 5 pequefias, 10 mutaciones sin sentido, 6
mutaciones en el sitio de edicidon del mensajero y un cambio de intron resultando en
una edicion aberrante (Rakheja D, et. al, 2008). La mutaciéon mas prevalente (74%
de los casos) en hCLN3 causante de la EB es una delecion de 1.02 kb entre los
exones 7 y 8 (hCLN34%"8) (Figura 1) provocando un desplazamiento del marco de
lectura en la secuencia codificante del exon 9. Dicho desplazamiento provoca la
insercion de un codon de paro prematuro y la traduccion de una proteina trunca no
funcional (Cotman SL, et al. 2012).

Exon:1 2 3 4 56 78 9 10-13 14 15
x ERE
oNA —H—1 }[ i i =
H_I

Figura 1. Mutacion hCLN32e78_E| gen CLN3 de los pacientes con EB presenta
una delecion de los exones 7 y 8 provocando un codén de paro prematuro y una
proteina trunca no funcional. Tomado de Pearce DA et al., 1998.



3.3 Proteina CLN3 (CLN3p)

El gen hCLN3 codifica una proteina de membrana (CLN3p) de 438 aminoacidos con
un peso de 48 kDa, con 6 dominios transmembranales y sus extremos amino y
carboxilo dentro del citosol (Figura 2) (Cércel-Trullols J, et, al. 2015). CLN3p
presenta multiples modificaciones postraduccionales, tales como glucosilacion,
fosforilacion y ubiquitinacion (Pearce DA, et, al. 1999). La funcion de CLN3p
permanece desconocida, pero se ha asociado a varios procesos celulares como el
transporte, la degradacion mediada por la via endosoma-lisosomal y la muerte

celular por apoptosis (Vidal-Donet JM, et al. 2013).

Figura 2. Proteina CLN3. En su modo silvestre, CLN3p presenta 6 dominios
transmembranales, y sus extremos amino y carboxilo dentro del citosol. En su
forma mutada, se ha descrito un cambio de posicion de ambos extremos. Tomado
de Gatchet et al. 2005.
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3.3.1 Localizacion de CLN3p.

La localizacion de CLN3p permanece en debate, ya que se le asocia a diferentes
organulos dentro de la célula. Ensayos inmunohistoquimicos mostraron que la
proteina esta expresada en la mitocondria, el aparato de Golgi, los endosomas
tardios, vesiculas sinapticas y los lisosomas. A nivel tisular, su expresién es mas
abundante en cerebro, especificamente en astrocitos, endotelio capilar y neuronas
(Rakheja D, et al. 2008). Un estudio reciente en un modelo murino, describe un
patrén de expresion maximo de CLN3p en el talamo y la corteza cerebral (Oetjen S,
et al. 2016). En neuronas primarias diferenciadas, la CLN3p muestra principalmente
una localizacibn somatodendritica, mientras que en un cultivo de neuronas
primarias murinas su ubicacion predominantemente fue en los compartimentos

endosoma-lisosémicos tardios (Oetjen S, et al. 2016).

3.3.2 Funciones propuestas para CLN3p

Como se ha dicho anteriormente, la funcién biolégica de CLN3p permanece
desconocida hasta el momento, pero la mayor parte del entendimiento de los
procesos fisiologicos y patologicos donde CLN3p participa, proviene de estudios en
modelos animales. Igualmente existen homoélogos de CLN3p en sistemas
eucarioticos sencillos. Estas proteinas homoélogas se han estudiado en las
levaduras Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe, el nematodo
Caenorhabitis elegans y la mosca de la fruta Drosophila melanogaster. (Phillips SN,
et al. 2006).

En las levaduras S.cerevisiae y S. pombe, se ha identificado a partir de ensayos de
mutagénesis dirigida al gen BTN1 como homologo del gen hCLN3 (Phillips SN, et
al. 2006). La proteina BTN1 (BTN1p) ha sido ligada a la regulacién del pH celular,
homeostasis de aminoacidos y la produccion de éxido nitrico (Guo WX, et al.1999).

En D. melanogaster, el homélogo a hCLN3 llamado pptl, codifica una proteina de

11



membrana lisosomal de un acarreador de azucar propio de la especie, que cuando
se encuentra mutada, produce defectos en el trafico endo-lisosomal, una disfuncién
en el reciclaje de vesiculas sinapticas y disfuncion sinaptica dependiente de la edad
(Dermaut B, et al. 2005).

3.4 El gen hCLN3 y su homélogo ScBTN1

Desde su aislamiento en 1995, la determinacion de la funcién del gen hCLN3 ha
sido controversial, pero su alta conservacion en las especies eucariotas demuestra

que su funcion celular basica es muy relevante (Taschner PE, et al. 1997).

El homologo funcional de hCLN3 en la levadura Saccharomyces cerevisiae es
ScBTN1, siendo 39% idéntico y 59% similar en la cadena aminoacidica (Pearce DA,
et al. 1999). Ambas proteinas son encontradas en organelos especializados en la
degradacion de material de desecho celular. En células de mamifero superior, estos
organelos reciben el nombre de lisosomas. En organismos eucariotas mas simples,
como lo son las levaduras y plantas, éste organelo es llamado vacuola (Alberts,
2008). Los lisosomas son vesiculas membranosas localizadas en el citosol que
contienen enzimas hidroliticas que permiten la digestion celular. Las vacuolas de la

levadura cumplen la misma funcion (Alberts, 2008)

El experimento de mayor relevancia que demuestra la homologia entre ambas
proteinas es que la expresion de hCLN3 es capaz de complementar una delecién
del gen ScBTNL1 (ABtn1), revirtiendo de manera completa el fenotipo de la mutante
knockout (Pearce DA, et al.1999).

12



3.4.1 Caracterizacién de ABtn1 en S. cerevisiae.

Las cepas carentes del gen BTN1 presentan resistencia al compuesto D (-)-treo-2-
amino-1-[p-nitrofenil]-1,3-propanodiol (ANP), que es un derivado del cloramfenicol,
farmaco al que S. cerevisiae es sensible (Pearce DA. et al. 1999). Esta resistencia
es causada por una aparente disminucion en el pH del medio de crecimiento. Las
cepas ABtn1 muestran alta habilidad de acidificar el medio a través de una elevacién
de la actividad del complejo V*-ATPasa (H*-ATPasa) en la membrana plasmética.
Esto genera asi un gradiente electroquimico de protones para diferentes vias de

transporte a la célula (Carcel-Trullols J, et al. 2015).

Ensayos en donde se implica el homélogo de hCLN3 en Schizosaccaromyces
pombe, llamado SpBTN1, muestran que las cepas carentes del gen presentan un
cambio de tamafio y pH en sus vacuolas (Phillips SN, et al. 2006). En contraparte,
en aquellas que sobreexpresan SpBTN1 se reducen ambas caracteristicas,
sugiriendo que éste gen regula la homeostasis vacuolar (Phillips SN, et al. 2006).
Tomando en cuenta el efecto de SpBTN1 sobre la vacuola con su homélogo en
mamiferos superiores los lisosomas, se ha sugerido que el proceso de la
enfermedad de Batten esta dado por un pH elevado dentro de dichos organulos
(Gachet Y, et al. 2005).

El gen ScBTN1 también esta involucrado en la muerte celular por apoptosis. Esto
se relaciona directamente con la homeostasis de aminoacidos, especificamente en
la sintesis de L-Arginina. La L-arginina es un aminoacido que participa en la sintesis
de o6xido nitrico (NO), el cual a altas concentraciones actia como sefial apoptética.

Este fenotipo también es revertido por hCLN3 (Osorio NS, et al. 2007).

Ademas, se ha demostrado que ScBTN1 esta involucrado en el transporte proteico
entre la vacuola y el canal trans-Golgi, dénde la delecion completa del gen trae
consigo una disfuncibn en el transporte retrogrado en la red del Golgi.

Especificamente en la regulacion de la fosforilacion del receptor Sed5 modulada por
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Yck3 para el anclaje de las proteinas SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor attachment protein receptor) (Kama R, et al. 2011),

4. JUSTIFICACION

La EB es un desorden neurodegenerativo de herencia autosomal recesiva,
progresivo y fatal en infantes de entre 5y 10 afios de edad. Este desorden presenta
una sintomatologia de pérdida progresiva de la vision, convulsiones, pérdida de
funciones cognitivas, disfuncibn en movimientos, entre otros. Estos efectos son
producidos por una acumulacion de material flourescente en el citoplasma de las
neuronas extrapiramidales y otras células, conduciendo a una muerte temprana

antes de la segunda década de vida (Pearce DA, et al. 1999).

La prevalencia de EB en Europa varia de 0.2 a 7 por cada 100,000 nacimientos, con
mayor frecuencia en paises escandinavos, mientras que en los Estados Unidos de
Norteamérica, afecta 1 de cada 12,500 nacimientos. Alrededor del mundo se han
reportado casos en India, Japon, Brasil, Argentina, Canada y los Estados Unidos de
América (Rakheja D, et al. 2008).

Es bien sabido que la mutacién en el gen hCLN3 es la causante de la enfermedad
de Batten, donde la forma mas comun es la delecion de los exones 7 y 8
(hCLN32eX78) ' que causa un codon de paro prematuro y por lo tanto una proteina
trunca disfuncional. La funcion biolégica de esta proteina, tanto en estado silvestre
como en la mutante, no esta claramente descrita (Gachet Y, et al. 2005). El gen
hCLN3 cuenta con un gen homélogo en Saccharomyces cerevisiae llamado ScBTN.
El gen hCLN3, cuando es expresado heter6logamente en la levadura, es capaz de
revertir el fenotipo dado por una construccion knockout para ScBTN1 (Haines RL,
et al. 2009). De esta forma, el contar con un modelo celular carente de esta proteina
(ABTN1p) permitira una mayor comprension de esta patologia para la cual

actualmente no se cuenta con tratamiento especifico alguno.

14



5. HIPOTESIS

La cepa de levadura S. cerevisiae knockout para la proteina BTN1, mostrara un
fenotipo caracteristico compatible con la Enfermedad de Batten.

6. OBJETIVO

Generar y caracterizar una construccién knockout para la proteina BTN1 en
Saccharomyces cerevisiae.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar la cepa knockout para la proteina BTN1 en Saccharomyces
cerevisiae.
2. Caracterizar funcionalmente esta cepa knockout para la proteina BTN1

mediante la determinacion del pH y su resistencia a ANP.

15



8. METODOLOGIA

A continuaciébn se muestra un diagrama de flujo que esquematiza el proceso
metodoldgico que se siguid para la realizacion del modelo ABtn1, mismo que es

descrito a detalle posteriormente.

( ) ( )
Cultivo y seleccion de Extraccion de gDNA de
cepas S. cerevisiae muestras y controles
. J . J
( ) ( )
Transformacion de la cepa PCR para la generacién de
BY4741 de S. cerevisiae un cassette URA3
. J . J
( ) ( )
Recombinacion homologa Confirmacidn de la
del gen BTN1 por el disrupcién por PCR punto
cassette URA3 final
. J . J
( )
Caracterizacion funcional
de la mutante ABtn1:

-Acidificacién del medio
-Resistencia a ANP
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8.1 Seleccién de cepas Saccharomyces cerevisiae para la mutante knockout para
la proteina BTNL1.

Se probd la viabilidad de 2 cepas de S. cerevisiae, BY4741 y BY4742,
genotipicamente tipificadas auxotrofas para uracilo, que fueron amablemente
donadas por el Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonoma
de México. Se recibié un cultivo estriado en medio Agar Yeast Extract-Peptone-
Dextrose (YPD) so6lido que fue inmediatamente resembrado en 5 ml de medio YPD
liquido y crecido a una temperatura de 30°C por 18 horas con una agitacion de 180
rpm.

Para comprobar el genotipo y la auxétrofia a uracilo, se prepararon cajas de Petri
de 50 ml con 25 ml de medio minimo (MM) sdlido selectivo (Sigma-Aldrich®)
(carente de aminoacidos y bases nitrogenadas) esterilizados a 121°C a 1 atmosfera
de presion; asi como soluciones stock 1 M de los aminoacidos arginina, triptofano,
leucina, y las bases nitrogenadas adenina y uracilo, esterilizadas por filtracion a
vacio.

Por cada 100 ml de medio, en recipientes separados, se adicionaron 0.5 M de
aminoacidos y bases nitrogenadas, excluyendo uno de estos componentes por
ronda. De esta forma 4 cajas con MM no fueron adicionadas con uracilo.

Se hicieron diluciones seriadas 1x10%-1x10° de los cultivos de las cepas en YPD
liquido, en tubos eppendorf® de 1.5 ml.

Las diluciones fueron sembradas por goteo en cajas Petri previamente rotuladas
con una cuadricula namerada por columnas, para ayudar a depositar la gota de
cada muestra siguendo el orden de la fila y evitar el contacto con alguna otra
muestra con diferente factor de dilucién. Las cajas sembradas se incubaron a 30°C
por 24 horas.

17



8.2 Generacion de una mutante knockout ABtn1l.

8.2.1 Extraccion de DNA gendmico

Una UFC de BY4741 y otra de BY4742 fueron tomadas de un cultivo sélido e
inoculadas en 5 ml de medio YPD, a 30°C por 18 horas con una agitacion de 180
rpm. Se sigui6 el protocolo sugerido por el manual Quantum Prep® Plasmid Kits por
BIO-RAD™ para la extraccion de DNA gendmico (gDNA).

El mismo protocolo fue utilizado para la extraccion de gDNA de levadura de pan
comercial, que seré utilizado como control en el disefio experimental.

8.2.2 Generacion de un cassette URA3 a partir de los “primers”
Yhc3ura_FWD y Yhc3ura_REV

El marcador de auxotrofia a uracilo nos servira para la comprobacion de la
disrupcion del gen BTN1 en BY4741 y BY4742 por el gen URA3, que codifica para
la enzima ODCasa que desempefia una funcion central en la sintesis de novo de
uridina-5'-O-monofosfato (UMP), precursor del uracilo. Para llevar a cabo la
amplificacion del gen URA3 a partir del gDNA de levadura de pan comercial, se
sintetizaron un par de primers modificados de 70 nucleétidos, los primeros 52
pertenecen a la secuencia inicial del gen BTN1, los cuales permiten la
recombinacion homologa de un gen por otro, y los 18 restantes, al gen URAS3, los
cuales son la base para su amplificacion por PCR punto final (Figura 3). Los primers
fueron sintetizados a partir de la plataforma Primer3plus
(http://lwww.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) con la secuencia
del gen completo proporcionada por el GeneBank del NCBI Gene ID: 853387 y
elaborados por la marca IDT®.
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Yhc3ura_FWD:

>>>> 5" GCA AGT AAA TAT AAA TGA CAA ATC TCA TGA GAT ATATTG CTA
CTTTTG GCT CTT TGA TGT CGA AAG CTA CAT ATA AGG 3" <<<<

TM: 59.90°C

Yhc3ura_REV:

<<<< 5" CAC AAC AAAACT TTATTC CAT CCT ACACCAAGG TCT GTC ATC
GGC ATT TGATGC CTACTT AGT TTT GCT GGC CGC ATC TTC TC 3’ <<<<
TM: 59.99°C

Para encontrar la TM adecuada para ambos primers y asegurar la especificidad de
la amplificacion, se realizé una PCR punto final con un gradiente de temperatura:
50°C, 54°C, 58°C, 62°C, 66°C y 70°C. Para el PCR fue utilizada la Tag®Pol por
Invitrogen™ vy se corrio un total de 20 pl de reaccion por 35 ciclos. Los resultados
del PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% con buffer TAE a 100V por 40
minutos cargado con el ladder AHind 11l / DNA Marker® y el loading buffer 6X.

BTN1
5 -3

ﬂHGCTHCHTHTﬂHGC

||I|T|| ILLETELLTELTL]
ATGTCGAAAGCTACATATAAGG URA3

Inrmmmi
GAGAAGATGCGGCCAGCAAAACTAA

3.5 BTN1

Figura 3. Amplificacion de cassette URA3 por PCR punto final. Los primers
modificados contienen una cola con 52 nucleétidos que pertenecen a la secuencia
inicial del gen BTNL1, los cuales permiten la recombinacion homologa de un gen
por otro dentro de la célula por accién de exonucleasas al momento de hacer la
transfeccion del cassette. Los 26 restantes corresponden a la secuencia inicial y
final del gen URAZ3, los cuales son se hibridan para elongar el amplicon por PCR
punto final.
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8.3 Transfeccion del cassette URA3 en las levaduras BY4741 y BY4742 por el
protocolo del Acetato de Litio (LIOAC).

Este método es usado principalmente para transformar hongos con pared celular,
en este caso, las levaduras. Se basa en incubar las células con acetato de litio, PEG
y someterlas a un choque térmico. Estas condiciones desestabilizan la pared celular
y permiten la entrada de DNA, sin la necesidad de preparar esferoplastos. Para la
transfeccion, se tomé una asada de un cultivo sélido recién resembrado de las
cepas BY4741y BY4742, las cuales fueron inoculadas en 20 ml de medio YPD y se
pusieron a crecer toda la noche a 30°C con agitacion de 180 rpm.

Posteriormente, se centrifugd 10 ml de un cultivo de levaduras crecido de forma
vigorosa en medio YPD (107 células /ml aproximadamente) 3 min a 3,500 rpm a
temperatura ambiente. Se descarto el el sobrenadante y se resuspendio el pellet
celular en 5 ml de agua destilada estéril. Este lavado se Ilevéd a cabo por duplicado,
con la finalidad de eliminar por completo los rastros de medio de cultivo.
Posteriormente se resuspendio el pellet en 200 pl de solucién tamponada estéril de
acetato de litio recién preparada mezclando:

0.5 ml de Tampén TE 10X (Tris-HCI 0,AM EDTA 10 mM pH 7.5)

0.5 ml de Acetato de litio 1M pH 7,5

4 ml de Agua destilada

Se realizaron 3 transfecciones en tubos de 1.5 ml, cambiando la concentracion del
cassette, para estandarizar el método. Cada tubo quedé mezclado con lo siguiente:
10 pl de DNA de esperma de salmén desnaturalizado (10 mg/ml)

50,100 y 200 pl del cassette URA3 a transformar por cada tubo

50 ul de la suspension de células

Se agitd en el vortex por 2 minutos y seguido a esto, se afiadieron 300 ul de solucién
de Polietilenglicol (PEG) estéril recién preparada mezclando:

1.5 ml de Tampo6n TE 10X (Tris-HCI 0,AM EDTA 10 mM pH 7.5)

1.5 ml de Acetato de litio 1M pH 7.5

12 ml de Polietilenglicol 4000 al 50%

Nuevamente, se mezcld por vértex y se incubé 30 min a 30°C en agitaciéon. Para
aplicar el choque térmico, los tubos fueron incubados 15 min en bafio maria a 42°C.
Seguido a esto, se afiadido 1 ml de agua destilada estéril y se mezclé con la pipeta
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repetidas veces. Después, se centrifugaron 1 min a 3500 rpm a temperatura
ambiente.

Por altimo, se descart6 el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 200 pl de
agua destilada estéril, mismos que se sembraron en una caja de SC-Ura. Aquellas
colonias capaces de crecer en el medio, fueron las transfectadas exitosamente con
el cassette URAS.

8.4 Confirmacion de la disrupcién del gen BTN1 y reemplazo por URA3

Para confirmar la adecuada insercion del casette URA3 mediante recombinacion
homdloga (Figura 4), el reemplazo del gen BTN1 por URA3, se realizé un PCR de
punto final, utilizando como templado gDNA de levadura de pan como control, gDNA
de BY4741 y BY4742 y gDNA de las colonias transfectadas, que fueron tratadas
para extraer el gDNA total con el protocolo previamente mencionado.

Para el PCR fue utilizada la Taqg®Pol MIX por Invitrogen™ y se corrié un total de 20
pl de reaccion por 35 ciclos (2 pl de templado, 1 pl por cada primer
Yhc3 _uraFWD/REV, 10 pyL de Tag®Pol MIX y 6 ul de ddH20). Los resultados del
PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% con buffer TAE a 100V por 40 minutos
cargado con el ladder AHind 1ll / DNA Marker® y el loading buffer 6X. Aquellas
muestras que presentaran una amplificacion, darian negativo a la transfeccion del
cassette URAS.
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BTN1 1.6Kb

BTN1 URA3 1Kb BTN1

Figura 4. Mecanismo de recombinacion homaologa del cassette URA3. Las 60 pb
incluidas en el cassete URA3 del gen BTN1 son el blanco de exonucleasas
propias de S.cerevisiae contenidas en el citosol, que permitird su reconocimiento e
insercion en el material genético de la levadura.

8.5 Caracterizacion de las mutantes ABtnl

Pearce y colaboradores en 1998 describen varios fenotipos para las mutantes
ABtn1, en este trabajo solo se revisé la resistencia al compuesto ANP y la capacidad

de acidificacion del medio.
8.5.1 Resistencia de las mutantes ABtnl al compuesto ANP

Para determinar la resistencia al compuesto ANP, se preparé medio SD al cual se
le adicion6 el compuesto ANP en concentracion de 0.5, 1, 2 y 4 mg/ml. EI ANP fue
disuelto en agua y se prepard un stock de 20 mg/ml, el cual fue esterilizado por
filtracion en una membrana de 0.22 nm al vacio. Se afiadi6 al medio SD hasta que
bajé su temperatura, tras estar en el autoclave (aprox. 55°C) ya que el compuesto
ANP es termolabil.

Una UFC de levadura de pan, las cepas BY4741, BY4742 y las mutantes ABtn1-1

y ABtnl-2 fueron sembradas en medio SD toda la noche a 30°C. Al dia siguiente,
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se hicieron diluciones seriadas de 1x10! hasta 1x10° que fueron sembradas por
goteo como se encuentra explicado anteriormente.

Las placas sembradas se pusieron a incubar a 30°C y fueron evaluadas a las 0, 12,
24,48 y 72 horas

8.5.2 Acidificacién del medio por las mutantes ABtnl

Para determinar la capacidad de acidificacion del medio por parte de las mutantes
a comparacion de la cepa parental, se prepar6 medio SD-/+Uracilo, afadiendo el
indicador de pH purpura de bromocresol en una concentracion de 1 mg/ul. Los
medios fueron esterilizados por autoclave a 121°C por 15 minutos a 1 atmoésfera de
presion, para posteriormente ser plagueados en cajas Petri de 25 ml.

Una UFC de levadura de pan, las cepas BY4741, BY4742 y las mutantes ABtn1-1
y ABtnl-2 fueron sembradas en medio SD toda la noche a 30°C. Al dia siguiente,
se hicieron diluciones seriadas de 1x10! hasta 1x10° que fueron sembradas por
goteo como se explico anteriormente. Las placas sembradas se incubaron a 30°C y

fueron evaluadas alas 0, 12, 24, 48 y 72 horas.
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9. RESULTADOS

9.1 Marcadores de auxotrofia

A las cepas BY4741 y BY4742, se les realiz6 una verificacion de genotipo, ya que
traen deleciones especificas de genes codificantes para aminoacidos y/o bases

nitrogenadas, con el fin de usarse como marcadores auxotroficos.

Los genotipos son para cada cepa son los siguientes:

BY4741: MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
BY4742: MATa his3A1 leu2A0 lysAO ura3A0

Como se muestra en la Figura 5, los marcadores para A) Triptofano (Trp), B) Lisina
(Lys), C) Adenina (Ade) y D) Arginina (Arg) concuerdan correctamente con el
genotipo de las cepas B4741 y BY4742 descrito previamente. Las filas b3 y b4
correspondientes a una misma muestra de la cepa BY4742 sembrada por duplicado
en un medio minimo —Lys, no presentan crecimiento. Si bien se observa un boton
gue pudiera confundirse con crecimiento 6ptimo en la columna de la dilucién 10,
lo atribuimos a que aquellas células muertas que pudieran resultar de la
manipulacion de la muestra hasta su siembra, fueron aprovechadas por las células
vivas, obteniendo el aminoacido de cualquier estructura del vestigio celular y
permitiendo su crecimiento. Para evitar estos falsos positivos, se realizaron las
diluciones seriadas hasta el factor 1:100000, evitando asi que la alta concentracion

celular influya en los resultados.
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Figura 5. Comprobacion de marcadores auxotroficos para Trp, Lys, Ade y Arg.
Los paneles A (-Trp), B (-Lys), C (-Ade) y D (-Arg) representan 4 cajas de Petri
con medio minimo que fueron sembradas por goteo, por duplicado, a partir de
diluciones seriadas de un indculo fresco de BY4741y BY4742 , que va de la
concentracion 1x101a 1x10% ; este intervalo esta representado por una flecha. En
el panel B, las filas b3 y b4 correspondientes al cultivo BY4742 con el marcador
auxotrofico lysAO no crece a comparacion de las filas b1 y b2 correspondientes al
cultivo BY4741, cepa que no tiene ese marcador. Los paneles A, Cy D no
presentan diferencias entre el crecimiento y el genotipo descrito de ambas cepas.
Fotos tomadas a las 48 horas de crecimiento a una temperatura de 30°C.

Por otra parte, en la Figura 6 se muestran los resultados para los marcadores E)
Metionina (-Met), F) Leucina (-Leu), G) Histidina (-His) y H) -Uracilo. Las 4 cajas
sembradas corresponden correctamente segun su crecimiento con el genotipo
descrito para ambas cepas. En el panel E, las filas el y e2 correspondientes al
cultivo de BY4741 que tienen el marcador met15A0, como era de esperarse, no
crece en el medio no enriquecido con el aminoacido, caso contrario a la cepa
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BY4742 que no presenta en su genotipo dicho marcador y crece de manera normal.
Ambas cepas son auxotrofas a Leu, His y a la base nitrogenada Uracilo (Paneles F,
G y H, respectivamente), por lo tanto no se observa crecimiento en ninguna fila 'y
demuestran que su genotipo concuerda con el patrén de crecimiento. Nuevamente,
es indispensable no confundir la muestra sembrada a 1x10 con un crecimiento
optimo de la cepa.

Figura 6. Comprobacion de marcadores auxotroficos para Met, Leu, His y Uracilo.
Los paneles E (-Met), F (-Leu), G (-His) y H (Uracilo) representan 4 cajas de Petri
con medio minimo que fueron sembradas por goteo, por duplicado, a partir de
diluciones seriadas de un indculo fresco de BY4741y BY4742 , que va de la
concentracion 1x101a 1x10 ; este intervalo esta representado por una flecha. El
panel E, en las filas el y e2 correspondientes al cultivo de la cepa BY4741 con el
marcador met15A0 no presentan crecimiento, las filas €3 y e4 correspondientes a
BY4742 (sin marcador auxotrofico para metionina) muestran un crecimiento
normal. Los paneles F,G y H no presentan crecimiento, siendo ambas sepas
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auxotrofas a Leu, His y Uracilo. Fotos tomadas a las 48 horas de crecimiento a
una temperatura de 30°C.

9.2 Sintesis del cassette URA3 amplificado con “primers” Yhc3ura_FWD
y Yhc3ura_REV.

Tras el gradiente de temperatura realizado con la finalidad de encontrar la TM ideal
de los primers Yhc3ura_ FWD y Yhc3ura_REV, la visualizacion del amplicén
esperado de aproximadamante de 1 kb solo se logré en el carril 7 (Figura 7) a una
temperatura de 58°C adicionando 1ul de cada “primer”. Los demas carriles no

presentaron amplificacion.

A- Hindi11
Marker (bp)

23,130
416
6557
4361

832
W27

Figura 7. Gradiente de temperatura para la amplificacion del cassette URAS. Carril
1, Marcador de peso molecular Lambda Hindlll. Controles negativos en los carriles
4,6,8,10y 12. Carril 2y 3, mix de PCR a 50°C. Carril 5, mix de PCR a 54°C. Carril
7, mix de PCR 58°C. Carril 9, mix de PCR a 62°C. Carril 11, mix de PCR a 68° C.
Carril 13, mix de PCR A 70°C. Productos de PCR corridos en un gel de agarosa al
1%y revelado bajo luz UV en transiluminador.
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9.3 Sintesis del cassette URA3 y transfeccion en S. cerevisiae

Al haber encontrado la TM ideal de alineacién para la amplificacion del cassette
URAZ3, se hicieron varias corridas de PCR con la finalidad de obtener una gran
cantidad de producto y estandarizar la transfeccion segun la concentracion y calidad
del cassette. En la Figura 8, se observa que todas las muestras sometidas al
tratamiento generaron un producto de 1 kb correspondiente al tamafio del gen
URAS. Al realizar la transfeccion y seleccionar positivamente las colonias crecidas
en un medio SD-Ura, se hizo una prueba de PCR tiempo final para la confirmacion
de la disrupcion de BTNL1. El resultado demostr6 que las mutantes ABtn1-1y ABtn1-
2 (carriles 6-9, Figura 9) carecen por completo del gen BTN1 respecto al control y
la cepa parental BY4741 (carriles 2-5, Figura 9).

Marcador de
pesomolecular
Lambda-Hindlll

23.1kb —»
9.4kb ——»
6.6kb —»
4.4kb —»

2.3kb ——
2kb —»

,b-;S‘QUOQoqio-‘- -

564pb —»

Figura 8. Amplificacidon del cassette URA3. Carril 1, marcador de peso molecular
Lambda Hindlll, los deméas carriles contienen el producto de PCR A 58°C,
obtiendo amplicones de 1kb que corresponden al cassette URA3. Gel de agarosa
a 1% revelado bajo luz UV en el transiluminador.
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564 pb

Figura 9. Resultados de PCR para confirmacién de la recombinacién homéloga de
BTNL1 por el cassette URA3. Carril 1 marcador de peso molecular Lambda Hindlll.
Carriles 2 y 3, producto de PCR con gDNA de levadura comercial (control
positivo). Carriles 4 y 5, producto de PCR con gDNA de la cepa BY4741 (control
positivo). Carriles 6 y 7, producto de PCR con gDNA de la mutante ABtn1-1.
Carriles 8 y 9, producto de PCR con gDNA de la mutante ABtn1-2. Gel de agarosa
al 1% revelado en luz UV en el transiluminador.

9.4 Resistencia al compuesto ANP y acidificacion del medio

Pearce y colaboradores (1998) encontraron un fenotipo caracteristico de la mutante
gue podia ser correlacionado con la severidad de la enfermedad de Batten. Dicho
fenotipo denotaba un cambio en el pH celular, derivando en un desbalance
electroquimico dentro de las células neuronales, especificamente en el los
organelos designados para el desecho de metabolitos celulares. Los parametros
gue se midieron en este estudio fue el cambio del pH celular respecto al medio de
cultivo en mutantes ABtn1 con un indicador colorimétrico y la resistencia al
compuesto ANP, que se sugiere es un efecto secundario.

Midiendo la resistencia al compuesto ANP mediante un ensayo de dosis-respuesta
(Figura 10) se identificé que la mutante ABtn1-1 crecid a una mayor concentracion
respecto al control y a la cepa parental, evidenciando que aquellas células que
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carecen de BTNL1 creceran hasta en una concentracion de 4mg/ml mientras que la
cepa parental en su estado silvestre mostrard un decaimiento en el crecimiento
desde su cultivo a una concentracion de 1mg/ml.

0 mg/ml 0.5 mg/ml 1 mg/ml 2mg/ml 4mg/ml

SD - uracilo

SD + uracilo

YPD

[\

Figura 10. Experimento dosis-respuesta a ANP. Las cepas a) control, b) BY4741y
c) A-btnl, se cultivaron en medio liquido. Se realizaron cuatro diluciones 1)1x10%,
2)1x1072, 3)1x103y 4)1x10* de las cuales se sembraron 10ul de cada una por
goteo en medio SD sin uracilo, SD con uracilo y YPD respectivamente. Imagenes
capturadas a las 48 horas de crecimiento a 30°C.

Respecto a la acidificacion del medio y usando el indicador de pH purpura de
bromocresol, se encontré que la cepa mutante ABtn1 tiene la capacidad de acidificar
el medio en el que se encuentre cultivada, respecto a la cepa parental BY4741
(Figura 11). Esto sugiere que si existe un desbalance electroquimico dentro de la
célula, por lo que es necesario que los protones salgan hacia el medio externo para
evitar una subida en la acidificacion que conlleve a la muerte de la célula. Esto
puede traducirse que posiblemente BTN1 actie como un regulador del transporte
de protones en la levadura.
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48 horas 72 horas

1IX10° 1x10® 1X10°

Medio SD sin uracilo con
purpura de bromocresol

0t X107

e

v

X107 1X10° 1X10*

Medio SD con uracilocon 2474

purpura de bromocresol
Abtn1

1 1X10*  1x107

Figura 11. Acidificacion del medio. La cepa A-btnl presenta un halo mayor
respecto al de la cepa parental. Imagenes tomadas a las 48 y 72 horas.
Diluciones de 1x10*- 1x10°3,

10.DISCUSION

La Lipofuscinosis Neuronal Ceroidea Clasica Juvenil, también llamada enfermedad
de Batten (EB), es una afeccion neurodegenerativa fatal de herencia autosémica
recesiva que afecta a 1 de cada 12,500 infantes entre los 5 y 10 afios de edad en
los Estados Unidos de Norteamérica (Cotman SL, el, al. 2012). El gen responsable
de la EB es llamado hCLN3 y puede presentar multiples mutaciones que deriven en
la enfermedad, pero en el 85% de los casos, se relaciona con una delecion de 1.02
kb, especificamente en los exones 7 y 8 (cIn32¢¥7/8) (Haines RL, et al. 2009). Esta
mutacion afecta el marco de lectura abierto y se traduce en una proteina trunca no

funcional. El gen hCLN3 silvestre codifica una proteina de membrana lisosomal
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(CLN3p), de la cual su funcién biologica permanece desconocida (Padilla-Lopez S,
et al. 2012).

Dado que en la actualidad se sigue desconociendo la funcion biolégia de BTNL1,
Pearce y colaboradores en 1998 realizaron una mutante knockout para el gen BTN1
en levadura, describiendo asi al menos 5 diferentes fenotipos (Guo WX, et al. 1999).
Por la morfologia que presenta y los estudios que revelan su posible funcién, se ha
propuesto que la proteina BTN1 actua como regulador de la homeostasis de
protones dentro de los organelos destinados a desechar los metabolitos que la
célula ya no requiere. Si la proteina BTN1 estad mutada o no se encuentra en la
membrana vacuolar, la célula optara por deshacerse de la acumulacién de radicales

H+, acidificando el medio donde se encuentre (Carcel-Trullols J, et.,al 2015).

La resistencia al compuesto ANP es un efecto secundario del incremento del pH
celular y se correlaciona con la severidad de la enfermedad de Batten. Pearce y
colaboradores (1998) haciendo experimentos de complementacion con mutaciones
puntuales de CLN3 que derivan en EB en mutantes ABtn1, demostraron que hay
reversion parcial del fenotipo dependiendo de la mutacién en CLN3 y por lo tanto,

diferentes grados en la severidad de la Enfermedad de Batten (Kama R, et al. 2011).

En nuestro método de validacion de dicho modelo, nos enfocamos en la resistencia

a ANP y la acidificacion del medio, ya que sugerimos que BTN1 esta ligada a la
homeostasis vacuolar en S. cerevisiae. BTN1 codifica una proteina de membrana
de la vacuola que en condiciones de pH bajo incrementa su expresion y permite que
las dos subunidades que conforman a las bombas V-ATPasa se acoplen entre si y
sea un complejo funcional. Se cree que a partir de que la levadura sensa el pH del
medio, la V-ATPasa a partir de reguladores (como BTN1) incrementa o disminuye
el intercambio i6nico de la vacuola al lumen celular. En condiciones de pH bajo y
cuando la proteina BTN1 se encuentra mutada, el pH vacuolar disminuye,
resultando en una incapacidad para controlar el flujo de protones (Figura 12)
(Taschner PE, et al.1997).
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Normal pH

Figura 12. Posible funcion de BTN1 en la levadura S. cerevisiae. Al tener la
morfologia de un canal, Taschner y colaboradores (2005) proponen que la funcion
de BTN1 en la vacuola es la regulacion del flujo de protones en el organelo. Si la
proteina de BTN1 estd mutada esta ausente, de esta forma el flujo de protones
acidificara la vacuola y en el intento de estabilizar su pH y por medios de bombas
V-ATPasas, los protones saldran al medio donde se encuentren.

Estos fenotipos fueron complementados totalmente al insertar el gen CLN3
demostrando que ambos genes comparten la misma funcién. Nuestros resultados
coinciden con los reportados por Pearce et. al. (1998) y sientan las bases para
determinar hasta que punto la mutacion hCIn3A™® (85% de prevalencia en los casos
de EB) puede complementar los fenotipos descritos para este modelo en levadura
(Vidal-Donet JM, et al. 2013).

Hasta la fecha, no hay estudios de complementacién en cepas ABtn1 con la
mutacién mas frecuente de EB (hCLN32¢*"8) por lo cual el modelo validado por
nosotros, podria dar continuidad en la busqueda de la funcidon biolégica de
BTN1/CLN3 y el desarrollo de tratamientos efectivos para la EB (Cotman SL, et,al.
2012).
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11.CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, prodemos concluir lo
siguiente:

e La cepa de levadura S. cerevisiae knockout para la proteina BTNL1,
efectivamente mostr6 un fenotipo caracteristico que consideramos es
compatible con la Enfermedad de Batten.

e Laausenciade BTN1 genera un desbalance que se refleja en la acidificacion
del medio asi como en la resistencia a ANP.

e De esta forma, podemos concluir que BTN1 funciona como regulador del flujo
de protones en la vacuola.

e Este trabajo sienta los fundamentos para realizar posteriores ensayos de
complementacion con la mutacibn mas prevalente con la finalidad de

determinar la funcion biologica de CLN3.
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