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Resumen

Las lipocalinas son generalmente proteinas de pequefio tamafio que son secretadas
extracelularmente que aunque en un principio han sido clasificadas como proteinas tipicamente
transportadoras de pequefias moléculas hidrofobas, la vision actual es que las lipocalinas cubren un
abanico de funciones diverso y todavia no totalmente comprendido. Diversos miembros de esta
familia son proteinas de gran interés. Por ejemplo la apolipoproteina D (ApoD) y la sintetasa de la
prostaglandina D (Ptgds) son proteinas que se expresan principalmente en sistema nervioso,

interviniendo en procesos claves.

La expresion de las citadas lipocalinas, entre otras, se encuentra muy regulada en diferentes tejidos
o condiciones fisiologicas. Asi por ejemplo ApoD es sobreexpresada en ciertos tipos de céncer y
subexpresada en otros, encontrdndose ademads sobreexpresada en Alzheimer. Estos hechos hacen
necesario conocer como es llevada a cabo la regulacion de la expresion génica de esta lipocalina, asi
como de otros miembros de interés de la familia. Aunque algunos aspectos del control de la
transcripcion de algunas lipocalinas son conocidos, los conocimientos sobre su regulacion
postranscripcional son muy escasos. Debido a que esta regulacion es ejercida principalmente por las
UTRs 5y 37 es del maximo interés conocer como son estas regiones y dilucidar cual es el papel

regulador que ejercen en la expresion génica de esta familia.

Este ha sido el proposito de la presente tesis cuyos resultados han aportado algo de luz sobre estos
mecanismos de regulacion. Se ha encontrado que ciertas lipocalinas, las més ancestrales, hacen uso
de UTRs S5’alternativas, mientras que las evolutivamente mas recientes no. Asi mismo la
organizacion genomica y los mecanismos que controlan la produccion de estas alternativas son de
cierta complejidad y muestran signos de estar finamente regulados. Respecto a las regiones
UTRs 3’ también se ha encontrado, principalmente en las lipocalinas ancestrales, que existe cierta
variabilidad, encontrandose formas cortas y largas. Siendo en este caso mas facilmente explicable el

origen de esta diversidad mediante sefiales de poliadenilacion-corte alternativo.

Los experimentos realizados con la lipocalina ApoD han demostrado la realidad biologica de los
transcritos alternativos seleccionados en las bases de datos, portadores de diferentes UTRs 5°. Los
resultados ponen de manifiesto ademds que hay diferencias en la expresion de las formas
alternativas en diferentes tejidos e incluso en diferentes condiciones fisiologicas. Por lo que es de

esperar que las distintas UTRs S’alternativas ejerzan diferentes tipos de regulacion



postranscripcional.

Los estudios evolutivos realizados ponen de manifiesto que, en las lipocalinas mas ancestrales,
parte de la arquitectura gendomica de la region UTR 5° se ha conservado en los mamiferos, mientras
que en parte se ha producido cierta divergencia entre los diferentes linajes de mamiferos,
seguramente como resultado de las diferentes necesidades fisiologicas de cada uno de ellos . En las
lipocalinas mas recientes no se han encontrado indicios de conservacion en las respectivas regiones

UTR 5. Para las regiones UTRs 3 se han encontrado resultados semejantes.

Los analisis predictivos realizados sobre las UTRs 5y 3" han permitido identificar en dichas
regiones potenciales elementos que pueden afectar a la eficiencia de la traduccion o de la
estabilidad del ARNm. En las lipocalinas mas ancestrales estos elementos son abundantes, muestran
diversidad en las formas alternativas y cierto grado de conservacion en lo mamiferos, demostrando
que la regulacion postranscripcional en estas lipocalinas es importante. Sin embargo los resultados
obtenidos sugieren que las lipocalinas mas recientes sufren una regulacion postranscripcional
escasa. Las predicciones en estas ultimas sugieren que sus transcritos son traducidos por lo general

de forma eficiente.



Motivacion de la tesis

Los miembros de la familia proteica de las lipocalinas son generalmente proteinas de pequefio
tamafio que son secretadas extracelularmente. Aunque en un principio han sido clasificadas como
proteinas tipicamente transportadoras de pequeias moléculas hidrofobas, la vision actual es que las
lipocalinas cubren un abanico de funciones diverso y todavia no totalmente comprendido. Entre
algunas de sus funciones podemos citar el transporte de retinol, la implicacion en funciones
olfativas, en el transporte de feromonas, en la sintesis de prostaglandina y su participacion en

diversos procesos de homeostasis celular.

Si hay una lipocalina que nos sirve de modelo para ilustrar la multiplicidad de funciones es ApoD
(apolipoprotein D). De las funciones que desempefia dicha proteina destacan las que ejerce en el
sistema nervioso, interviniendo en la formacién de mielina y en procesos de reinervacion, asi como
en la proteccion frente al dafio cerebral [1]. Estd proteina se encuentra especialmente regulada en
diversas fases de formacion del sistema nervioso durante el desarrollo, asi mismo se encuentra
sobreexpresada en ciertos procesos patologicos como el Alzheimer e ictus [1]. Respecto a cancer
ApoD es sobreexpresada en ciertos tipos de cancer como de pulmoén, ovario y piel entre otros. Sin

embargo es subexpresada en otros, como en el carcinoma esofagico de células escamosas [1].

Podemos mencionar a otros miembros de interés de la familia con funciones diversas y que
muestran variaciones en su expresion génica. Entre estos miembros podemos destacar a PTGDS
(prostaglandin D synthase) y NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin, también
denominada como LCN2). PGDS es expresada principalmente en sistema nervioso y muestra
diferencias de expresion en diferentes tejidos y tipos celulares [2]. NGAL también se muestra como
una lipocalina multifuncional, implicada en la respuesta de inmunidad innata y que puede actuar
como factor de crecimiento [3, 4]. Esta lipocalina sufre variaciones en su expresion, elevando sus
niveles cuando se producen dafos renales [5] y alterandose su expresion en algunos canceres, por lo

que ha sido propuesta como biomarcador [6, 7].

Por lo anteriormente expuesto parece fundamental conocer cuales son los mecanismos responsables
de la regulacion de la expresion de estas lipocalinas, entre otras. Algunos aspectos de la regulacion
de la expresion génica de lipocalinas como ApoD y PTGDS son conocidos a nivel de la
transcripcion, habiéndose identificado ciertos elementos reguladores en su regién promotora [8, 9].
Ademas de la relevancia que el control de la transcripcion tiene en la regulacion de la expresion

génica, es bien conocido el importante papel que desempena la regulacion a nivel



postranscripcional. Dicha regulacion es ejercida principalmente por elementos que se encuentran en
las regiones no traducidas 5’y 3’"del ARNm (UTR 5y UTR 3") [10]. El conocimiento que hay sobre
estas regiones en las lipocalinas y la regulacion postranscripcional que las mismas puedan ejercen
es muy escaso. Asi por ejemplo hay indicios de un miARN que actuaria en la UTR 3'de NGAL e
inhibiria su expresion, teniendo esto importancia para la progresion de tumores, ya que esta
lipocalina es sobreexpresada en los mismos [11]. Se desconoce, entre otros muchos aspectos, la
relevancia que pueda tener la expresion de UTRs alternativas, fendémeno frecuente en genes

eucariotas, en la regulacion de la expresion génica en esta familia proteica.

El propodsito de esta tesis es aportar algo de luz sobre los mecanismos de regulacion
postranscripcional ejercidos por las UTRs de las lipocalinas. Para llevar a cabo esta investigacion se
han seleccionado una serie de lipocalinas de mamiferos. Los motivos de limitarlo a este taxon son:
que las lipocalinas son abundantes en este grupo, que existe amplia informacion para las diferentes
especies de mamiferos en las bases de datos de secuencias, que hay muchas lipocalinas ortélogas
entre diferentes especies del taxon, lo que facilita las comparaciones y por Ultimo y no menos
importante se acota la magnitud del tema para hacerlo abordable en una tesis. En la seleccion de las
lipocalinas se ha tenido en cuenta que estas representen bien las variadas funciones que realizan, asi

como la historia evolutiva de las mismas.

Bibliografia

[1] Akerstrom, B. et al. Plasma Lipocalins Alagp, ApoD, ApoM, C8GC. Lipocalins Book Review.
Landes Bioscience (2006)

[2] Akerstrom, B. et al. PGDS. Lipocalins Book Review. Landes Bioscience (2006)

[3] Yang, J. et al. An Iron Delivery Pathway Mediated by a Lipocalin. Molecular Cell 10, 1045—
1056 (2002).

[4] Schmidt-Ott, K. M. et al. Dual Action of Neutrophil Gelatinase—Associated Lipocalin. Journal
of the American Society of Nephrology 18, 407—413 (2007).

[5] Bennett, M., Dent, C. L., Ma, Q., Dastrala, S., Grenier, F., Workman, R., ... Devarajan, P. .
Urine NGAL Predicts Severity of Acute Kidney Injury After Cardiac Surgery: A Prospective Study.
Clinical Journal of the American Society of Nephrology 3, 665—673 (2008)

[6] Bauer, M. et al. Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) is a predictor of poor
prognosis in human primary breast cancer. Breast Cancer Res. Treat. 108, 389-397 (2008).

[7] Moniaux, N., Chakraborty, S., Yalniz, M., Gonzalez, J., Shostrom, V. K., Standop, J., Batra, S.
K. . Early diagnosis of pancreatic cancer: neutrophil gelatinase-associated lipocalin as a marker of



pancreatic intraepithelial neoplasia. British Journal of Cancer 98, 1540—-1547 (2008).

[8] Fujimori, K. et al. Regulation of Lipocalin-type Prostaglandin D Synthase Gene Expression by
Hes-1 through E-box and Interleukin-1p via Two NF-xB Elements in Rat Leptomeningeal Cells. J.
Biol. Chem. 278, 6018-6026 (2003).

[9] Zhang, P.-X. et al. Regulation of neutrophil gelatinase-associated lipocalin expression by
C/EBPB in lung carcinoma cells. Oncol Lett 4, 919-924 (2012).

[10] Barrett, L. W. & Fletcher, S. Regulation of eukaryotic gene expression by the untranslated gene
regions and other non-coding elements. Cellular and Molecular Life Sciences 69, 3613-3634
(2012).

[11] Lee, Y. C., Tzeng, W.-F., Chiou, T.-J. & Chu, S. T. MicroRNA-138 Suppresses Neutrophil
Gelatinase-Associated Lipocalin Expression and Inhibits Tumorigenicity. PLoS One 7, (2012).



Objetivos y organizacion de la tesis

Los objetivos que se pretenden alcanzar con esta tesis son:

1.

- Obtener una base de datos de secuencias de transcritos de lipocalinas ortdélogas de
mamiferos y caracterizar las regiones no traducidas (UTRs 5"y 3”) de los mismos en

cuanto a longitud y composicion de nucleotidos.

- Determinar la existencia de UTRs alternativas en las lipocalinas de mamiferos,

tratando de dilucidar los mecanismos que las originan.

- Llevar a cabo una confirmacion experimental de las UTRs que “in silico” muestren

tener una mayor variabilidad, para confirmar su relevancia biologica.

- Llevar a cabo un estudio comparativo de las UTRs 5"y 3" ortélogas de lipocalinas
entre los diferentes grupos de mamiferos, para conocer en que medida se ha
producido conservacion y conocer el proceso evolutivo que ha originado la

diversidad de estas regiones.

- Una vez determinadas las regiones UTRs 5’y 3’, realizar estudios predictivos, tanto
de estructura primaria como secundaria “2D”, para identificar potenciales

elementos que intervengan en la regulacion postranscripcional.

- Realizar una integracion del conjunto de datos obtenidos (identificacion de motivos
de secuencia primaria, identificacion de elementos estructurales y elementos
conservados) para elaborar un modelo de como estas regiones ejercen su regulacion

postranscripcional en la expresion de las lipocalinas.

La tesis se ha organizado de la siguiente manera:

En una primera parte se expone un Material Introductorio con dos capitulos. Un

primer capitulo donde se describe detalladamente a la familia de las lipocalinas y un

segundo capitulo donde se hace una revision de los mecanismos de regulacion de la

expresion génica en eucariotas. Centrando el tema en la regulacion de la transcripcion y en



los mecanismos de regulacion postranscripcional.

En una segunda parte se exponen los Resultados Obtenidos, organizados en diferentes
capitulos. En cada uno de los seis capitulos se incluyen los siguientes apartados: objetivos

especificos del capitulo, material y métodos, resultados y discusion.

En una tercera parte se exponen unas Comnclusiones Finales, donde se integran los

resultados de los diferentes capitulos para obtener una vision de conjunto.



INTRODUCCION

I. Las lipocalinas

II. La regulacion de la expresion geénica en eucariotas



LAS LIPOCALINAS



1.- Concepto

Los miembros de la familia proteica de las Lipocalinas son generalmente proteinas de pequefio
tamafio y son secretadas extracelularmente. Aunque las Lipocalinas muestran gran diversidad en sus
secuencias, se caracterizan por una serie de propiedades comunes: su habilidad para unirse a
moléculas hidrofobicas de pequefio tamafio, su unidon a receptores en la superficie celular y la
posibilidad de formacién de complejos macromoleculares. A pesar de la escasa conservacion de sus

secuencias, presentan un patron general de plegamiento que si estd altamente conservado.

Aunque en un principio han sido clasificadas como proteinas transportadoras, la vision actual es que
las Lipocalinas cubren un abanico de funciones diverso. Entre ellas podemos citar el transporte de
retinol, la implicaciéon en funciones olfativas, en el transporte de feromonas, en la sintesis de

prostaglandina e incluso la participacion en la respuesta inmunitaria y en la homeostasis celular.

La investigacion de las Lipocalinas se caracteriza por el continuo descubrimiento de nuevos
miembros. Desde que fueron descubiertas en 1981 [1] esta familia de proteinas ha crecido
rapidamente y actualmente hay identificadas mas de 40 proteinas, en bacterias, plantas y animales.
Los analisis filogenéticos de las Lipocalinas son complejos y han dado como resultado la

clasificacion de las mismas hasta en 14 clados o grupos diferentes [2a].

2.- La secuencia proteica de la familia de las Lipocalinas

Los genes de las lipocalinas son transcritos, salvo excepciones, en ARNm de un tamafio que oscila
entre 0.6 y 1 Kb. Estos son traducidos a polipéptidos de un tamafio entre 160 y 230 aminoacidos, la
mayoria de los cuales presenta un péptido sefal que permite su exportacion extracelular [2b]. Una
clara excepcion a esta exportacion se presenta en lipocalinas procariotas, que son ligadas mediante
lipidos a las membranas celulares, o bien se encuentran solubles en el espacio peripldsmico
bacteriano. Entre los ecucariotas también encontramos excepciones [2b], asi la lipocalina Lazarillo
de saltamontes se encuentra ligada mediante GPI (glicosifosfatidilinositol) a las membranas

neuronales y en el caso de la Probasina de rata su localizacion parece ser nuclear.

El polipéptido maduro de las lipocalinas tiene un peso molecular medio estimado (sin considerar las



modificaciones postraducccionales) de 19.4 kDa, pero sus valores oscilan entre 17.7 y 21.7 KDa.

Esta variacion se debe a la diferente extension que muestran los extremos carboxilo o amino

terminal, caracteristica propia de ciertas Lipocalinas que pertenecen a diferentes clados [2b].

En las lipocalinas se da frecuentemente un bajo nivel de conservacion, con valores de identidad
entre secuencias de proteinas paralogas en el rango de 20% - 30 %. Valores que estan dentro de la
“zona de penumbra” a la hora de asignar una proteina a una familia determinada. Sin embargo todas
las lipocalinas comparten suficiente semejanza en forma de cortos motivos conservados (SCRs). El
alinemaiento multiple de lipocalinas llevo a considerar inicialmente [2b] a tres de estos motivos
(SCR1, SCR2 y SCR3) como propios de las lipocalinas genuinas y a todas las que contenian a estos
tres SCRs se las consider6 lipocalinas centrales o principales. Las que carecian de alguno o algunos
de ellos fueron consideradas lipocalinas secundarias o periféricas. El descubrimiento de nuevas
lipocalinas y el analisis de sus estructuras y los alineamientos mutltiples ha llevado a relajar los
criterios mencionados [2b]. Asi, en un alineamiento multiple de 209 Lipocalinas, el 90% contenia
dos de los motivos (SRC1 y SRC3), mientras que mas del 60 % de ellas contenia el tercer motivo
(SRC2). Llega a darse el caso en que todos los componentes de ciertos clados de lipocalinas carecen

de alguno de estos motivos.

Otras propiedades derivadas de la secuencia primaria de las proteinas permiten identificar a las
lipocalinas de los diferentes clados. El punto isoeléctrico (pl), calculado para la secuencia proteica
madura, es un factor importante para la solubilidad y plegamiento del polipéptido. Encontramos
valores desde pl basico como en la probasina hasta acido como en RBP o ApoD. También ha sido
investigada la capacidad de glicosilacion (N-glicosilacion y O-glicosilacion) de las lipocalinas
encontrandose diversidad de estas en los diferentes clados. Asi hay clados que presentan los dos
tipos de glicosilaciones, bien s6lo una de ellas, e incluso clados que presentan escasos lugares de
glicosilacion. En la tabla 1 se sintetiza la informacion de los parametros propios de algunos clados

de lipocalinas bien establecidos filogenéticamente.



Lipocalinas I 157 8.1 0 0 0-1
bacterianas

Lipocalinas de I 190 5.1 1 0 0
plantas

Quimiorrecepcion 1 X 159 59 0-1 0 0-1
Miscelanea de - 162 6.5 1-2 0-1 0-1
lipocalinas

Tabla 1. Propiedades bioquimicas de lipocalinas pertenecientes a algunos de los clados bien establecidos
filogenéticamente (propiedades predichas a partir de su secuencia de proteina). Modificada de referencia [2]

3.- Semejanzas estructurales en la familia de las Lipocalinas.

La forma comun de plegarse de las lipocalinas es una estructura simétrica, toda ella en forma beta.



La estructura predominante es una cadena simple con ocho ldminas en beta en forma antiparalela.
Dicha estructura estd cerrada sobre si misma formando una estructura de tipo “barril beta” (figura
1), estabilizada mediante puentes de hidrégeno entre laminas beta adyacentes. Las ocho laminas en
beta del barril de lipocalinas, normalmente nombradas de la A a la H, estan unidas mediante una
sucesion de conexiones “+ 17, en el extremo amino terminal se encuentra una estructura 3-10 y en
el carboxilo una alfa hélice (figura 2). La estructura del barril de las lipocalinas se enrolla hacia la
derecha y de forma coénica alrededor del eje central, de forma que la ldmina A puede unirse a la H
mediante puentes de hidrogeno. Un extremo del barril se encuentra abierto, mientras el otro esta
cerrado, formando los residuos del interior del barril un niicleo muy empaquetado. A continuacion

de las ocho laminas beta del barril hay una cadena en alfa hélice (figura 3).

A
N C

Figura 1. Estructura tipica de “barril
beta”. A, esquema de la estructura
secundaria. B, representacion de la
estructura tridimensional del barril beta.
Flechas: hojas en beta, lineas: lazos de
union entre hojas en beta.
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Figura 2. Esquema de la estructura secundaria tipica de las lipocalinas. A a H
representan las hojas beta, L1 a L7 los lazos de union entre hojas beta. En el extremo
amino terminal se encuentra una estructura tipo alfa 3-10 y en el carboxilo terminal
una alfa hélice (al). En los recuadros se encuentran las regiones mejor conservadas
entre diferentes lipocalinas, azul respecto a estructura y negro en secuencia
aminodcidos. Extraida de referencia [4].

El barril beta da lugar al sitio de unién del ligando formado por una apertura y por una cavidad
interna (ver figura 3). La diversidad estructural y de secuencia de este conjunto apertura-cavidad es
lo que permite a las diferentes lipocalinas mostrar diversidad en su union a los ligandos. En
contraste con la relativamente bien conservada topologia del barril beta, los lazos de unién entre
laminas beta difieren bastante entre los miembros de esta familia, tanto en longitud y secuencia de
aminoacidos, asi como en la conformacion que estos adquieren. Estas diferencias son las que dan
lugar a la diferente conformacion del sitio de union y a la especificidad de ligando que muestran las

diferentes lipocalinas.

Dentro de las caracteristicas comunes del plegamiento de las lipocalinas destacan tres regiones
estructurales bien conservadas (SCRs: SCR1, SCR2 y SCR3), ya comentadas previamente, que se
encuentran en regiones concretas de la estructura de las lipocalinas (figura 4). En fechas posteriores
han sido identificados otros dos motivos, con un papel relevante en el plegamiento del polipéptido
[5]. Uno de ellos localizado proximo al extremo cerrado del barril beta, el otro localizado al

comienzo de la alfa-hélice del extremo carboxilo terminal.
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Figura 3. Estructura tridimensional de la lipocalina
RBP unida a retinol.

Las lipocalinas junto con otras dos familias distintas de proteinas, las FABPs (proteinas de union a
acidos grasos) y las avidinas (con afinidad por la biotina), forman parte de la superfamilia de las
Calicinas [2b]. El barril beta de las FABPs esta formado por diez laminas en beta y el de las
avidinas aunque esta formado por ocho, como las lipocalinas, es menos eliptico en seccion
transversal. A pesar de estas diferencias y de la ausencia de similitud global de sus secuencias, los
componentes de esta superfamilia adquieren una conformacion bastante semejante. Asi mismo
comparten una semejanza funcional, en cuanto a unién a compuestos hidrofoébicos, o al menos de
pequefio tamafio y/o presentan interacciones macromoleculares clave. Con el tiempo la superfamilia
de las calicinas ha ido creciendo, gracias a nuevas evidencias de semejanzas estructurales,
incluyendo a un variado grupo de proteinas como las inhibidoras de metaloproteasas o las

estafostatinas, entre otras [2b].
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Figura 4. Posicién de las regiones estructurales conservados SCR1, SCR2 y SCR3 en
la estructura secundaria de las lipocalinas. En los cuadros inferiores se nuestran los
motivos que se corresponden con los SRCs en diversas secuencias de lipocalinas.
Imagen extraida de referencia[3].

4.- Funciones de las Lipocalinas

Si bien las lipocalinas son calificadas como proteinas transportadoras, estas cumplen bien mediante
transporte o mediante otros procesos un enorme abanico de funciones. Una enumeracion exhaustiva
de las funciones estaria fuera de los propositos de esta tesis, dandose ademas la circunstancia de que
hay lipocalinas cuya funcidon es aun desconocida. A continuacidon se mencionan ejemplos de las

variadas funciones que desempefian algunos miembros de la familia mejor estudiados.

4.1.- Funcién transportadora

Las lipocalinas han sido clasificadas generalmente como proteinas transportadoras extracelulares.
Dicha funcion viene tipificada por RBP [2¢, 3], proteina transportadora del retinol en el plasma.
RBP es producida en el higado y tras su union al retinol es secretada al plasma sanguineo. Ya en la

circulacion RBP se une a otra proteina la transtiterina (TTR), formando asi un complejo



macromolecular. Dicho complejo, debido a su mayor tamafio, previene de la pérdida de RBP por
filtracion del glomérulo renal. La interaccion de RBP con receptores de membrana en células
especificas hace que este libere el retinol y pierda su afinidad por TTR, finalmente la RBP

resultante es filtrada por el rifion, reabsorbida y degradada.

4.2.- Actividad de feromona

Al menos tres clases de lipocalinas cumplen esta funcion: el complejo MUP (Major Urinary
Protein) de raton, la alfa2u-globulina de la rata y la afrodisina del hamster [2d, 3]. La sintesis de
lipocalinas urinarias como UMP y alfa2u-globulina tiene lugar en el higado y es dependiente de la
presencia de testosterona. Dos peculiaridades distinguen a estas dos lipocalinas urinarias de ratén y
rata de otras lipocalinas excretadas. En primer lugar actian como proteinas de unién a odorantes
que se producen en el cuerpo y posteriormente en el medio exterior liberan lentamente las
sustancias odorantes volatiles. En segundo lugar las proteinas no son secretadas en una forma

quimica definida sino que lo hacen en forma de un complejo de composicion variable.

Parece ser necesaria la union del odorante urinario con la fraccion proteica para que la accion de
feromona sea efectiva. En la naturaleza los odorantes volatiles atraen a los congéneres y los invita a
realizar una prospeccion quimica de las proteinas mediante el lamido. Efectos de feromona bien
conocidos son los producidos por MUP, como el adelanto del estro en hembras prepuberales (efecto

Bandenbergh) y la induccion del estro, tras su supresion (efecto Whitten) [2d].

El receptor de las lipocalinas urinarias es el 6organo vomeronasal, que tras ser estimulado envia la

informacion al hipotadlamo donde el ciclo sexual es controlado.

La afrodisina es una lipocalina aislada de las secreciones vaginales del hamster dorado. Es
sintetizada in situ por las glandulas del cervix del utero. La actividad feromona de la afrodisina se
mantiene tras retirar la fraccion orgénica unida a ella, pero desaparece con la proteolisis. Esto indica

que la fraccion proteica es la responsable de dicha accion [2d].

4.3.- Proteinas olfativas y gustativas

Un conjunto de lipocalinas son propias de las secreciones de mucosa nasal, son las llamadas
proteinas de unioén a odorantes, denominadas OBPs (odorant binding proteins) [2 y 3]. Han sido

identificadas en diferentes especies de mamiferos y en un unico caso de vertebrado no mamifero,



en la rana (BG; proteina de la glandula de Bowman).

Una caracteristica importante de las OBPs es su capacidad de union reversible a un amplio espectro
de moléculas organicas de tamafio medio y naturaleza hidrofobica. Las OBPs son sintetizadas por
las glandulas del epitelio nasal, en las regiones respiratorias o0 vomeronasal, pero no en la olfativa
[2]. La funcion que desempena no esta totalmente clara, pero el sitio donde se expresa, su afinidad
por compuestos de tipo feromona y su gran similitud a las proteinas urinarias, ya mencionadas,
sugieren que las OBPs juegan un papel en la percepcion de las feromonas en el o6rgano

vomeronasal.

Por otra parte hay evidencias que otra lipocalina, la VEGP (Von Ebner’s-gland protein), puede
colaborar en la sensacion del gusto mediante la eliminaciéon del sabor amargo, uniéndose a
compuestos que tienen esta propiedad [3]. VEGP es también secretada por la glandula lacrimal en el
fluido de la lagrima. Se ha sugerido su colaboracion con la lisozima en su accidon bactericida y que
ella misma podria tener accion bactericida mediante el transporte de compuestos que presentan esta

propiedad.

4.4.- Modulacion del Sistema Inmune

Las concentraciones en plasma de diversas proteinas varian durante la respuesta en fase aguda, una
reaccion fisioldgica compleja ante el estrés y la inflamacion, que juega un importante papel en el
progreso de las enfermedades. Entre las proteinas que muestran este aumento se encuentran las
lipocalinas: AGP (alfal-acid glicoprotein), NGAL (neutrofil lipocalin), PP14 ( pregnancy protein
14) 'y AIM (alfal-microglobulina) [3]. Se cree que estas lipocalinas tienen funcion
inmuonsupresora o antiinflamatoria previniendo frente a los dafios en tejidos, aunque también
parecen desempefiar un importante papel en esta funcion mediante el transporte de factores. Hemos
de citar ademads a la lipocalina C8y, que es una de las subunidades de los ocho componentes del
complemento (C8), que junto con otros componentes se une a la membrana de organismos

patogenos dando lugar a la formacién del llamado complejo de ataque de membrana [3].

Se ha comprobado que PP14 tiene efecto supresor de la actividad de los linfocitos T asesinos, asi
mismo en presencia de PP14 la interleucina-2 pierde su capacidad de incrementar la proliferacion

de linfocitos T [3]. Se ha demostrado que A1M suprime la proliferacion policlonal, inducida por



antigenos, de linfocitos cultivados. Esta misma lipocalina inhibe la migracion espontianea de
granulocitos neutréfilos in vitro e inhibe la atraccion quimiotactica de los granulocitos frente a un
gradiente de citoquinas [3]. Respecto a AGP también hay evidencias de su capacidad anti
inflamatoria e inmunoreguladora, funciones estas que parecen estar muy relacionadas con el tipo de
glicosilaciones que presenta esta lipocalina, que recubren la casi totalidad de su superficie

molecular [3].

4.5.- Funcion Enzimatica

La lipocalina PGDS (prostaglandin D synthase) es el primer miembro de esta familia en ser
reconocido como enzima. Dicha lipocalina cataliza la isomerizacion del precursor de prostaglandina
PGH; a PGD:, el cual es un potente somnogeno interno, asi como un modulador de la nociocepcion

[2e, 3].

PGDS es una lipocalina muy glicosilada que se expresa principalmente en sistema nervioso central
y en organos genitales de mamiferos. Una vez producida es secretada al liquido cerebro-espinal o al
plasma seminal respectivamente. PGDS demuestra ademas tener afinidad por diversos ligandos de
caracter lipofilo (PGD,, bilirrubina, acido retinoico, etc) , por ello se sugiere que es una lipocalina

multifuncion con funciones enzimatica y de transporte [2¢].

4.6.- Regulacion celular

Si hay una lipocalina que parece estar implicada en multiples procesos, que podriamos calificar de
regulacion celular, es ApoD (apolipoprotein D). En humano esta lipocalina se encuentra en
numerosos fluidos, aunque poco expresada en higado e intestinos, donde por el contrario si son

expresadas otras lipoproteinas [2f].

Diversas evidencias sugieren una relacion entre la expresion de ApoD y la proliferacion celular. Asi
mismo hay evidencias de la relacion de la expresion de ApoD con la fase celular de detencion del
crecimiento permanente (growh arrest). La modulacion de la expresion de ApoD puede observarse

en diversas patologias: diabetes tipo 2, disfuncion renal y dafios en tejidos por isquemia, entre otras

[2f].

En el hipotdlamo ApoD interacciona especificamente con la parte citoplasmatica de la forma larga

del receptor de leptina (Ob-Rb), implicado en la regulacioén de la ingesta de alimento y en el peso



corporal. Los indicios sugieren que ApoD estaria implicado en la ruta de sefales de transduccion

que controla la acumulacion de grasa corporal [21].

ApoD esta también implicado en la gestacion y el desarrollo del feto. En raton ApoD esta
selectivamente modulado, desde E9 al nacimiento, en mesenquima y en neuroepitelio. En cerebro
de rata, durante el desarrollo y en el periodo neonatal temprano, la induccion de la expresion de
ApoD coincide con el periodo de mielinizaciéon y con la formacion de sinapsis. En el sistema
nervioso central ApoD podria estar implicado en el transporte de hormonas esterorideas y por lo
tanto participar en los procesos de reinervacion. ApoD se incrementa en el fluido cerebroespinal de
pacientes con Alzheimer, asi como en pacientes de ictus, meningoencefalitis, demencia y otros
trastornos. Sin embargo los niveles de ApoD son bajos en el serum de pacientes con esquizofrenia,
reforzando este hecho las hipotesis recientes que apuntan a defectos sistémicos en el metabolismo

de los lipidos como el origen de esta enfermedad [2f].

La expresion de ApoD se ve incrementada tras dafos cerebrales agudos en astrocitos y
oligodendrocitos , asi como en neuronas. Igualmente ApoD podria ser parte de un sistema de
defensa antioxidante y actuar como un eliminador de moléculas relacionadas con hemo, como la

bilirubina.

Respecto a cancer ApoD es sobre-expresado en ciertos tipos de cancer como de pulmon, ovario y
piel entre otros. Sin embargo es sub-expresado en otros o incluso suprimido por metilaciones del
ADN, como en el carcinoma esofagico de células escamosas. A pesar de ello la correlacion entre la
expresion de ApoD y las distintas fases de los tumores permanecen ambiguas. En qué medida la
expresion de ApoD es una causa o una consecuencia en estas transformaciones celulares es una

cuestion que permanece sin resolver [2f].

La regulacion de la expresion de ApoD es compleja y muchos autores han demostrado la influencia

de diversos factores bioldgicos en la modulacion de la misma [2f].

5.- Los genes de las lipocalinas y su historia evolutiva

El gen ancestral de las lipocalinas parece haberse originado en un grupo de bacterias y
probablemente fue heredado con posterioridad por los eucariotas, debido a una fusion gendmica
[2g]. Considerando este origen hipotético hemos de esperar que las lipocalinas estén presentes en

todos los descendientes del eucariota comun ancestral. Actualmente, ademas de en las bacterias, se



han encontrado lipocalinas genuinas en un protoctista, un hongo, varias plantas, un nematodo,

varios artropodos, un tunicado, un cefalocordado y en muchos cordados [2g].

5.1.- Estructura del gen de las lipocalinas

Bien por secuenciacion directa, o por métodos bioinformaticos, se ha podido llegar a conocer la
estructura exon-intron de las diversas lipocalinas eucariotas. En la figura 5 se ofrece el panorama de

la estructura génica de un determinado nimero de lipocalinas sin pretension de ser exhaustivo.

Si nos centramos en animales, cuando se sefiala la posicion de los intrones en los alineamientos de
lipocalinas, el patron que emerge es un modelo de organizacion con un maximo de cinco exones
(el-e5) y cuatro intrones (A-D) en artropodos, frente a un maximo de siete exones (el-e7) y seis
intrones (A-F) en cordados (figuras 5 y 6), siendo ademads el tamafio de los exones y la fase de los
intrones semejantes entre diferentes lipocalinas [7, 8]. Estos rasgos han permitido realizar
alineamientos de las lipocalinas més atipicas con el resto y asi poder realizar anélisis filogenéticos
mas completos de esta familia de proteinas en el reino animal. Mas alla de esto, aun no se han
identificado suficientes genes de lipocalinas en otros filum, como para extraer de ellos inferencias a

partir de su organizacion exon-intron.

Ademas de estas caracteristicas, existe otro aspecto que puede ser utilizado para la identificacion de
exones, sin ambigiiedad, se trata de los motivos comunes de lipocalinas. Dichos motivos son cortas
secuencias que codifican para una secuencia peptidica caracteristica, los llamados motivo GxW en
el e2 y el motivo TDY en el e4 (ver figura 6). La presencia de estos motivos es la inica herramienta
fiable que permite afirmar por ejemplo que los dos Unicos exones de las lipocalinas de plantas debe

formar parte del conjunto de exones encontrados en animales [2g] (ver figura 5).

En vertebrados, si bien el patrén general de la estructura génica que ya hemos comentado se
conserva de forma general, se muestran ciertas desviaciones particulares para algunas lipocalinas.
Entre otras podemos citar la pérdida de los intrones D a F en APOD o la incorporacion de un exon

no codificante 5 adicional en RBP4 y en APOD de mamiferos [2g].
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Figur a 5. Organizacion exén-intrén de los genes de lipocalinas. Debajo del nombre se indica si es una lipocalina principal (K,
kernel) o periférica (O, outlier). Los exones representados por bloques, negros ORF blancos UTRs , sobre ellos un numero
indica su tamaiio (nt). Los intrones representados por lineas continuas no estan a escala, sobre ellos se indica la fase del intron.
La correspondencia de ciertos exones, como en Vde, con los exones arquetipicos (el-e7) se indica debajo de estos.Los fenomenos
de splicing alternativo también aparecen indicados bajo ciertos exones.Extraida de referencia [7]
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Figura 6. Organizacién exén-intrén de lipocalina modelo de vertebrados. Bajo los exones
(bloques negros ORF y blancos UTRs) se representa la posicion de las hojas beta antiparalelas y
otros elementos de su estructura secundaria. Bajo estas se representan los motivos conservados
entre lipocalinas. Extraida de referencia [7].

5.2- Localizaciéon cromosémica v clusters de genes

La organizacion cromosOmica de las lipocalinas en vertebrados muestra un curioso patréon. En
humano, con la excepcion de APOD, APOM y RBP, la mayoria de los genes de lipocalinas estan
situados en el brazo largo del cromosoma 9 (HSA9q) (Figura 7 y 8). Asi mismo sus ortélogos en
raton y rata estan agrupados en dos cromosomas diferentes que muestran sintenia con HSA9q [7, 9].
En la gallina un grupo de genes de lipocalinas, que son los equivalentes de HSA9q, se hayan
situados en el cromosoma 17 [10]. Asi mismo, al igual que en humano, los genes de ApoD y Rbp4
de roedores y gallina se hayan en cromosomas aislados (ver figura 7). En muchas ocasiones , en
estos clusters de genes, aparece mas de una copia de algunos de ellos. Esto nos indica la tendencia

de los genes de lipocalinas a sufrir duplicaciones [2g].
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5.3.- Inferencias sobre la evolucion de la familia de las lipocalinas

5.3.1.- Evolucioén de las lipocalinas como resultado del analisis de la estructura génica

Como ya hemos tratado previamente, la estructura génica de las lipocalinas esta bien conservada,
por lo que podemos asumir que los limites exon-intron son homologos y que por lo tanto contienen
trazas de la historia evolutiva de estos genes. Para este analisis se desarrolld un método basado en
una medida de similitud del limite intron-ex6n, limites que son posteriormente mapeados sobre un
alineamiento multiple de secuencias de proteinas de lipocalinas seleccionadas, cuya estructura
génica es bien conocida [8]. Tres pardmetros son usados para calcular la distancia genética
siguiendo este método: el numero de intrones presentes en la secuencia codificante (ORF, open
reading frame), la fase de los intrones y la posicion del limite exdn-intron. La restriccion del calculo
de esta distancia a la ORF se debe a varios motivos: 1) a las dificultades de alinear las UTRs y por
lo tanto a la dificultad de asignar caracteres homologos de los limites exdn-intron que se encuentren
en estas regiones, 2) la menor presion de seleccion a la que estan sometidas estas regiones no
codificantes y por lo tanto a su mayor propension a ganar o perder intrones, y 3) a que la fase de los
intrones, presentes en la ORF, es un cardcter que aporta una sefial filogenética realmente

informativa.

Cuando se aplica esta metodologia a la familia de las lipocalinas se obtiene un arbol filogenetico



que es congruente con otros obtenidos previamente, basados en el alineamiento de las secuencias de
proteinas [11 y 12], dando asi soporte y ayudando a interpretar la historia evolutiva de las
lipocalinas. Este arbol filogenético obtenido (Figura 9) y, enraizado con la lipocalina del eucariota
unicelular Dictyostelium, se muestra acorde con la filogenia de los organismos y clasifica las
lipocalinas de artrépodos en tres grupos, dos de ellos con 3 intrones y uno con 4 intrones. La
lipocalina de cordados que ocupa una posicion mas basal en el arbol filogenético es ApoD, el resto
de lipocalinas de cordados es monofilético y aparecen separadas en tres grupos, en funcion de la

presencia de 4, 5 o 6 intrones en su ORF.
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Figura 9. Arbol filogenético (Neighbor- Joining) de las lipocalinas basado en la
organizacion exon-intron de los genes seleccionados, enraizado con una lipocalina
de protoctista (Ddis.Lip). El numero de intrones de la ORF de los genes se indica
con un numero a la derecha del arbol. Subrayada en azul se muestra la lipocalina
de cordados con una posicion mdas basal (Hsap. ApoD), junto a lipocalinas de
artropodos La barra de escala representa la longitud de las ramas (n° de
sustituciones de aminoacidos / sitio). Imagen modificada de referencia [§].

La informacién mas importante que se extrac de este arbol es que las lipocalinas mas recientes
contienen mas intrones en su ORF. Como ya mencionamos anteriormente los intrones E y F no
estan presentes en las lipocalinas de los no cordados, mientras que los intrones A-D muestran una

amplia distribucion filogenética, estando los intrones A y C presentes en todos los metazoos



incluidos en este andlisis. Por lo tanto la historia evolutiva de las lipocalinas de metazoos puede ser

mejor trazada a través de la distribucion de los intrones B y D [2g].

5.3.2.- Evolucion de las lipocalinas como resultado del analisis de la secuencias de proteinas

El usos del alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de las lipocalinas nos permite
explorar su historia evolutiva con mas detalle. Un gran nimero de lipocalinas pueden ser utilizadas
en estos estudios gracias al gran nimero de secuencias de proteina y ARNm disponibles en las bases
de datos. Este método permite la inclusion de las lipocalinas de procariotas, cosa que no puede

hacerse con el método de la estructura génica.

Han podido alinearse las secuencias de 210 lipocalinas, a las que se ha aplicando un filtro de
penalizacion por hueco (gap penalty mask), para penalizar los huecos dentro de los elementos de la
estructura secundaria y con los minimas correcciones manuales [11, 12], basadas en el
conocimiento de la estructura y funcion de las lipocalinas. Con este alineamiento, utilizando un
método Bayesiano [13], y tomando como raiz las lipocalinas bacterianas se obtiene el arbol

filogenético de la figura 10.

Algunos aspectos interesantes se desprenden de este arbol. En primer lugar las lipocalinas de
plantas y hongos aparecen relacionadas con las lipocalinas de bacterias, que son las que enraizan el
arbol. La lipocalina del protoctista (Dictyostelium) se ubica en uno de los grupos de lipocalinas
bacterianas. La lipocalina ApoD se encuentra asociada a un grupo de lipocalinas de artrépodos, que
comparten expresion génica en el sistema nervioso, lo que sugiere que ApoD podria ser la lipocalina
ancestral de los cordados. Esta hipotesis toma fuerza por el hecho de que la lipocalina del tunicado
(Cint.Lip) ocupa una posicion basal, junto con el grupo de ApoD vy lipocalinas de artrépodos

mencionado, y porque su secuencia muestra una similitud maxima cuando se alinea con ApoD

[2g].

Podemos observar también que la lipocalina ApoM aparece en una posicion basal del sub-arbol de
lipocalinas de cordados. Respecto al resto de lipocalinas no hay diferencias a otros arboles
filogenéticos obtenidos previamente [11, 12], siendo Rbp4 y el grupo Pgds-Ngal las que se

encuentran mas relacionadas con la ancestral ApoD.
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Figura 10. Arbol filogenético de lipocalinas enraizado con las secuencias de eubacterias y
dictisotelido como un grupo externo. Los 14 clados monofiléticos se indican con numeros
romanos. Los valoves de LBP (local boopstrap porportion) se indican en cada nodo del
andlisis ML (Maximun Likelihood). Las lipocalinas no agrupadas en clados aparecen
serialadas con lineas discontinuas. La barra de escala representa la longitud de las ramas
(sustitucion de aminodcidos / 100 rvesiduos).Imagen extraida de referencia [12].

Esta representacion filogenética permite clasificar las lipocalinas en diferentes clados (ver figura
10), que se aplican principalmente a las lipocalinas de cordados, si bien estos clados estan
sometidos a continua revision conforme aparezcan nuevos datos. Para el resto de lipocalinas, de
otros filum, es necesario la acumulacion de mas informacion para que andlisis filogenéticos mas
detallados permitan su agrupamiento en dichos clados.

Este analisis filogenético, junto con el conocimiento extenso de la funcion y estructura de las
lipocalinas, apunta a la siguiente hipotesis [12]. La extraordinaria diversificacion de las lipocalinas
que ha acompafiado a la radiaccion evolutiva de los vertebrados aparentemente liberd a las
lipocalinas pardlogas de las constricciones estructurales y funcionales. Las lipocalinas mas
modernas parecen haber evolucionado a un mayor ritmo de divergencia en sus secuencias y con una
mayor tasa de duplicaciones génicas. Conforme las duplicaciones y esta divergencia han tenido
lugar, el bolsillo interno de las lipocalinas mas modernas ha evolucionado para unirse a ligandos

hidrofébicos mas pequeiios y con mas eficiencia mayor que las lipocalinas ancestrales.



5.4.- Una hipétesis para la evolucion de las lipocalinas

La posicion cromosdmica de los genes de lipocalinas, que expusimos anteriormente ya nos apunta
algo sobre su historia evolutiva. El hecho de que determinadas lipocalinas de mamifero y gallina,
pertenecientes a los clados IV-XII, estén agrupadas en un mismo cromosoma nos sugiere que los
precursores de estos clados estaban ya presentes en los ancestros comunes de reptiles y aves.
Posteriormente han tenido lugar duplicaciones en tandem de este cluster de genes, lo que se
confirma por las semejanzas en secuencia y en estructura génica entre ellos y en algunos casos por
las similitudes de su expresion génica y funcion [2g]. El mismo razonamiento puede aplicarse a los
genes de APOD y RBP, para los cuales podemos suponer una ubicaciéon en cromosomas separados

en los primeros vertebrados terrestres [2g].

En el intento e ofrecer una hipotesis robusta sobre el origen de las lipocalinas hemos de considerar
su representacion en el arbol de la vida ademas de las consideraciones filogenéticas mencionadas.
Si consideramos el numero de lipocalinas legitimas de los distintos taxones, sin considerar las
duplicaciones intraespecie, comprobamos que un solo gen/especie estd presente en procariotas,
protoctistas y hongos y al menos dos genes para plantas, si bien su peculiar estuctura exon-intron

parece indicar una evolucion independiente.

El reino animal hered6 el gen ancestral simple de lipocalina de procariotas y tras sufrir
duplicaciones daria lugar a dos genes, que evolucionarian hacia diferentes estucturas génicas, bien
con 3 o con 4 intrones en su ORF. Basandonos en las similitudes de organizacion de exdn-intron
entre los dos filum animales de artropodos y cordados, podemos sugerir, que estos dos genes de

lipocalinas estaban ya presentes en el ancestro comun de ambos [2g].

Estos dos genes de lipocalina ancestrales sufririan una evolucion divergente entre estos dos filum ya
que estarian expuestos a diferentes paisajes adaptativos. En artropodos al menos cuatro genes
paralogos son comunes en este filum. Respecto a los cordados, por lo ya comentado en los andlisis
filogenéticos, ApoD es el mejor candidato a sucesor de uno de los dos genes de lipocalinas
ancestrales (de 3 intrones). La lipocalina ancestral de 5 exones (4 intrones) fué probalemente una
lipocalina tipo RBP, dada la posicion basal de RBP en los arboles filogenéticos. Esta hipotesis se ve

reforzada por la presencia de RBP en el cefalocordado Branchyostoma [2g].

Posteriormente y coincidiendo con las sucesivas duplicaciones, a escala gendmica, ocurridas en la

evolucion temprana de los cordados, la RBP ancestral sufriria duplicaciones que daria lugar a dos



nuevas lipocalinas situadas en cromosomas separados. Estas dos lipocalinas fueron probablemente
los ancestros de las actuales PGDS y APOM, hipotesis reforzada por la filogenia de secuencia y

estructura génica y por la presencia de estas dos lipocalinas en peces y de PGDS en Branchyostoma

[2g].

Diversos argumentos apuntan a PGDS como la responsable de haber originado, mediante sucesivas
duplicaciones durante la evolucion de los cordados el cluster de lipocalinas presentes en un soélo
cromosoma: 1) una posicion basal de PGDS en los diversos arboles filogenéticos, 2) una estructura
génica similar a las duplicadas, 3) su presencia en cada cordado estudiado y 4) un lugar de
expresion similar a ApoD [2g]. En este proceso de duplicaciones de PGDS, la lipocalina Alm,
puede ser propuesta como el primer descendiente de ella, como nos sugiere la presencia de Alm en
peces [2g]. Siguientes rondas de duplicaciones en tandem de los genes de PGDS y Alm generarian
el resto de componentes del cluster, siguiendo un patrén no del todo conocido aun. Esta hipotesis de
proceso evolutivo permanece en continua revision debido a la informacidon que se incorporara
procedente de nuevos genomas y de las nuevas investigaciones sobre funcion y expresion de las

lipocalinas.

5.5.- Conclusiones

El modelo de proceso evolutivo que hemos esbozado pone de manifiesto la presencia de lipocalinas
en todos los reinos y su gran expansion en metazoos, en los que se ha mantenido un gran nimero de
genes duplicados pardlogos. El camino evolutivo seguido en los dos filum mejor estudiados,
artrépodos y cordados, ha sido muy diferente. Un pequefio numero de lipocalinas estd presente en la
mayoria de especies de artropodos, mientras que duplicaciones intra-linaje han originado lipocalinas

especificas a ciertos estilos de vida, en algunas especies de este filum.

En los cordados también se han dado duplicaciones intra-linaje (como ejemplo podemos mencionar
las proteinas urinarias de roedores), pero en este caso, si hay un gran numero de genes de
lipocalinas paralogos comunes al filum, originados por duplicaciones a escala gendmica. En general
estos paralogos de lipocalinas no mantienen la misma funcion proteica, como es el caso de otras
familias de proteinas (globinas o genes Hox). La divergencia de las secuencias de proteinas de las
lipocalinas pardlogas, ain manteniendo una estructura semejante, ha abierto nuevos caminos que ha
posibilitado nuevas interacciones moleculares y la participacion de las lipocalinas en funciones

diversas.
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I1

REGULACION DE LA EXPRESION GENICA EN
EUCARIOTAS



1. - Introduccion

A lo largo de la ultima década se ha hecho evidente que la regulacion de la expresion génica en
eucariotas superiores es un proceso complejo y finamente regulado, implicando a diversos factores
y con diferentes niveles de regulacion. Para un determinado gen, son las regiones promotoras, las
regiones UTRs (regiones no traducidas) 5y 3, junto con los intrones, las principales regiones
implicadas en la regulacion de su expresion [1]. Las regiones intergénicas, que habian sido
calificadas de ADN basura por mucho tiempo, han demostrado tener también un papel relevante en

la regulacion de la expresion génica [2].

La acumulaciéon de evidencias indica que la complejidad de los organismos superiores, que se
correlaciona con un aumento en el tamafio de las regiones no codificantes, proviene de un aumento
en el nimero y complejidad de estas vias de regulacion [3] y que ademas las diferencias fenotipicas
entre individuos y entre especies provienen principalmente de las variaciones en estas secuencias no

codificantes [4].

Como hemos mencionado la regulacion de la expresion génica es ejercida en diferentes niveles, que
van desde modificaciones de la cromatina y de las histonas o las metilaciones, hasta la regulacion
de la transcripcion (factores de transcripcidon, promotores alternativos, etc) y la regulacion
postranscripcional (maduracion del ARNm, estabilidad del ARNm, regulacion de la traduccion,
etc) . En esta revision nos centraremos en los principales mecanismos del nivel transcripcional y
postranscripcional ya que tienen una mayor relacion con los contenidos de la tesis, siendo ademas

estos los mecanismos de regulacion de expresion génica mas relevantes.

2. - Regulacion de la transcripcion

2.1. - La region promotora

El promotor eucariota es una region reguladora del ADN situada principalmente corriente
arriba del gen donde se unen ciertos factores permitiéndose asi la coordinacion de todos los
componentes del complejo de iniciacion de la transcripcion, incluida la ARN polimerasa II, que

comienza la transcripcion. El nticleo promotor generalmente se extiende sobre unas 80 pb alrededor



del sitio de inicio de la transcripcion (TSS), y en mamiferos pueden diferenciarse dos clases:
promotores conservados enriquecidos en la caja TATA (TATA-box), que contienen un solo TSS y
promotores variables enriquecidos en CpG, conteniendo multiples TSS (llamados promotores
dispersos) [5]. La segunda clase es abundante en vertebrados, al menos representan el 70 % de los
promotores humanos [19] y estan relacionados con genes de mantenimiento celular (housekeeping)
[7]. La expresion mediante estos promotores dispersos implica los efectos combinatorios de un gran

nimero de sitios de union de factores dentro de la region promotora.

2.1.1.- Promotores con TATA-box

El promotor minimo de eucariotas se define como la secuencia de ADN minima requerida para que
se inicie una transcripcion correcta in vivo [16]. Tipicamente, consta de 40 pb, situados tanto aguas
arriba como aguas abajo del sitio de inicio de la transcripcion. Sus elementos componentes son

cuatro, ordenados en direccion 5' a 3' (ver figura 1):

 BRE (7TFIIB recognition element), secuencia reconocida por el factor de inicio de la
transcripcion TFIIB.

* Caja TATA , elemento reconocido por la proteina de union a la caja TATA o TBP (de TATA
binding protein).

* Inr o iniciador, que alberga al punto de inicio de la transcripcion y al cual se une el factor
TFIID, y, probablemente, la propia ARN polimerasa II,

* DPE (Downstream promoter element), o elemento aguas abajo del promotor, reconocido por

TFIID.

~-37 t0 -32 ~-31 10 -26 -2 to +4 +28 to +32
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Figura 1. Elementos del promotor minimo eucariota, que se mencionan en el texto. Se indica arriba
la posicion que ocupan respecto al TSS (indicado con flecha, en posicion +1) y abajo la secuencia
consenso de los mismos. Imagen extraida de la referencia [16]



No obstante, otras secuencias estan implicadas en la regulacion del proceso de transcripcion.
Habitualmente situadas aguas arriba del promotor minimo, reciben el nombre de secuencias
reguladoras. De naturaleza diversa, pueden agruparse en varias categorias, segun su estructura y

actividad estimuladora o inhibidora.

El mecanismo basico que actua en una region promotora tipica vendria dado por los siguientes

pasos [17]:

1) Un activador se uniria a la region diana correspondiente corriente arriba del TSS.

2) Esto facilitaria el reclutamiento del factor de transcripcion TFIIA y del complejo TFIID,
formado a su vez por TBP (proteina de union a TATA) y el complejo TAF.

3) Todo este complejo de iniciacidn reclutaria a la ARN polimerasa II, que procederia al inicio

de la transcripcion (ver Figura 2).

2.1.2. - Promotores dispersos (asociados a CpQG)

Si bien el mecanismo de los promotores con TATA-box es bien conocido, el de los promotores
dispersos (carentes de TATA-box) ha mostrado ser mucho més complejo y consecuentemente esta
peor caracterizado. Estos promotores son generalmente ricos en GC y contienen multiples sitios de
unidn de factores de transcripcion Spl (las llamadas cajas GC) [6]. La presencia de multiples sitios
de unién es un buen ejemplo de como los promotores dispersos funcionan de una manera compleja,
dando lugar a que sean utilizados distintos TSS. Multiples proteinas Spl pueden unirse en varios
sitios y a la misma vez. Se han identificado diferentes isoformas de Spl y ciertas modificaciones
postraduccionales pueden hacer que se comporten de forma diferente, bien potenciando o
inhibiendo la transcripcion. La conformacion del complejo TFIID (ver figura 2) puede ser diferente
al unirse a diferentes ntcleos promotores, estableciendo interacciones con diferentes tipos de

activadores transcripcionales [6].

Otros elementos intervienen también en la regulacion de la transcripcion de estos promotores,



principalmente potenciadores, represores y aisladores, todos ellos actuando de manera selectiva con
el resto de elementos para contribuir a la accion promotora [7]. Estudios del efecto causado por
delecciones han demostrado que hay regiones que afectan positivamente a la transcripcion 300 pb
corriente arriba del TSS y regiones que afectan negativamente hasta 1000 pb corriente arriba del
mismo [8]. Estos hechos ponen en evidencia que incluso regiones regiones muy distantes del TSS

pueden afectar a la actividad promotora.

pol IT
holoenzyme

Figura 2. Esquema simplificado de los principales pasos de
formacion del complejo de inicio de la transcripcion. El elemento “A”
representa a FTIIA que su uniria a una secuencia tipo BRE. El resto
de elementos son los mencionados para el promotor minimo eucariota
en el texto. Figura extraida de la referencia [17].

2.2. - Promotores alternativos

Los promotores alternativos son frecuentes en mamiferos y especialmente en humanos y
pueden tener un gran impacto sobre la expresion génica [8]. Los promotores alternativos suponen

un mecanismo importante en la expresion de genes en células especificas o en estados de desarrollo



especificos [9]. Diversos andlisis a escala gendmica revelan que entre un 30 y un 50% de los genes
humanos presentan promotores alternativos y que pueden llegar a extenderse por cientos de

Kilobases [8 y 10].

Un ejemplo del uso de promotores alternativos lo tenemos en el gen de la hemoglobina y A (HBG1)
humana. Uno de los promotores es deficiente en TATA-box y el otro si la contiene, de manera que
son utilizados, de forma diferenciada, durante y después el desarrollo embrionario respectivamente
[11]. Demostrando asi que el aparato de transcripcion puede ser reclutado hacia diferentes
promotores en funcion del estado de desarrollo. Otro ejemplo pone de manifiesto la complejidad
resultante del uso de promotores alternativos, es el caso del factor de regulacion de la transcripcion
MITF I (que interviene en el desarrollo del ojo de vertebrados). Cada uno de los nueve promotores
alternativos asociados a este gen produce una isoforma, conteniendo cada una de ellas un primer
exon diferente y como consecuencia un sitio de union de la proteina diferente, estableciéndose asi

una diferente regulacion espacio-temporal de la expresion durante el desarrollo del ojo [12].

El uso de promotores alternativos puede afectar también a la region UTR 5’, la cual a su vez influye
en la estabilidad o eficiencia de la traduccion de los ARNm alternativos resultantes. Un ejemplo lo
tenemos en el gen homeobox de estatura corta SHOX que utiliza dos promotores, dando lugar a dos
UTRs S5’diferentes [13], una de las cuales es mas larga y estructurada. Esto tiene como
consecuencia que el mismo producto proteico sufra una diferente combinacion de mecanismos de
regulacion transcripcionales y traduccionales (ver figura 3). Otros ejemplos de promotores
alternativos que originan transcritos con diferentes UTRs 5°, que produciendo la misma proteina,
sufren una regulacion de su expresion diferente (segun tipo de tejido o estado de desarrollo), los
encontramos en los genes pl8 murino y NOS1 y PPARy humanos, entre otros [14]. Los efectos

regulatorios de las UTRs 5 serdn tratados mas ampliamente en un apartado especifico posterior.

P P
r# .............. [‘_—2' Exon 2 |
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1G4 AUG7 mRNA
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Figura 3. Diferentes transcritos del gen SHOX que difieren en su region UTR 5'(lineas
gris claro onduladas)dependiendo del promotor utilizado, P1 o P2. Imagen extraida de
referencia [13].



El uso de promotores alternativos tiene efectos que pueden extenderse mas alla del efecto directo
sobre la transcripcion. Existen evidencias de genes (en humano y ratén) en los que el uso de
promotores alternativos juega también un papel en la regulacién de los mecanismos de splicing,
dando como resultado diferencias en el producto proteico resultante [14]. Entre otros podemos citar
a los genes humanos NOS1 y CASP2. Por ejemplo, en el gen de la caspasa 2 (CASP2), el uso del
segundo de los exones de la region no codificante 5° (debido a uno de los promotores alternativos)
da lugar a la incorporacién de un noveno exon codificante variable [15], que tiene como resultado
una isoforma mas corta (ver figura 4). Varios mecanismos han sido propuestos para explicar esta
relacion [14]. Por una parte puede estarse dando una interaccion diferencial entre los factores que
actian en una region promotora dada y la maquinaria de splicing, modificandose asi el
comportamiento de esta. Un segundo mecanismo explicaria que ocurriese splicing alternativo como
resultado de diferencias en la estructura del ARNm, causadas por la inclusion de una u otra
secuencia en el extremo 5’del transcrito. Si bien, estos dos mecanismos no tienen por qué ser

mutuamente excluyentes.

Casp-2L N /\
E1-czl. E2 E3 E4 E5 E6 E7 EB E10 E11 E12
18.2 Kb -
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17.0 Kb

Figura 4. Isoformas de la caspasa 2 humana. Puede observarse la relacion entre el
primer exon de la region UTR 5 y la inclusion alternativa del exon codificante E9.
Figura extraida de la referencia [15].

El abundante uso de promotores alternativos en mamiferos nos lleva a preguntarnos como han
llegado estos a aparecer en el proceso evolutivo. Podemos considerar varias vias por las que esto ha
podido ocurrir [14]. Una primera podria ser la aparicion de mutaciones graduales que en el lugar
apropiado diesen lugar a diversos motivos capaces de reclutar a la maquinaria de transcripcion,
originando con el tiempo una regidon promotora alternativa. Una segunda posibilidad seria que por

recombinacion se produjese una duplicacion de la regiébn promotora completa y que las



subsiguientes mutaciones alterasen las afinidades o especificidad de tejido de este nuevo promotor.
Una tercera posibilidad es la insercion de elementos transponibles (TE) en las proximidades del gen
y que este derivase en la formacion de un nuevo promotor. Las evidencias genomicas de que en las
regiones promotoras de al menos el 25 % de los genes humanos aparecen TEs [18] es una prueba de

la importancia que puede tener esta via en el origen de la complejidad de las vias regulatorias.

2.3. - Conclusion

Es evidente que los promotores eucariotas han evolucionado desde sencillos “interruptores”, como
los existentes en bacterias, hasta complejas regiones regulatorias multi-factores que encontramos
actualmente en vertebrados y especialmente en mamiferos. Los promotores complejos inducen un
numero variado de respuestas en funcion de las variaciones ambientales o de las sefales celulares,
ajustando asi el nivel de expresion de los genes a las condiciones requeridas por el tipo de célula o
su estado de desarrollo. A esta complejidad contribuye indudablemente el uso de promotores
alternativos, caracteristico de mamiferos, aumentando la complejidad de las vias regulatorias de la

expresion génica.
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3. - El corte y empalme del ARNm inmaduro o splicing

El mecanismo de corte y empalme de exones de eucariotas presentes en un transcrito inmaduro,
conocido como splicing, tiene un papel fundamental en el origen de la diversidad de proteinas
originadas por un organismo y en los mecanismos de regulacion génica. Un gran nimero de genes
muestran splicing alternativo, siendo muy frecuentes en mamiferos, con cifras que en humano

alcanzan el 70 % de los genes [20].

Mediante el splicing alternativo un mismo gen puede originar diferentes productos proteicos y
ademas de forma selectiva en diferentes tejidos, en respuesta a las diferentes condiciones celulares.
Son necesarios factores reguladores del splicing, para que pueda regularse la forma en que este se
produce. Un ejemplo lo tenemos en la proteina Nova, exclusiva del cerebro, que regula el splicing

de al menos 49 ARNm distintos, produciendo proteinas que no se encuentran en otros tejidos [21].

Las mutaciones que alteran los sitios de splicing causan alteraciones en las proteinas resultantes y
esto suele estar relacionado con ciertas enfermedades humanas. Por ello el splicing alternativo es un

foco de investigacion activo para nuevos diagndsticos o tratamientos terapéuticos.

3.1.- Mecanismo general del splicing

Cuando el pre-ARNm se transcribe a partir del ADN, incluye varios intrones y exones. Los exones
que van a ser retenidos en el ARNm se determinan durante un proceso de corte y empalme
denominado splicing. Nos ocupamos aqui solo de el splicing de los genes nucleares que codifican
para proteinas y que requiere la maquinaria del espliceosoma y no del splicing de los intrones tipo |
o II (propios de ARNr, ARNt o de ARNm de eucariotas inferiores o propio de organulos), que son

eliminados mediante autocatalisis.

El tipico intron nuclear eucariota tiene secuencias de consenso que definen regiones importantes
para su procesado. Cada intrén tiene GU en su extremo 5 ', se conoce como “sitio donador”. Cerca
del extremo 3 ' hay un sitio de ramificacion (branch site). El nucleodtido en el punto de ramificacion
es siempre una A, aunque el consenso alrededor de esta secuencia varia algo. El sitio de

ramificacion es seguido por una serie de pirimidinas, y a continuacién, por AG en el extremo 3 ',



que se conoce como “‘sitio aceptor” (ver esquema de sitios de splicing en figura 5).

Exon | Exon 2
I'—A—'l .I'_A_\.
5' splice site Intron 3' splice site
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' LA GUMAGU YNYYRAY CAGIED ] 3’
5 CONSensus Branch 3' Consensus
sequence point sequence

Figura 5. Sitios necesarios para que se lleve a cabo el splicing del ARNm
inmaduro en eucariotas.

El splicing del ARNm inmaduro se lleva a cabo por un complejo de ARN y proteina conocido como
espliceosoma, que contiene las snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins), designadas U1, U2, U4,
U5 y U6 (U3 no estd involucrado en la uniéon al ARNm). Ul se une al sitio GU del extremo 5 ' del
intron y U2 se une al sitio de ramificacion A con la ayuda de los factores proteicos U2AF. El
complejo en esta etapa es conocido como complejo de espliceosoma A. La formacion del complejo
A es generalmente el paso clave en la determinacion de los extremos del intron que va a ser

eliminado, y definiendo los extremos del ex6n que va a ser retenido.

El complejo U4, U5, U6 se une, y U6 sustituye a Ul (Ul y U4 son liberados). El complejo restante
entonces lleva a cabo dos reacciones de transesterificacion. En la primera transesterificacion, el
extremo 5 'del intron se escinde del exon aguas arriba y se une al sitio de ramificacion A por un
enlace 2', 5'-fosfodiéster. En la segunda transesterificacion, el extremo 3 'del intron se escinde del
exon aguas abajo, y los dos exones se unen mediante un enlace fosfodiéster. El intrén se libera en

forma de lazo y es degradado (ver proceso en figura 6).
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Figura 6. Mecanismo general de eliminacion de intron en el splicing.

3.2.- La definicion del exdn en el splicing de vertebrados

El gen promedio de un vertebrado se compone de varios exones pequeiios (de un tamafio medio de
137 nucledtidos) separados por intrones que son considerablemente mas grandes. Por lo tanto, la
maquinaria de splicing de un vertebrado tiene la dificil tarea de encontrar pequeiios exones en
medio de intrones mucho mas largos. Recordemos que las secuencias de consenso de splicing que
guian el reconocimiento de un exdn se encuentran en los extremos mismos de los intrones . Ademas
de este gran desafio los sitios de splicing de vertebrados son cortos y mal conservados. De hecho,
las secuencias de los sitio de splicing en los mamiferos estan menos conservadas que las de sus

homologos en la levadura, a pesar del hecho de que s6lo una minoria de genes en Saccharomyces



cerevisiae tienen intrones, y los genes que estan divididos por intrones normalmente so6lo tienen un

unico intron [22]. Por lo tanto, el splicing de vertebrados se enfrenta con un problema mas complejo
al darse secuencias de splicing més alejadas y menos precisas. Cualquier mecanismo para la
orquestacion de empalme de genes multiexonicos de vertebrados debe proporcionar una explicacion

para este rompecabezas.

Los modelos que proponen el reconocimiento de un par de sitios a ambos lados del exon en
contraste con un par de sitios, mas alejados, a ambos lados del intron parecen ofrecer una mejor
explicacion [23]. El modelo de “definicion de exon” [24] propone que en un pre-ARNm con
grandes intrones, la maquinaria de splicing busca un par de sitios de splicing estrechamente
espaciados en ambos polos del exdn (aceptor, en su extremo 5° y donador del exén ,en su extremo
37). Cuando tal par es encontrado, el exén queda definido por la uniéon de Ul, U2, snRNP vy los
factores asociados de splicing, incluyendo los factores de reconocimiento de splicing 3" U2AF y
SC35 y el factor de reconocimiento de splicing 5° ASF/SF2. Siguiendo a la definicion del exén, los
exones vecinos deben ser yuxtapuestos, presumiblemente a través de las interacciones entre los
factores que reconocen los exones individuales. Asi, desde esta perspectiva, el conjunto del
espliceosoma en vertebrados consta de los pasos secuenciales de definicion del ex6n y
yuxtaposicion de exones (ver figura 7). Posteriormente se eliminarian los intrones segin el

mecanismo previamente mencionado.

Las perspectivas “orientadas al exon” u “orientadas al intron” del splicing predicen diferentes
fenotipos resultantes de la mutacion de sitios de splicing de un ex6én interno. Un estudio sobre este
tipo de mutaciones [25] mostro que el fenotipo mas frecuente fue la omision del exon (exon
skiping). La omision de exon es un fenotipo mejor predicho a partir de una perspectiva “orientada al
exon”, porque la mutacion del sitio de splicing en un lado de un ex6n debe inhibir el
emparejamiento de los sitios de splicing a través de los exones y asi inhibir el reconocimiento del
exoén. En caso contrario seria mas frecuente la aparicion de retencion del intrén. Esto nos sugiere
que son los exones, y no los extremos de los intrones, las unidades que son reconocidas por el

espliceosoma.

A modo de conclusion podemos decir que la definicion del exén es el mecanismo predominante en
vertebrados, mientras que en otras especies, bien solo se utiliza el mecanismo de definicion del
intron (ver figura 6), como en la levadura S. pombe que posee intrones cortos, o bien se alternan

ambos tipos al poseer intrones cortos y largos como en C. elegans o D. melanogaster [26].
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Figura 7. Mecanismo de splicing basado en el modelo de
“definicion del exon”. Figura extraida de la referencia [23]

3.3.- La definicién del exon en exones terminales

El modelo de “definicion del exon” nos sugiere que los exones terminales, primer y ultimo exén del
ARNm inmaduro, requieren mecanismos especiales para su reconocimiento. Pensemos que el
primer ex6n termina con un sitio donador de splicing pero carece de sefial en su inicio. Existen
evidencias [27 y 28], al menos “in vitro”, de que la caperuza y las proteinas nucleares que se unen a
ella son esenciales para remover el primer intron del pre-ARNm. Por lo que el primer exén seria
reconocido por interaccion entre los factores que reconocen la caperuza y los lugares de splicing

(sitio donador).

El Ultimo exdn del pre-ARNm contiene un sitio de splicing aceptor, pero carece de sitio donador ,
sin embargo termina con una sefial de poliadenilacion (PAS), por lo que el modelo de definicion del
exon nos lleva a considerar que existe una interaccion entre los factores de union al sitio de splicing

aceptor y los factores implicados en el reconocimiento de PAS. Esta interpretacion es respaldada



por el hecho de que es necesaria una correcta poliadenilacion para un correcto splicing del Gltimo

exon. [29].

3.4.- El Splicing alternativo

El splicing alternativo (AS) es un proceso molecular fundamental en la regulacion de la expresion
génica de los eucariotas. El AS es postulado como el principal mecanismo para aumentar la
diversidad de proteinas a partir de un numero relativamente limitado de genes (ver figura 8). Seglin

estimaciones recientes entre un 60-75 % de los genes multiexonicos sufren AS [20, 30 y 31].

[ Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon 5
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exen 4 Exon 5
RNA P PPN e NI T .
I Alternati\ff Splicing 1
1 2 3 4 5 1 2 4 5 1 2 3 5
mRNA

Protein A Protein B Protein C

Figura 8. Diferentes proteinas son producidas a partir de un solo gen mediante splicing

alternativo.  (Figura extraida de: National Human  Genome Research  Institute:
http://www.genome.gov/Images/EdKit/bio2j large.gif)

Tradicionalmente se proponen 5 mecanismos clasicos de AS [32 y 33] (ver figura 9):

a) El barajado de exones (exon skipping): en este caso uno o varios exones pueden ser incluidos o

no en el ARNm maduro. Este es el tipo de splicing mas frecuente en mamiferos.



b) Exones mutuamente exclusivos: uno o dos exones son retenidos en el ARNm maduro o no, pero
nunca ambos en un mismo transcrito.
c) La retencion de intrén: una secuencia puede ser eliminada por splicing como un intréon o

retenida como parte de un exon. Este es el tipo de splicing mas raro en mamiferos.

d) Sitios alternativos donadores: un exon puede usar sitios donadores alternativos, esto origina

exones con diferencias en su extremo 3.

e) Sitios alternativos receptores: un exon presenta distintos sitios aceptores, esto origina exones con

diferencias en su extremo 5°.

Adicionalmente a estos modos clasicos de splicing existen otros mecanismos que pueden originar
diferentes ARNm a partir de un mismos gen. Se trata de los promotores alternativos y los lugares de
poliadenilacion alternativos. El uso de promotores alternativos es mas bien un mecanismo de
regulacion transcripcional que un mecanismo de splicing, como ya hemos mencionado previamente.
Debido al comienzo de la transcripcion desde distintos puntos el transcrito generado posee
diferentes exones en su extremo 5°. Por otra parte la poliadenilacion alternativa da lugar a diferentes
extremos 3’del transcrito. Estos dos mecanismos en combinaciéon con los modos de splicing
alternativo mencionados permiten que la variedad de ARNm originadas por los genes sea mayor

[32].

El estudio a fondo de los transcritos por el proyecto ENCODE nos muestra un escenario mucho
mas complejo, con toda una variacion de los patrones de splicing que implican a multiples
combinaciones de los mecanismos clasicos enumerados [34]. Tal es la complejidad que se ha
propuesto un modelo para elaborar una nomenclatura tnica de todas las posibles formas de splicing

[35].
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3.5.- La regulacion del splicing

La produccion de los ARNm alternativos resultantes del splicing se regula por un conjunto de

proteinas que actlian en frans que se unen a sitios que actiian en cis en el mismo pre-ARNm. Tales



proteinas incluyen activadores de splicing que promueven el uso de un sitio de splicing particular, y

represores de empalme que reducen el uso de un sitio en particular.

Hay dos tipos principales de elementos que actiian en cis presentes en pre-ARNm y tienen sus
correspondientes proteinas de union a ARN (que actiian en trans). Los silenciadores de splicing
son sitios a los que se unen las proteinas represoras de empalme, lo que reduce la probabilidad de
que un sitio cercano sea utilizado como un lugar de splicing (ver figura 10). Estos silenciadores
pueden estar situados en el mismo intron (Intronic Splicing Silencers, ISS) o en un exon vecino
(Exonic Splicing Silencers, ESS). Estos elementos varian en secuencia, asi mismo existe variacion
en los tipos de proteinas que se unen a ellos. La mayoria de los represores de splicing son
ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNPs) tales como hnRNPA1 y la proteina de union

al tracto de polipirimidina (PTB).
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Figura 10. Sitios silenciadores exénicos (ESS) e intrénicos
(ISS) que inhiben a los elementos de la maquinaria de
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splicing.

Los potenciadores de splicing son sitios a los que se unen proteinas activadoras de splicing,
incrementando la probabilidad de que un sitio cercano (donador o aceptor) sea utilizado como lugar
de splicing (ver figura 11). Estos sitios pueden encontrarse en el introén (intronic splicing enhancers,
ISE) o en el exon (exonic splicing enhancers, ESE). La mayoria de las proteinas activadoras que se
unen a ISEs y ESEs son miembros de la familia de proteinas SR. Estas proteinas contienen motivos

de reconocimiento de ARN y dominios ricos en arginina y serina.



Figura 11. Sitios potenciadores exénicos (ESE) e intrénicos
(ISE) que reclutan a los elementos de la maquinaria de

splicing.

La estructura secundaria del pre-ARNm también puede afectar al mecanismo de splicing mediante
su efecto sobre el acceso a sitios de splicing o sobre la afinidad por factores reguladores. Asi por
ejemplo se ha comprobado que una estructura secundaria en horquilla es la responsable del
secuestro el exon 6B del pre-ARNm de la Beta-tropomiosina de gallina, resultando en su exclusion

del ARNm maduro [39].

En general los elementos que regulan el splicing trabajan de una manera interdependiente y que
ademas se ve influenciada por del contexto. Asi por ejemplo la presencia de un determinado
elemento de accidn en cis en la secuencia de ARN puede aumentar la probabilidad de que un sitio
cercano sea sometido a splicing en algunos casos, pero disminuye la probabilidad de que lo sea en
otros casos, dependiendo del contexto celular. Existen multiples evidencias de factores especificos
de tipos celulares o de su estado de desarrollo. Por ejemplo el factor PTB (polypyrimidene tract
binding protein) es expresado en las células progenitoras de células nerviosas, pero su expresion es
mucho menor en las neuronas ya diferenciadas, donde sin embargo si se expresa abundantemente

nPTB (neuronal polypyrimidene tract binding protein) [40].

Las investigaciones esperan dilucidar plenamente los sistemas de regulacion implicados en el
splicing, de modo que los productos de splicing alternativo de un gen dado, en condiciones
particulares, pueda ser predichos por lo que podriamos llamar un "cédigo de splicing" [36]. Se

trataria de encontrar el conjunto de reglas que determina el patron de splicing que puede originar



un determinado transcrito primario. El siguiente paso seria integrar toda esta informacion para
llegar a simular el reconocimiento de exones e intrones. Una primera aproximacion a este complejo
problema lo tenemos en el algoritmo de simulacion ExonScan [37]. Este algortimo utiliza de forma
combinada la informacioén de los sitios donadores de splicing, los sitios aceptores, asi como los
potenciales sitios potenciadores o inhibidores y hace un célculo combinado determinando los
candidatos a exones mas favorables (ver figura 12). Pero todavia este tipo de simulaciones tiene que
mejorarse incorporando informacién sobre nuevas sefales e interacciones entre factores,
provenientes tanto de ensayos experimentales como del estudio de patrones de coevolucion de las

senales reguladoras [38].
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Figura 12. Esquema que representa los pasos realizados por el algoritmo ExonScan

en la prediccion de exones en una region genomica dada.Figura extraida de la
referencia [37].

3.6.- Conclusiones

La revision aqui realizada revela la complejidad de la regulacion del splicing alternativo. El splicing
alternativo se puede regular en diferentes etapas de organizacion del espliceosoma por diferentes

factores, tanto generales como especificos, y por muchos mecanismos que se basan en elementos



que actuan en cis. El splicing alternativo correcto también depende de la estequiometria y las
interacciones de las proteinas reguladoras positivas y negativas, incluyendo los CSP. Cada tipo de
célula tiene un repertorio unico de proteinas hnRNPs y SR, y cambios moderados en su
estequiometria relativa puede tener grandes efectos sobre el patron de splicing alternativo. Es
posible que los cambios en la estequiometria de snRNPs perturben la compleja red de factores de
splicing y las interacciones entre estos factores y los elementos principales del espliceosoma. Por
lo tanto, las redes de regulacion de splicing alternativo tienen una arquitectura tan exquisita que la

perturbacion de un solo paso puede conducir a un splicing alternativo defectuoso.

Las futuras investigaciones sobre regulacion de splicing alternativo deben ir encaminadas a la
comprension de como los elementos reguladores controlan los eventos clave del splicing durante el
desarrollo y en respuesta a los estimulos ambientales, y como la desregulacion del splicing

alternativo conduce a la enfermedad.
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4. - Regulacion ejercida por las regiones no traducidas del ARNm (UTRs)
4.1.- Generalidades

El ARNm maduro de los eucariotas presenta una estructura tripartita formada por: una regioén no
traducida en su extremo 5’( UTR 57), que contiene en su inicio una caperuza de 7-metil-guanosina,
seguida de una region codificante formada por tripletes o codones y finalmente una region no
codificante en su extremo 3'(UTR 37), que termina con una cola de poliadenina, tal como se

muestra en la figura 1.

Regidon Regidn
UTR 5 Exones codificantes QyTR 3"

@me

Caperuza5 Codon inicie Codon stop Cola de poli-A

Figural. Estructura tipica de un ARNm eucariota maduro.

Es conocido que las UTRs juegan un papel importante en la regulacion postranscripcional de la
expresion génica, incluyendo procesos como la eficiencia en la traduccion, la regulacion de la
estabilidad del ARNm o la modulacion del transporte del ARNm fuera del nticleo y su posterior
localizacion subcelular [1]. La importancia de las UTRs en la regulacion de la expresion génica se
pone de manifiesto por la constatacion de que las mutaciones que alteran estas regiones dan lugar a

graves patologias [3].

La regulacion realizada por las UTRs es ejercida mediante diversos mecanismos. En general
diversos patrones o motivos de nucleotidos localizados en la UTRs 5’y 3 pueden interaccionar con
proteinas de union a ARN especificas. La actividad reguladora de estos motivos es ejercida
normalmente mediante una combinacién de elementos de estructura primaria y estructura

secundaria (ver figura 2). Asi mismo puede darse interaccion entre elementos localizados en las



UTRs y diversos ARNs no codificantes (ARNnc), como es el caso de los micro ARN (miARN), que

se unen a secuencias diana ubicadas generalmente en las regiones UTRs 3" (ver figura 2).

La comparacion de secuencias, a escala gendmica, ha revelado la conservacion de algunos aspectos
de la estructura de las UTRs. La longitud media de las UTRs 5 es aproximadamente constante entre
diversos taxones y oscila entre 100 y 200 nucleétidos, mientras que la longitud media de las UTRs 3
"es mucho mas variable, oscilando entre 200 nucle6tidos en plantas y hongos y 1000 nucledtidos en
humanos y otros vertebrados [1]. Sin embargo dentro de una especie se observa una gran variacion
en el tamafio de las UTRs 5"y 3’, pudiendo encontrarse tamafios desde una docena de nucleodtidos a

varios miles de ellos (ver tabla 1).
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Figura 2. Estructura general de un ARNm eucaridtico que ilustra algunos elementos reguladores
postranscripcionales de la expresion génica y su actividad.La regulacion mediada por UTR 5° puede
implicar: la caperuza 7-metil-guanosina (m7G); estructuras secundarias similares a horquillas;
Interacciones proteina-ARN; marcos de lectura abiertos aguas arriba (uORFs); sitios internos de
entrada al ribosoma (IRES). La regulacion mediada por UTR 3’ puede involucrar: interacciones de
ARN antisentido, Interacciones proteina-ARN, con la participacion también de complejos
multiproteicos; elementos de poliadenilacion citoplasmaticos (CPE); cola poli-A y la variacion de su
tamarnio.

La composicion de bases de las secuencias de las UTRs 5’y 3'muestra diferencias, siendo el

contenido en G+C de las UTRs 5" mayor que el de las UTRs 3’. Esta diferencia estd mas marcada



en los vertebrados de sangre caliente, cuyo contenido en G+C es de un 60 % en las UTRs 5"y de un
45 % en las UTRs 3" [2]. Hay por otra parte una interesante correlacion entre el G+C de las UTRs y
la tercera posicion del codon de la correspondiente secuencia codificante, y ademds hay una
correlacion inversa significativa entre el G+C de las UTRs y su longitud (ver figura 3) [4]. Esta
ultima seguramente es el reflejo del hecho de que los genes localizados en isocoras ricas en G+C
contienen UTRs 5y 3'mas cortas, al igual que ocurre con los intrones y los exones de las

secuencias codificantes ubicadas en estas regiones [5].

UTR 5’ UTR 3’

Long. Long.  Long. Min. Long. Long. Max  Long.

Media Max Media Min.
Humano 210.2 2803 18 1027.7 8555 31
Roedores 186.3 1786 16 607.3 3354 19
Aves 126.4 620 17 651.9 3990 21
Invertebrados 2219 4498 14 444.5 9142 15
Vegetal
(Liliopsida) 129.8 715 17 2733 1605 22
Hongos 134.0 1088 16 237.1 1142 25

Tabla 1. Longitud de las UTRs 5’y 3 'de diversos taxones. Simplificada de tabla en referencia [1]

Hemos de mencionar también que los ARNm eucariotas presentan con frecuencia diferentes tipos
de secuencias repetitivas en sus UTRs, incluyendo SINEs (short interpersed elements), LINEs
(long interpersed elements), minisatélites y microsatélites. En los ARNm humanos las secuencias
repetitivas se encuentran con mas frecuencia en las UTRs 3" (presentes en alrededor del 36 % de las
UTRs 3’, frente al 12 % de las UTRs 57). Una menor abundancia de repeticiones se encuentran en

las UTRs de otros taxones (ver tabla 2), incluidos los mamiferos [1].

Otra diferencia que encontramos en las UTRs es que la presencia de intrones es mas frecuente en
las UTRs 5°que en las 3. Alrededor del 30 % de las UTRs 5°de metazoos contienen al menos un
intron, mientras que en las UTRs 3’solo lo contienen entre el 1 % y el 11 % de ellas (ver tabla 3),
dependiendo del taxon [1]. Los exones de las UTRs 3’suelen ser los mas largos del gen, por el

contrario los exones de las UTRs 5"suelen ser bastante mas cortos.
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La formacion de transcritos con UTRs alternativos es un fendmeno relativamente frecuente,

produciéndose con mas frecuencia en las UTRs 5" que en las 3". Este hecho se produce por diversos

mecanismos: uso de sitios de inicio de transcripcion alternativos, la poliadenilacion alternativa, uso

de donadores/aceptores de splicing alternativos, o a combinaciones de algunos de estos mecanismos

[3]

Humano 140 40
Otros 12 11
mamif.

Otros 9 0
verteb.

Vegetal 19 0
(Liliopsida)

Hongos 13 0

60 21
9 3
0 0
0 0
0 0

12.24
9.37

3.72

7.34

2.63

1130 213
156 36
79 7
96 1
36 0

508
70

91

36.52
19.43

16.05

11.74

6.10

Tabla 2. Nimero de UTRs, que contienen los distintos tipos de elementos repetitivos, para distintos grupos
taxonomicos.SR, short repeats; LINEs, long interspersed elements, SINEs, short inerspersed elements;, LTRs,
long terminal repeats. Se muestra también el porcentaje de UTRs 5’y 3 respecto al total.( Simplificada de

referencia [2]).




UTR 5’ UTR 3’
1 2 30+ % del 1 2 30+ % del

total total
Humano 264 53 21 28.18 69 18 11 7.68
Otros mamif. 21 7 0 26.76 5 2 0 4.73
Otros verteb. 34 1 2 35.24 1 0 0 0.90
Vegetal 203 14 1 12.50 56 5 2 3.94
(Liliopsida)
Hongos 20 2 0 5.67 4 0 0 1.23

Tabla 3. Nimero de UTRs 5y 3" que contienen 1, 2, 3 o mds intrones, de distintos grupos taxondémicos. Se
muestra también el porcentaje de UTRs 5y 3 ‘respecto al total. ( Simplificada de referencia [2]).

4.2. - La region no traducida 5'(UTR 5

4.2.1.- La estructura secundaria

La estructura y el contenido en nucleétidos de la UTR 5 parecen jugar un papel fundamental en la
regulacion de la expresion génica. Estudios a escala gendmica han revelado que hay claras
diferencias en la estructura y composicion de nucledtidos entre genes del mantenimiento celular
(housekeeping genes) y genes del desarrollo [6]. En general, las UTRs 5'que promueven una
traduccion eficiente, son cortas, tienen un contenido bajo en G+C, son relativamente
desestructuradas y no contienen AUGs aguas arriba (UAUGs) del codon de inicio principal [7]. Por
el contrario las UTRs 5’de los genes con poca produccion de proteina son en promedio, mas largos,
con mayor contenido en G+C y poseen un mayor grado de complejidad en las predicciones de sus

estructuras secundarias [8].

Entre cierto tipo de genes como factores de crecimiento, protooncogenes y otros, con escasa
expresion génica en condiciones normales, se ha encontrado que en el 90 % de los casos sus UTRs
5’contienen estructuras secundarias con una energia libre inferior a -50 Kcal / mol. Dandose ademas
la circunstancia de que en el 60 % de las UTRs 5" de estos genes las estructuras secundarias se
encuentran proximas a la caperuza del extremo 5° [9]. En un ensayo de células cultivadas, y
mediante el uso de un vector con un gen marcador disefiado para manipular la UTR 5°[10], se

comprobd que la eficiencia de la traduccion disminuia considerablemente cuando la energia libre de



las estructuras en horquilla de la UTR 5’se reducian entre -25 y -35 Kcal / mol, a una distancia de la

caperuza comprendida entre 1-46 nucleotidos (ver figura 4) .

En el modelo de escaneo del inicio de la traduccion (scanning model) se propone que el complejo
ribosdmico 43s, tras unirse a la caperuza 5’, escanea la UTR 5’hasta encontrar un codén de inicio
optimo, comenzando asi la traduccion. De forma que la presencia en la UTR 5’de una estructura
secundaria estable se interpreta como un indicio de inhibicidon de la traduccion al interferir en el
escaneo del ribosoma. Esta barrera puede ser superada si se produce una sobreexpresion de ciertos
factores de inicio de traduccion, como la helicasa elF4A, en combinacion con elF4B. No es de
extrafiar por ello que la sobreexpresion de factores de inicio de la traduccion este asociada a la
génesis de tumores, ya que esto supone una forma de saltarse la inhibicion de la expresion de los

protooncogenes, los cuales presentan UTRs 5 'muy estructuradas [11].
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Figura 4. Influencia de la estabilidad térmica de las estructuras en horquilla de la UTR 5 y
de su distancia a la caperuza sobre la eficiencia de la traduccion de un constructo disefiado
al efecto. A): Influencia en la traduccion de cada conjunto de horquillas con diferentes
estabilidades térmicas, de -10 a -50 Kcal/mol, para posiciones entre 1-16 o 1-46 respecto a
la caperuza. B y C): representacion grafica del efecto sobre la traduccion de la estabilidad

térmica y de la posicion de las horquillas respectivamente .Figura extraida de referencia
[10].( Para mas detalles ver dicha referencia)



Una estructura bien caracterizada es la estructura cuddruplex de “G” (G4). Dicha estructura se
forma a partir de una secuencia rica en guanina que se pliega en una estructura de tetra-hélice no
canodnica (ver Figura 5), estructura muy estable y que inhibe fuertemente la traduccion [12]. La
estructura G4 aparece con frecuencia en oncogenes, como el gen TRF2, que estd implicado en el
control de la funcion del telomero. La estructura G4 presente en la UTR 5” de dicho gen puso de
manifiesto, en un ensayo realizado con gen marcador, que se produce una inhibicion importante de
la traduccion [13]. El gen TRF2 es sobreexpresado en un buen nimero de canceres, indicando esto
que la actividad de G4 puede ser modulada por una serie de factores [3] (ver figura 5) . Se ha
podido comprobar, in vitro, que ciertos ligandos pueden unirse a G4 y modular la expresion de

TRF2 [13].
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Figura 5. Formacion de estructura cuddruple de G (G4) y modelos propuestos para su
regulacion .A): formacion de la estructura G4 a partir del motivo rico en “G”; B): Formacion
de G4 gracias a la presencia de concentracion suficiente de un efector; Cy D): formacion de G4
por la presencia de ligandos que desestabilizan una estructura secundaria que impide la
formacion de G4. (ON traduccion activa, OFF traduccion inhibida;, PCBP proteina de union a
poli-C; los circulos negros en G4 representan cationes necesarios para su formacion). Figura
extraida de referencia [12].



El gen TGF-betal es otro buen ejemplo de inhibiciéon de la traduccion mediada por la estructura
secundaria. Un motivo bien conservado en su UTR 5'forma una estructura tipica en horquilla muy
estable [4]. Sin embargo esta estructura, por si sola, no es suficiente para el bloqueo de la
traduccion. Es necesario que se produzca la unién de la proteina YB-1, la cual coopera en la

formacion de dicha horquilla, para que se produzca la inhibicion de la traduccion [14].

El hecho de que pueda darse una expresion adecuada a pesar de la existencia de estructuras
secundarias estables en las UTRs 5, como en el ejemplo mencionado del efecto de “desliado”
ejercido por sobreexpresion de elF4A, asi como la necesidad de la presencia de ciertos factores para
que la inhibicién ejercida por estas estructuras sea efectiva (ejemplo del gen TGF-betal), nos
advierte que, solo basandonos en predicciones in silico podemos sacar conclusiones erroneas sobre
el nivel de expresion ejercido por una determinada UTR 5. Si bien la presencia de estas estructuras
nos indican indicios de regulacion, deben de llevarse a cabo pruebas experimentales adicionales
(mediante vectores con genes marcadores, que incluyan a los elementos reguladores) o en su
defecto pruebas in silico complementarias, como puede ser entre otras, el estudio de conservacion
evolutiva de estos elementos estructurales. De forma que encontremos un respaldo al hipotético

papel regulador de estos elementos.

4.2.2 .- Elementos reguladores en la UTR 5’

Mecanismo de inicio de la traduccion interna (independiente de la caperuza 5)

El motivo IRES (internal ribosome entry site) es un motivo regulador de ciertos ARNm que
facilitan un inicio de la traduccion interna, independiente de la caperuza 5°, mediante la unién del
ribosoma a un sitio proximo al sitio de inicio de la traduccion (ver Figura 6). Este motivo se ha
encontrado en diversos ARNm que codifican para proteinas reguladoras, como proto-oncogenes, o
factores de crecimiento y sus receptores [1]. El motivo IRES permite el secuestro del ribosoma
hacia ARMm con o sin caperuza, en condiciones en las que la traduccion dependiente de caperuza
es inhibida por estrés, por la fase del ciclo celular o por apoptosis, asegurando que la expresion de
genes esenciales se mantiene en la célula [15]. El analisis comparativo de ciertos IRES bien
conocidos ha permitido la identificacion de un motivo estructural comin compartido por muchos de
ellos. Se trata de una estructura de horquilla en forma de “Y” justo antes del codon de inicio
principal [16]. A pesar de esto se ha descubierto que cortas secuencias complementarias del ARN

ribosdmico pequeio pueden actuar igualmente como IRES [17].
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Figura 6. Via de inicio de traduccion dependiente de caperuza (izquierda) frente a la via de iniciacion
interna (derecha). Via dependiente de caperuza: En una primera etapa, un complejo de iniciacion 43S
(que comprende la subunidad 40S, elF2, GTP Met-tRNAi, y elF3) se une a la caperuza 5' del ARNm, lo
que conduce a la formacion del complejo 48 S. En un segundo paso, la subunidad 40S con factores de
iniciacion asociados y Met-tRNAi explora aguas abajo a lo largo de la UTR-5" del ARNm en busca del
codon de iniciacion. En un tercer paso este complejo se desplaza y reconoce el codon de iniciacion AUG.
Este reconocimiento es seguido por la liberacion de los factorves de iniciacion, y, posteriormente, la
subunidad 408 se une a una subunidad 60S para formar un ribosoma 80 S (la union de esta subunidad es
catalizada por el factor de iniciacion elF5B). La via de iniciacion interna postula un solo paso (o en
algunos casos dos pasos) del mecanismo por el cual el ribosoma 408 se aproxima al codon de iniciacion.
Este mecanismo de iniciacion de la traduccion generalmente es independiente del reconocimiento del
extremo 5 'del ARNm, e implica el reclutamiento directo de los ribosomas 40 S a la vecindad del codon de
iniciacion (dirigida por un elemento IRES y la accion del factor ITAFs). Figura extraida de referencia

[15].




El mecanismo del inicio de la traduccion interna es ain poco conocido, sin embargo esta claro que
la eficiencia del motivo IRES estd muy influenciada por factores proteicos que actuan en trans.
Mediante estos factores se consigue una traducciéon mediada por IRES especifica en determinados
tipos celulares [8]. La estructura de la UTR 5’ha demostrado tener influencia en la actividad del
motivo IRES, que puede ocurrir mediada por la intervencion de ciertos factores actuando en trans o
bien actuando directamente sobre el ribosoma. Un ejemplo de genes donde ocurre esto es en la

familia de proto-oncogenes Myc, que estan implicados en la proliferacion celular [18].
El motivo IRE

El motivo IRE (iron-responsive element) se localiza en la UTR 5°de los ARNm que codifican para
proteinas implicadas en el metabolismo del hierro (ferritina, 5-aminolevulinato sintetasa y
aconitasa). La regulacion es ejercida por proteinas de union a ARN (IRP 1 e IRP 2). Dichas
proteinas reconocen una secuencia en un bucle conservado de unos 30 nucledtidos, presentes en el
IRE, siendo la sefial mas importante la secuencia de seis nucleétidos CAGYCX (Y=U oAy X=U,
C o0 A). Cuando los niveles celulares de hierro son bajos las proteinas IRP 1 y 2 se unen a IRE y
bloquean la traducciéon de la ORF aguas abajo. Cuando los niveles de hierro son altos, un complejo
que contiene hierro se une a las IRPs e inhibe su union al IRE (ver Figura 7), permitiendo asi la

traduccion de la correspondiente proteina[4].
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Figura 7. Accién del motivo IRE junto a las proteinas IRP (iron regulatory proteins) segiin la
concentracion de hierro sea baja A) o alta B). Figura extraida de referencia [11].



El motivo TOP

El motivo TOP (terminal oligopyrimidine tract) consiste en una serie de 5 a 15 pirimidinas, entre
una citosina y una guanina (C (PY)n G) adyacentes a la caperuza 5. Se ha relacionado
principalmente con los ARNm de proteinas ribosomicas y de factores de elongacion de la
traduccion de vertebrados. Este motivo es utilizado para una represion coordinada de la traduccion
en ciertas condiciones celulares: durante la detencion del crecimiento, la diferenciacion, el
desarrollo o ciertos tratamientos con farmacos [19]. Mas recientemente se han encontrado
evidencias de que este motivo no es exclusivo de los tipos de ARNm mencionados mas arriba y
puede ejercer su funcidén reguladora en un conjunto mas amplio de genes, incluyendo a genes

relacionados con el lisosoma y con el metabolismo [20].

Codones de inicio y marcos de lectura abiertos “aguas arriba” (uUAUGs vy uORFs)

Los codones de inicio y marcos de lectura aguas arriba de la secuencia codificante, uUAUG y uORF
respectivamente, son unos de los principales elementos reguladores de las regiones UTRs 5". Como
su nombre sugiere los UORF son secuencias definidas por un codon de inicio y otro de final, aguas
arriba de la secuencia codificante principal. Un gran porcentaje del transcriptoma humano contiene
uAUGs o uORFs, con valores que oscilan entre el 44 y 49 %, y valores similares se han encontrado
en el transcriptoma de raton [21 y 22]. Aunque estos numeros pueden parecer elevados, tanto los
uAUGs como los uORFs de las regiones UTR 5°son menos frecuentes de lo esperado, por puro

azar, sugiriéndonos que se encuentran sometidos a una fuerte presion selectiva [4].

Un estudio piloto realizado sobre un conjunto de genes de humano y roedores mostré resultados que
indican que solo una fraccion del conjunto de uAUGs y uORFs se encuentran conservados ( 38 %
de lo uORFs y 24 % de los uAUGs) [23]. Estos escasos valores de conservacion y el hecho de que
el tamafio medio de los uORFs sea el esperado por azar, ha llevado a proponer que realmente sean
escasos los uORFs que se han mantenido con una funcién reguladora (especialmente los que
muestran conservacion) [23]. En un estudio diferente, sobre la conservacion de uAUGs en las
regiones UTRs 5°de genes ortdlogos de humanos y roedores, se pone de manifiesto que estos

tripletes AUG se conservan en mayor



Human 16 CEGECCCEEUGCUGAAGGGCAGEGAACAACTUGAUGEUGCTACUUUGAACUGCUT-UUCT 74
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Mouse 1 CEGGECCCGEUGCUGAAGGECAGGGA - CAACT - GAUGGUGCUACUCUGAGCUGCUUCUUCE 58
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Human 134 AARAGGGGAGCUGGCUACUUCUCGCUCUGCUUCAUCCCACUAUUAUT 180
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Figura 8. Alineamiento de las UTRs 5 de las secuencias ortélogas del “coldgeno alfal tipo 111" de
humano y raton. Se observa la conservacion de uAUGs (amarillo); en gris se indican los uORF ;| en
verde el codon de inicio principal. Figura extraida de referencia [24].

medida que el resto de los 63 posibles tripletes [24] , mientras que en la region codificante o en la
region UTR 3'no existe esta diferencia. Este hecho nos indica que dichos codones han sido
mantenidos por la seleccion natural, probablemente con el papel de atenuar la traduccion (ver
Figura 8). Se ha comprobado ademads, en este mismo estudio, que los uORFs que comienzan por
uAUGs que muestran conservacion, son de forma significativa, de menor tamafio que los que lo
hacen a partir de uAUGs no conservados (ver Figura 9). Este hecho nos sugiere una posible
optimizacion del nivel de atenuacion de la traduccion ejercida por estos elementos, evitdndose asi

una reduccioén completa de la misma [24].

Por otra parte se ha encontrado, que en eucariotas, el namero tripletes AUG de las regiones UTRs 5
‘se correlaciona inversamente con la fortaleza del contexto (secuencia de Kozak) del codon de
inicio principal [25]. Se sugiere que este resultado anti-intuitivo debe ser interpretado en términos
de un papel de los uUAUGs en la regulacion de la traduccion, asegurando una baja expresion basal
por la via de un doble control negativo, creando asi oportunidades para potenciales mecanismos de
regulacion adicionales. Un ejemplo de estos mecanismos, con respaldado experimental, incluiria la
posibilidad de eliminar o no la porciéon de la UTR 5°que contenga a un determinado uAUG,

mediante splicing alternativo [25].
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Figura 9. Distribucion de la longitud de los uORFs que comienzan con uAUGSs conservados,
uAUGs no conservados y de pseudo uORFs que comienzan con uGAUs. La longitud de los
uORFs se representa mediante bins, donde cada bin incluye 10 codones. Figura extraida de
referencia [24].

En términos generales la presencia de uORFs en las UTRs 5’de los ARNm de mamiferos puede
correlacionarse con una reduccion en el nivel de expresion de proteina [21, 26 y 27], que puede ser
de alrededor de un 40 % . Los estudios mutacionales ponen de manifiesto el importante papel de los
uAUGs y uORFs en la regulacion de la expresion génica [11] (ver Figura 10). El gen PAPOLA
(poliA-polimerasa-alfa) contiene dos uORFs conservados en su UTR 5. La mutacion del uAUG
mas proximo al extremo 5’causa un aumento en la eficiencia de la traduccion, indicando que el
primer uORF ejerce un efecto inhibitorio sobre dicha expresion [28]. Diversas mutaciones que
crean o eliminan uORFs han podido relacionarse con diversas enfermedades humanas [4]. Por
ejemplo la predisposicion al melanoma puede ser causada por una mutacién que origina un uORF
en la UTR 5°del gen CDKN2A ( cyclin-dependent-kinase-inhibitor-protein) [29]. Otro caso es el de
la trombocitemia hereditaria, causada por una mutacion que origina una variante de splicing que
elimina un uOREF, lo que causa una desregulacion de la traduccion, provocando un aumento de los

niveles de trombopoyetina [30].
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Figura 10. Impacto de los uAUGs en la regulacion de la traduccion. A) Comparacion de los niveles de
luciferasa a partir de constructos que contienen la UTR 5" de un gen de referencia (ACT, en verde) y
otros que contienen la UTR 5 de genes con uAUG en dicha region (WBSCR16, MFSD5 y BCL2L13, en
gris). B) Deleccion o mutacion del uAUG de los genes WBSCR16, MFSDS5 y BCL2L13, que revierte la
inhibicion de la traduccion como lo demuestra el aumento de luciferasa. Figura extraida de referencia

[11].

Diversas propiedades de los uORFs han demostrado tener efecto positivo sobre su grado de
inhibicién de la traduccion. Entre ellas destacan por su significacion: la mayor longitud de la
distancia caperuza-uORF, la fortaleza del contexto del uAUG, el nimero de uORFs presentes en la

UTR vy el grado de conservacion que estos presentan [21].

Es comunmente aceptado que los uORFs provocan un descenso en la traduccion mediante el
secuestro del ribosoma y su imposibilidad de emprender una reiniciacion, tras la fase de
terminacion del uORF [3]. Sin embargo las evidencias muestran que la traduccion de la secuencia
codificante puede producirse, en cierta medida, a pesar de la presencia de uORF en la UTR 5 y sin

que sea necesaria la presencia de IRES [3]. Dos mecanismos alternativos al mecanismo clasico de



desplazamiento del ribosoma, dependiente de la caperuza, han sido propuestos para explicar este
hecho (ver Figura 11). Por un lado estaria el “desplazamiento a saltos o defectuoso” (leaky
scanning), en este caso no todos los ribosomas reconocen el 100 % de los uAUGs, de forma que

algunos los saltan e inician en el AUG principal [31]. Por otra parte estaria el “mecanismo de
reiniciacién”, segun el cual la subunidad 40 S del ribosoma permaneceria unida al ARNm tras la
terminacion del uORF y continuaria su recorrido hasta encontrar el AUG principal [31]. Este
mecanismo es altamente ineficiente, siendo solo posible cuando los uORFs son cortos, de forma que
el escaso tiempo entre inicio y terminacion permite la reorganizacion de la subunidad del ribosoma
y los factores de inicio. Esto explicaria también por que la distancia entre dos ORFs aumenta la

eficiencia de la reiniciacion, al disponer el ribosoma de mas tiempo para su reorganizacion [31].

Ribosome
(40S + 60S)

uORF main ORF

mRNA

5 3

r—‘» Initiation of translation
(A) Leaky scanning

I—} Initiation of translation
(B) Reinitiation

.

r—b Initiation of translation

e

Figura 11 . Mecanismos de inicio de traduccion alternativos al modelo cldsico, dependiente de la
caperuza. A) Desplazamiento debil o defectuoso (leaky scanning); B) Reiniciacion.
www. intechopen.com/books/computational-biology-and-applied-bioinformatics/emergence-of-the-
diversified-short-orfeome-by-mass-spectrometry-based-proteomics.



Adicionalmente a la inhibicion de la traduccion ejercida por los uAUGs/uORFs hemos de
considerar el efecto que pueden tener los uORFs sobre la estabilidad de los transcritos. EI modelo
de “codon de terminacion prematura” (PTC) del mecanismo NMD (Nonsense Mediated Decay) de
los ARNm establece que si a una distancia de mas de 55 nt, aguas abajo del PTC, hay un EJC (Exon

Juntion Complex) depositado por el espliceosoma, se activa la via de NMD (ver Figura 12).

En el caso de que en la UTR 5" los transcritos contengan algin uORF, el cual presenta
efectivamente un codon de terminacion prematuro, igualmente pueden promoverse el mecanismo de
NMD [32]. Asi mismo hay otras situaciones, como intrones en la UTR 3 que pueden promover la
degradacion del ARNm (ver figura 13). Hay evidencias de uORFs en la UTR 5" que presentan este
efecto de desestabilizar el ARNm, promoviendo el mecanismo NMD [33 y 34], mientras que otros

uORFs también demuestran esta propiedad pero mediante una ruta independiente de NMD [34].

Por otra parte, el papel regulador que puedan desempedar los péptidos resultantes de la traduccion
de los uORFs es poco conocido, debido a la dificultad de deteccion de los mismos. Las primeras
evidencias de la presencia de estos péptidos se han tenido en células de leucemia mielogena cronica
[36], en ellas se han detectado 54 proteinas de menos de 100 aminoacidos que mapean sobre
uORFs. Esta evidencias ponen de manifiesto que algunos uORFs son traducidos y los péptidos son
mantenidos por un tiempo en la célula, apuntando a que cumplen alguna funcion, aunque no existe
una idea clara de cual es el papel que desempenan. En un estudio donde se analizaron 200 uORFs
bien conservados entre humano y raton se encontrd que la fortaleza del codon de inicio era mayor
en estos que en los UORFs que no muestran conservacion. Ademas se han encontrado evidencias de
seleccion purificadora de la secuencia de aminoacidos codificada por los uORFs conservados [32].
Estos resultados suponen un respaldo a la hipotesis de que dichos péptidos cumplan alguna funcién

reguladora.
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4.2.3.- UTRs 5’alternativas

Un andlisis a gran escala del transcriptoma de mamiferos ha revelado que el uso de UTRs 5
“alternativas es un fenomeno frecuente y que practicamente la mayoria de genes pueden manifestar
esta expresion diferencial [37]. Dichas UTRs alternativas puede ser generadas por el uso de
promotores alternativos, pero también por el uso de sitios de inicio alternativos de un mismo
promotor o por fendémenos de splicing alternativo [3 y 37] (ver Figura 14). La diversidad en la
UTR 5’de los genes permite variaciones en su expresion, en funcion de los elementos reguladores

que contengan las UTRs 5 alternativas.
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Figura 14. Mecanismos responsables del origen de UTRs 5'alternativas. a) Uso de
promotores alternativos, b) Un solo promotor con sitios de inicio alternativos; ¢) Un solo
promotor y splicing alternativo de los exones de la UTR 5'.(Verde, azul claro y marron:
exones de UTR 5°; azul oscuro: secuencia codificante (cds); lineas discontinuas negras y
rojas: eventos de combinacion alternativos)

Las UTRs pueden determinar una expresion especifica de un tejido o en unas condiciones
fisiologicas, cuando ciertos motivos reguladores estan incluidos en algunas variantes de ARNm y no

en otras, y dichas variantes muestran un patron especifico en los diferentes tejidos o se expresan de



forma diferente en diferentes condiciones celulares [37]. El gen AXIN2 (axis inhibition protein-2)
tiene tres promotores, que permiten una expresion especifica de tejido de tres UTRs 5’alternativas.
Cada UTR contiene diferente estructura secundaria y uORFs confiriendo una estabilidad y
eficiencia de la traduccion diferente para cada transcrito. La cantidad de axina-2 presente en cada
tejido depende del nivel de expresion global de ARNm de axina-2 y de la proporcion de los
diferentes transcritos con diferentes UTRs 5" [38, 39]. Diferentes UTRs regulan también la
expresion de FGF1 (fibroblast grow factor 1) durante el estrés celular producido por hipoxia o
apoptosis. Bajo estas condiciones la traduccion dependiente de la caperuza es inhibida y esta se
lleva a cabo mediante IRES. FGF1 contiene cuatro promotores, con expresion especifica de cuatro
UTRs 57 en distintos tejidos, pero s6lo dos contienen IRES (transcritos A y C), cuya actividad
ademas es muy diferente (ver Figura 15). Por lo tanto la proporcion de los diferentes transcritos
alternativos, junto con las condiciones celulares, va a determinar en cada tipo de tejido el nivel de

expresion de FGF1 [40].
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Figura 15. Gen FGF-1 humano y sus transcritos. A) Organizacion del gen FGF-1: las flechas indican
los diferentes promotores; 14 a 1D representan exones de la UTR 5°. B) Diferentes transcritos que se
originan segun los promotores utilizados. Figura extraida de referencia [40].

El gen PPARy presenta hasta siete transcritos alternativos, con diferentes UTRs 5, resultantes de
splicing alternativo de cinco exones en su UTR 5°. En los ensayos realizados se encontrd que la
eficiencia de la traduccion estd inversamente correlacionada con: la estabilidad de la estructura

secundaria del ARNm, la presencia de bases apareadas en la secuencia consenso de Kozak, el



nimero de uAUGs y la longitud de las diferentes UTRs 5” [41].

4.2.4.- Conclusiéon sobre UTR 57

Las UTRs 5’pueden ejercer una regulacion de la expresion génica mediante diversos elementos de
estructura primaria y secundaria, que a veces actian de forma combinada. Asi mismo, en algunos
casos, determinados factores proteicos deben unirse a ciertos elementos estructurales de las UTRs 5

"para que su regulacion sea efectiva (IRES, IRE).

La complejidad de la estructura de la UTR 5, su estabilidad, asi como la existencia de uAUGs y
uORFs, se revelan como elementos claves en la regulacion negativa de la expresion génica que
ejercen estas regiones. La existencia de mutaciones que afectan a los IRES, uAUGs o uORFs y que

causan diversas patologias ponen en evidencia la importancia de estos elementos.

La existencia de UTRs 5’alternativas, en las que estan presentes o ausentes diferentes elementos o
motivos reguladores, ofrece oportunidades para que pueda llevarse a cabo una regulacion compleja
de la expresion génica, utilizdndose las diferentes variantes segiin las necesidades de diferentes

tejidos o diferentes condiciones fisiologicas de la célula.

4.3.- La region no traducida 3"(UTR 3")

Las regiones UTR 3’, situadas aguas abajo de la secuencia codificante, estin implicadas en
numerosos procesos de regulacion, entre los principales se encuentran: determinacion del fin de la
transcripcion, el grado de poliadenilacion y estabilidad del ARNm, la localizacion del ARNm e

incluso efectos sobre la traduccion del mismo [3].

En comparacion con las regiones UTRs 5°, que contienen secuencias responsables del inicio de la
traduccion, las restricciones de las secuencias de las UTRs 3’son menores, resultando esto en un
gran potencial para la evolucion de elementos reguladores [3]. A pesar de ello, las UTRs 3
‘presentan ciertas regiones de elevada conservacion, ddndose el caso de que en ellas encontramos
algunos de los elementos mas conservados del genoma de mamiferos [42] (ver Figura 16). Un

analisis in silico, a escala gendmica, ha revelado que, al contrario que los motivos de la region



promotora, los motivos en la region UTR 3" se conservan principalmente en una de las dos cadenas
del ADN, lo que es consistente con un papel regulador de la UTR 3" en la fase post-transcripcional
[43]. La regiéon UTR 3’sirve como sitio de union de diversas proteinas reguladoras, asi como

microARNs (miARNs) [3], aspectos que trataremos en los siguientes subapartados.
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Figura 16. Conservacién extrema de la UTR 3’ (derecha de la imagen)del gen ELAVL4 (HuD). Esta
region es el quinto elemento mejor conservado del genoma humano. Figura extraida de referencia

[42].

4.3.1.- MicroARNs vy UTR 3”

Los microARNs (miARNs) son cadenas sencillas de ARN que son producidos a partir de genes
endogenos por la ARN polimerasa II, en forma de precursores de una longitud entre 70-100
nucleotidos, que adquieren estructura en horquilla. Dicha estructura es escindida en el nticleo por la
ARNasa Drosha para generar un pre-miARN, el cual es posteriormente transportado al citoplasma
mediante complejos de poros nucleares. Ya en el citoplasma este pre-miARN madura mediante la
ARNasa Dicer, que genera una doble cadena de aproximadamente 22 nt y ya esta listo para actuar.
Tras deshacerse la doble hélice del miARN maduro, este se une a un complejo ribonucleoproteico
(RISC), el cual retiene a una de las cadenas que sera el miARN funcional y la otra es eliminada [44]

(ver Figura 17).



La cadena simple del miARN maduro se aparea con las bases complementarias de una secuencia
diana, generalmente ubicada en la UTR 3’, el apareamiento se produce especialmente en el extremo
5’del miARN, en los nucledtidos 2 a 7, a esto se le llama “region semilla” (seed region). Dicho
apareamiento del miARN con la seed region es esencial para una regulacion efectiva por parte del

miARN [45] (ver Figura 18).

Los miARN generalmente ejercen un efecto negativo sobre la expresion de los genes, bien
inhibiendo la traduccion o mediante degradacion del ARNm, aunque también hay algunas
evidencias de que pueden potenciar la expresion de los genes [46]. Si bien en los ultimos afios se
han hecho grandes progresos en el conocimiento de la biogénesis y funcion de los miARN, todavia
existen algunas controversias sobre los mecanismos que emplean los miARNs para la regulacion de
la expresion génica, si bien algunos de ellos son bien conocidos. En animales la represion de la
traduccion parece ser ejercida de cuatro formas distintas: inhibicion del inicio de la traduccion,
inhibicion de la elongacion de la misma, degradacion proteica co-traduccional y terminacion

prematura de la traduccion. Si bien el primer mecanismo parece ser el mas relevante [47, 48].

Un hecho que es relevante para nuestra discusion es que los ARNm son competentes para la
traduccion si poseen una estructura de caperuza-5'y una de cola de poliA-3” . Los factores que se
asocian con la caperuza y la cola poli-A interaccionan, asi la proteina de union a poli-A (PABP)
interactua con el factor de iniciacion de la traduccion 4G (eIF4G), que se asocia con la estructura de
la caperuza-5" a través de la interaccion con la proteina de union a la caperuza (eIF4E) (ver Figura
19). Esta interacciéon da lugar a ARNm circulares que se protegen de la degradacion y son
traducidos de manera eficiente [49]. Cada vez hay mdas pruebas que sugieren que los miARNs
animales interfieren con la funcion del complejo elF4F (que comprende: elF4E, elF4G y elF4A) y
PABPC durante la traduccion y / o estabilizacion del ARNm [46].
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valor de AG). (B) Grado de la represion de los diversos constructos que se muestran en A. En gris se
muestra el grado de represion ejercido por los let-7a endogenos y en blanco la represion tras la adicion de
let-7a adicionales. Los valores de expresion se normalizaron respecto a la expresion de luciferasa de
luciérnaga, a través de muestras de constructos de control CXCR4-4x, que se muestra en negro. Los valores
son promedios de tres experimentos independientes + desviacion estandar Figura extraida de referencia

[45]

Figura 19. Circularizacién del ARNm tal como se describe en el texto. Figura extraida de

referencia [70].
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Se da la circunstancia de que un mismo miARN puede regular a un gran nimero de genes, ya que
solo es necesaria la complementariedad de la seed region. Adicionalmente un mismo ARNm puede
ser regulado por varios miARNs, aumentando asi su repertorio de expresion en un momento
determinado o en un tipo celular particular [3]. Los ARNm con multiples dianas presentan una
expresion mutuamente exclusiva respecto al miARN, indicando esto que los miARN ejercen un

ajuste muy fino de la expresion génica [54].

Muchos miARN se han conservado a lo largo de la evolucion, y debido a que no se requieren
grandes regiones de apareamiento nuevos miARN pueden aparecer relativamente facil, aportando
nuevas herramientas para la evolucion [3]. Un estudio comparativo entre diferentes especies de
mamiferos, a escala gendémica, encontrd que los motivos conservados en la UTR 3" son como
media de 8 nt de longitud y que alrededor de la mitad de ellos parecen estar relacionados con

miARN [43].

Aunque los miARNs se unen preferentemente a las UTRs 3°, algunas dianas han sido identificadas

en las UTRs 5"y en las regiones intronicas de los genes [3].

4.3.2 .- Elementos de estabilizacién

La modificacion de la estabilidad de un transcrito permite una rapido control de la expresion sin
necesidad de alterar la tasa de traduccion. Se ha encontrado que este mecanismo esta implicado de
forma critica en diversos procesos vitales como el crecimiento celular, la diferenciacién o la
adaptacion a estimulos externos [55,56]. Los elementos de estabilizacion mejor estudiados son los
elementos ricos en “AU” (AREs) que se encuentran en la UTR 3’de diversos genes. Estos
elementos tienen un tamafo que oscila entre 50 y 150 nt y generalmente contienen multiples copias
del pentanucleotido AUUA [57]. Los AREs pueden presentar variaciones en su secuencia de forma
que han sido definidas tres clases principales. La clase I y II presentan diferente nimero de

repeticiones del pentanucleotido, mientras que la clase III carece del mismo [58].

Los AREs se unen a proteinas (ARE-BPs) que generalmente promueven el decaimiento del ARNm
en respuesta a una variedad de sefiales intra y extracelulares. Muchas ARE-BPs son expresadas de

forma especifica en ciertos tejidos o tipos celulares, siendo ademas la estructura secundaria del ARE



un factor importante en la accién de la ARE-BP [59]. Diferentes ARE-BPs pueden competir por un
mismo sitio de unién y dependiendo de la localizacion celular o factores ambientales la regulacion
ejercida por el ARE puede tener diferentes resultados para un transcrito [56] (ver Figura 20) . Un
ejemplo del efecto de factores ambientales lo tenemos en la expresion de la proteina anti-apoptética
Bcl-X,, que se ve incrementada tras radiaccion UVA, siendo este un proceso implicado en cancer de
piel entre otros canceres. El examen de las ARE-BPs asociadas con un ARE en la UTR 3’de Bcl-K,,
permiti6 identificar a la nucleotina como una proteina estabilizadora clave, y los autores sugieren
que la radiaccion UVA aumenta la capacidad de la nucleotina para unirse a ARE y esta facilita la
proteccion del ARNm frente a la degradacion [60]. Este y otros ejemplos ponen en evidencia la
versatilidad de los AREs en la regulacion de la estabilidad y la traduccion, pudiendo producir

distintos resultados en funcion de las senales recibidas [3].
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Figura 20. Diferentes AREs-BP compiten por el motivo ARE de la UTR 3'para activar o inhibir
la degradacion del ARNm mediante exonucleasa

El elemento rico en “GU” GRE es otro elemento de estabilidad descubierto posteriormente, el cual

interacciona con la proteina CUGBP1, lo que promueve el decaimiento del ARNm asociado [61].

4.3.3.- Cola de poli-A

La cola de poli-A es el resultado de la adicion de una serie de adenosinas en el extremo 3’del
ARNm. Esto dota al ARNm de un lugar de union para una clase de factores reguladores llamados
proteinas de union a poli-A (PABPs), que desempefian un papel regulador de la expresion génica,
incluida la estabilidad y el decaimiento del ARNm, asi como la exportacion del mismo [62]. Estos

mecanismos de regulacion juegan un papel relevante durante el desarrollo de los vertebrados [63].



En humano se han identificado hasta cinco PABPs diferentes (una nuclear y cuatro citoplasmaticas),
todas ellas con diferentes papeles funcionales [63]. La PABPs parecen funcionar como andamios
donde pueden unirse otros numerosos factores y asi regular de una forma indirecta la expresion de
los genes en diferentes circunstancias (recordar por ejemplo su papel en la circularizacion del

ARNm) [3].

La cola de poli-A es sintetizada con una longitud determinada (sobre unos 250 pb en las células
humanas) y puede luego ser acortada en el citoplasma para promover la represion de la traduccion si
las condiciones lo requieren [64]. Es bien conocido que la poliadenilacion viene determinada por
senales de poliadenilacion (PAS) de la regiéon UTR 3’. La sefial de poliadenilaciéon mas frecuente
(senal canodnica) es “AAUAAA”, localizada a 10-30 nucledtidos al 5°del sitio de corte y
posteriormente se encuentra una secuencia rica en G/U a unos 20-30 nucleodtidos al 3’del lugar de
corte [79] (ver Figura 21). Los dos complejos multiméricos, el de poliadenilacion (que se une a la
PAS) y el de corte (que se une a la sefal rica en G/U) son necesarios simultdneamente para que

ambos procesos ocurran adecuadamente.

Alternativamente a la PAS canénica “AAUAAA” y en menor frecuencia se da la sefial “AUUAAA”
[80]. Se ha determinado, mas recientemente, que pueden existir al menos otras 10 posibles
variaciones de la sefal de poliadenilacion, todas ellas de menor frecuencia que la sefial alternativa

“AUUAAA” y que originan una menor eficiencia de la poliadenilacion [81].

La poliadenilacion alternativa (APA) puede ocurrir como resultado de la produccion de diferentes

1soformas de ARNm que difieren en su UTR 3’. La APA puede darse bien por que
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Figura 21. Seiiales para el corte y poliadenilacion del pre-ARNm en mamiferos.
(http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch5A. htm).
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Figura 22. Diferentes tipos de poliadenilacion. (A) Un solo lugar de poliadenilacién;  (B)
Poliadenilacion alternativa mediante sefiales de poliadenilacion (pA) alternativas en mismo exon
terminal; (C) Poliadenilacion alternativa mediante pA alternativas aguas arriba del exon terminal y
fenomenos de splicing alternativo. (http://openi.nim.nih.gov/detailedresult.php?
img=2553571 gkn540f1&req=4).

existan sitios de poliadenilacion (PAS) alternativos en una misma UTR 3’0 porque se expresen
exones terminales mutuamente exclusivos (ver Figura 22). La APA es utilizada en aproximadamente
el 50 % de los genes humanos [65]. El uso de UTRs 3 alternativas, con diferente poliadenilacion, y
corte asociado a ella, es un aspecto importante de la expresion génica durante el desarrollo o la
expresion especifica de tejidos [37, 66], asi mismo cambios en la APA han sido asociados con

diferentes tipos de cancer [67].

4.3.4.- Longitud vy estructura secundaria

La necesidad de interaccion entre el extremo 5"y 3, conocida como circularizacion del ARNm, y
que ya mencionamos anteriormente (Figura 19) al tratar los miARN, se ha revelado como un
mecanismo clave para una traduccion eficiente [49]. En esta interaccion 5°-3” tienen implicaciones

la longitud y estructura secundaria de la UTR 3. Existen evidencias del efecto de UTRs 3" largas



sobre la expresion, asi por ejemplo se ha observado que el aumento de la UTR 3’de 19 a 156 nt

disminuye la expresion hasta en 45 veces [68].

Adicionalmente al efecto que la longitud puede tener sobre la interaccion 5°-3°, puede afectar
también al nimero de dianas de miARN, ya que a mayor longitud de la UTR 3’existen mayores
probabilidades de presencia de las mismas. Un estudio donde se compara la longitud y la presencia
de dianas de miARN en genes ribosomicos y en genes de neurogénesis encontré que los genes
ribosdmicos contenian UTRs 3'més cortas y eran escasos en dianas de miARN, al comparar con
secuencias aleatorias de control [54]. Mientras que los genes de neurogénesis presentaban UTRs 3
‘mas largas y especialmente enriquecidas en sitios potenciales de union. Igualmente existen
evidencias de genes que presentan UTRs 3 alternativas para el control de la expresion, presentando
la forma més larga dianas conservadas de ciertos miARNs que se expresan en ciertas condiciones
celulares, reprimiéndose asi la traduccion [69]. En general las UTRs 3'mas largas estan
relacionadas con menores niveles de expresion, como lo demuestran experimentos que comparan la

expresion de isoformas que difieren solamente en la longitud de la UTR 3°[69] (ver Figura 23).
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Figura 23. Efecto de la longitud de la UTR 3 utilizada sobre la expresién génica. (A) Esquema que
representa las isoformas alternativas: comun (UTR 3’corta) y extendida (UTR 3’larga), con sus
diferentes sitios de poliadenilacion. (B) Actividad luciferasa en linfocitos T murinos transfectados con
constructos que llevan la isoforma de la UTR 3" comun o extendida de los genes indicados.(C) Numero
medio de dianas de miARN conservadas en la UTR 3’de isoformas de genes que usan la PAS proximal o
distal. Imagen modificada de referencia [69].



Ya habiamos mencionado que las UTRs 3’son considerablemente mas largas que las
correspondientes UTRs 5’(como media casi cuatro veces mayores en humanos [2]). Esta diferencia
ofrece un gran potencial para la regulacion de la traduccion en dichas regiones, bien sea mediante la
ausencia-presencia de dianas de miARNs o mediante las diferencias en otros elementos que puedan
afectar a la unioén de diversos factores, que afecten a la recircularizacion o a la estabilidad del
ARNm [3, 70]. Adicionalmente parece existir una tendencia a un aumento de la UTR 3’en el
proceso evolutivo que va desde los hongos a los invertebrados y de estos a los vertebrados (Figura
24), siendo la longitud media de la UTR 3’humana més del doble de la longitud de los otros
mamiferos estudiados [3]. Este incremento de la longitud puede interpretarse como un mayor
numero de posibilidades de regulacion de la expresion, hecho que posiblemente ha tenido

relevancia en el aumento de la complejidad de los organismos, incluidos los humanos.

Si bien la longitud de la UTR 3’es un hecho relevante para la eficiencia de la traduccion, no lo es
menos la estructura secundaria de la misma, como lo ponen de manifiesto el efecto que tienen
mutaciones que afectan a dicha estructura. Este hecho queda patente en un estudio sobre 83
enfermedades asociadas a variaciones en la UTR 3" de ARNm humanos, donde se encuentra una

correlacion entre la funcionalidad de las variaciones y cambios en la estructura secundaria predicha

[71].
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Figura 24. Longitud media de las UTRs 5y 3’ en diferentes especies.
Imagen extraida de referencia [70].



Generalmente la localizacion de una mutacion de falta de sentido, anexa al limite exdon-exon
determina la eficiencia del mecanismo NMD (nonsense mediated decay), sin embargo la UTR 3
‘puede tener influencia en este proceso. El mecanismo de terminacion de la traduccion en un codon
de terminacion prematura (PTC) se ve afectado por la distancia entre el codon de terminacion y
PABPCI (poly-A binding protein). Se ha demostrado que la extension de esta region es crucial para
determinar la presencia de PTC y acabar dando lugar a NMD, asi mismo su acortamiento produce
la supresion de NMD. Igualmente las reordenaciones estructurales de la UTR 3" pueden modular la

ruta NMD y suponen un mecanismo adicional de la regulacion de la expresion génica [72].

La estructura en forma de horquilla es la forma mas comtn que puede afectar a la expresion génica
y esto suele ocurrir en la UTR 3" mediado por la unién a dichas estructuras de factores proteicos.
Diferentes ejemplos demuestran la existencia de estructuras tipo horquilla en la UTR 3’'que
modulan su afinidad por ciertos factores, afectando asi a la estabilidad del ARNm y regulando la

expresion génica [ 73, 74].

4.3.5.- Control de la localizacion subcelular del ARNm

La localizacion subcelular de ARNm se ha revelado como un mecanismo clave a través del cual las
células se polarizan. La localizacion de los transcritos es una forma muy eficiente para orientar
productos génicos a compartimentos subcelulares individuales o a regiones especificas de una
célula o un embrion, por lo que es un nivel importante de la regulacion postranscripcional de genes.
La localizacion del ARNm es un fenomeno generalizado que se produce en los organismos
unicelulares, en los tejidos de animales y plantas, y en el desarrollo de embriones de una gran

variedad de filos animales.

Después de la transcripcion en el nucleo, la mayoria de los ARNm salen a través de los poros
nucleares hacia el citoplasma, donde son traducidos. Ciertas clases de ARNm, sin embargo, tienen
diferentes destinos y estan dirigidos a regiones especificas dentro de la célula o embrion y en
muchos casos no se traducen hasta que llegan a su destino final. Los pasos iniciales en el proceso
de localizacion estan determinados por los elementos que actian en cis dentro del ARNm. Esta serie
de sefiales por lo general, pero no exclusivamente, estan ubicadas dentro de la UTR 3’, a las que se

unen factores que actuan en trans [75].



Hasta ahora, todos los factores que actlian en frans se han identificado como proteinas; sin
embargo, es muy posible que otras clases de moléculas tales como pequefios ARNs reguladores
puedan desempenar un papel en este proceso. La union de los factores, que probablemente influye
en el plegamiento del ARNm en una configuracioén espacial especifica, facilitan la asociacion de
una serie de otras proteinas auxiliares y esto produce una gran particula de ribonucleoproteina
(RNP) de transporte. Es probable que a través de los factores proteicos que el ARNm reconoce y
asociados con la via adecuada o estructura subcelular se dirigird a su destino correcto. En el caso de
las vias que puede utilizar la maquinaria del citoesqueleto, probablemente es un mecanismo de
transporte activo que implica un motor molecular que, junto con proteinas adaptadoras, impulsara el
ARNm. Una vez en su destino, se ancla a través de un anclaje molecular, lo que podria ser o bien

proteina o, en algunos casos, otra clase de ARN [75].

Los estudios en diversos sistemas tales como ovocitos, embriones, y células sométicas han
demostrado la existencia de varios mecanismos potenciales por los cuales los ARNm pueden estar
distribuidos localmente. Estos incluyen el transporte direccional activo de ARNm por los elementos
del citoesqueleto, la degradacion general y la estabilidad del ARNm localizada y la difusion
aleatoria citoplasmatica con captura del ARNm (Figura 25). Una combinaciéon de mecanismos
puede ser utilizada para localizar diferentes ARNm; sin embargo, las evidencias mas convincentes
son de los mecanismos de transporte direccional activo por los elementos del citoesqueleto y la

degradacion combinada con estabilidad localizada [75].

Un claro ejemplo de este control espacial de la expresion, mediante control de transporte activo lo
tenemos en MBP, el principal componente estructural de la mielina de la membrana de células del
sistema nervioso central, producido por oligodendrocitos. Técnicas de mapeo por deleccion y
experimentos de microinyeccion con ARNs quiméricos han delineado una secuencia de “ARN de
trafico” de 21-nucledtidos (RTS) en la UTR 3" del ARNm de MBP, que es necesaria y suficiente
para el transporte del ARN en los oligodendrocitos. Secuencias semejantes a RTS también se
encuentran en una variedad de ARNm que se localizan en otros tipos de células, lo que sugiere que
la RTS es una sefial de trafico de ARN de uso general. Experimentos de unién in vitro indican que
la RTS se une con especificidad y gran afinidad a hnRNP A2, proteina de union a ARN expresada

de forma ubicua, y que se cree que juega un papel en el trafico intracelular de ARNm [76].
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Figura 25. Mecanismos de transporte del ARNm en la célula. (A) Estabilizacién local que
protege frente a la degradacion; (B) Difusion del ARNm y captura local y (C) Transporte
activo del ARNm mediante el citoesqueleto. Figura extraida de referencia [84].

La expresion de una UTR 3’alternativa, mas corta o mas larga, puede tener influencia en el

transporte del ARNm, como en el caso de CaMKlla (alfa subunit Ca’ */calmodulin-dependent
protein kinase II). Una secuencia requerida para el destino dendritico de su ARNm se ha mapeado
aguas abajo del primer sitio de poliadenilacion, lo que sugiere que la isoforma més corta del ARNm

se limita al cuerpo celular, mientras que el ARNm mas largo se transporta a las dendritas [78].

Distintos ejemplos de localizacion por estabilizacion local provienen de Drosophila, durante el

desarrollo embrionario temprano. Asi los transcritos de la proteina de union a ARN Nanos o la



proteina de choque térmico Hsp83 son degradados en todas las partes del embrion excepto en el
polo posterior. Distintos elementos actuando en cis, localizados en la UTR 3’de estos transcritos,

median en la degradacion global en el embrion y en la estabilizacion en el citado polo [77].

4.3.6.- Conclusion sobre UTR 3°

La UTR 3’es una regiéon muy versatil y es rica en elementos reguladores, por lo que desempeinia un

papel crucial en la correcta expresion espacial y temporal de los genes.

La longitud y estructura secundaria de la UTR 3’son aspectos clave, que tienen una gran influencia
en el papel regulador que dicha region ejerce. En general las UTRs 3" de gran longitud tienen un
efecto negativo sobre la traduccion. Las estructuras tipicas en horquilla que se dan en la UTR 3
‘tienen afinidad por diversos factores que modulan asi la accion reguladora de estos elementos a

nivel de la eficacia en la traduccion o en la localizacion celular del ARNm.

La circularizacién del ARNm mediante la interaccion de la proteina PABP (que se une a la cola de
poli-A) con el complejo de iniciacion de la transcripcion del extremo 5° parece ser necesaria para
una adecuada traduccion. Diversos factores (factores proteicos, miARNs u otros ARNs) que tienen
afinidad por la UTR 3’ pueden afectar a la interaccion necesaria para la circularizacion, dando lugar

a diversos mecanismos reguladores de la expresion génica.

La poliadenilacion, fundamental para la estabilidad del ARNm, es un fendémeno que puede ser
motivo de regulaciéon mediante el uso de senales de poliadenilacion alternativas existentes en la
UTR 3’, que dan lugar a una cola de poli-A de diferente longitud. En este hecho tiene un papel
importante el uso de UTRs 3’alternativas mas largas o mas cortas que contienen una o varias
sefiales de poliadenilacion. La mayor o menor longitud de la UTR 3’viene dado por el uso de
diferentes puntos de corte del ARNm, que se encuentran aguas abajo de la sefal de poliadenilacion

reconocida.

El uso de UTRs 3’alternativas, bien por sitios de corte alternativo, bien por el uso de exones
alternativos existentes en esta region, permite también la presencia o ausencia de elementos
reguladores, lo que da lugar a una regulacion de la expresion génica diferenciada en funcion del

tejido o estado de la célula.
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CAPITULOS DE RESULTADOS



(D

IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DE LAS UTRs 5" Y 3~
DE LAS LIPOCALINAS DE MAMIFEROS



1.- Objetivos
Los objetivos de este capitulo son varios:
* En primer lugar identificar y caracterizar las UTRs 5’y 3’de lipocalinas de mamiferos
mediante la determinacién y analisis de parametros basicos de las mismas, como son la

longitud, su contenido en G+C y la presencia en ellas de secuencias repetitivas.

* En segundo lugar establecer en qué medida las lipocalinas presentan UTRs alternativas y si

las hay, determinar el grado de variabilidad de las mismas.
* Una vez identificadas las lipocalinas que presentan variabilidad en las UTRs, determinar la

organizacion gendmica de estas regiones, asi mismo tratar de dilucidar los mecanismos

responsables del origen de los transcritos con UTRs alternativos.

2.- Métodos

2.1.- Obtencion v seleccion de las secuencias de UTRs 5y 3" de lipocalinas

Se obtuvieron las secuencias de las UTRs de 11 lipocalinas de mamiferos (previamente
seleccionadas tal como se detalla en los objetivos de la tesis) a partir de bases de datos que
dispusieran de informacion sobre transcritos alternativos. Se decidio utilizar, como fuente principal,
la base de datos de secuencias de ARNm AceView
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/index.html)[1], debido a la rigurosidad de su
metodologia, por su util entorno grafico, por la completa informacion de las anotaciones, asi como
por la facilidad de acceso y descarga de las secuencias. De forma complementaria se utilizo la base

de datos ASPicDB ( http://srv00.ibbe.cnr.it/ASPicDB/index.php )[2].

AceView proporciona una representacion depurada y no redundante de todas las secuencias de
ARNmMm publicas (ARNm de GenBank o RefSeq y secuencias de ADNc a partir de dbEST y Trace).
La metodologia de AceView consiste en que estas secuencias de ADNc experimentales son

coalineadas con el genoma, siendo seleccionadas solo si tienen una alta fiabilidad (un alto



porcentaje de identidad a lo largo de toda la longitud de su secuencia). A continuacién se agrupan en

un nimero minimo de variantes (transcritos alternativos) agrupados en los correspondientes genes.

ASPicDB se basa en un método algo diferente y por ello complementario del de Aceview. Dicho
método esta basado en un algoritmo de alineacion multiple genoma-EST, para la deteccion de sitios
de corte y empalme. Este enfoque realiza una alineacion multiple de los datos de transcripcion con
la secuencia genomica, basado en el andlisis combinado de todos los datos disponibles. Los
algoritmos de ASPicDB abordan el problema de predecir splicing constitutivo o alternativo como
un problema de optimizacion, en donde el alineamiento multiple 6ptimo de los transcritos minimiza

el nimero de exones y por lo tanto los posibles sitios de corte y empalme.

Se procedio a buscar en la base de datos Aceview los transcritos de las 11 lipocalinas seleccionadas
para humano y ratén, que son las especies de mamiferos disponibles en AceView. De todos los
transcritos alternativos que ofrece AceView, para cada lipocalina, solo se tomaron las secuencias de
los transcritos cuya secuencia codificante se correspondiese con la de la proteina candnica predicha
o anotada en RefSeq (NCBI), que es la lipocalina contrastada y anotada como extracelular. En la
tabla 1 se muestran dichas secuencias canonicas para humano y raton. En caso de que el transcrito
estuviese incompleto en su extremo 5’0 3’se tom6 la UTR del extremo disponible (5’0 37), solo si
los exones codificantes de dicho extremo coincidian exactamente con los de la secuencia canonica.

Los transcritos asi seleccionados en Aceview fueron posteriormente contrastados con los datos
disponibles en ASPicDB, confirmando los primeros e incluso permitiendo en algunos casos, incluir
algunos transcritos alternativos adicionales. En las tablas 2 a 12 del apartado de resultados se
muestran los transcritos seleccionados para cada lipocalina. Dichos transcritos o variantes aparecen
identificados, en dichas tablas, por las letras con que estan identificados en Aceview. Cuando la
variante solo se detectd en ASPicDB, se identificé con la letra de la variante de Aceview mas

parecida a esta, seguida de un nimero entre paréntesis.

Las secuencias de las UTRs 5y 3’de todos los transcritos seleccionados fueron obtenidas y
almacenadas en formato Fasta. Asi mismo se obtuvieron y almacenaron en el mismo formato las

secuencias de los diferentes exones, en caso de haberlos, que constituyen las regiones UTRs 57y 3".



Lipocalina

Especie

NCBI RefSeq

Long ARNm
(pb)

Referencia gendmica

NCBI

APOD

raton

NM_001301353.1

2070

Chr: 16(-)
NC_000082.6
31296192..31314799

humano

NM_001647.3

1148

Chr: 3(-)
NC_000003.12
195568702..195584205

PTGDS

raton

NM _008963.2

806

Chr: 2(-)
NC_000068.7
25466709..25470113

humano

NM_207510.3

1851

Chr 9:
NC_000009.12
136977504..136981742

RBP4

raton

NM 001159487.1

1233

Chr: 19(-)
NC_000085.6
38116620..38125321

humano

NM_006744.3

941

Chr: 10(-)
NC_000010.11
93591836..93601344

APOM

raton

NM_018816.1

731

Chr: 17(-)
NC_000083.6
35128997..35131752

humano

NM_001256169.1

1183

Chr 6:
NC _000006.12
31652410..31658210

LCNI1
(VEGP1)

rata

NM_022945.1

753

Chr: 3
NC_005102.4
4233111..4236960

humano

NM 001252617.1

781

Chr: 9
NC_000009.12
135521438..135526540

LCN2

raton

NM_008491.1

853

Chr: 2(-)
NC_000068.7
32384637..32387739

humano

NM_005564.3

840

Chr: 9
NC_000009.12
128149453..128153455




Tabla 1. Secuencias de ARNm de las lipocalinas estudiadas que contienen la secuencia codificante que
se corresponde con la secuencia canonica, obtenidas de RefSeq (NCBI).

Lipocalina

Especie

NCBI RefSeq

Long ARNm
(pb)

Referencia gendmica

NCBI

LCNS

raton

NM_033145.1

653

Chr: 2
NC_000068.7
25653118..25656217

humano

NM 178469.3

918

Chr: 9(-)
NC_000009.12
109107983..109111935

OBP2A

raton

NM_153558.1

738

Chr: 2
NC_000068.7
25697538..25703332

humano

NM _001293189.1

754

Chr: 9
NC_000009.12
135546139..135549969

C8G

raton

NM_027062.2

1044

Chr: 2(-)
NC_000068.7
25498650..25501719

humano

NM_000606.2

888

Chr: 9
NC_000009.12
136944885..136946974

LCNI12

raton

NM_029958.1

745

Chr: 2(-)
NC_000068.7
25490845..25495883

humano

NM_178536.3

694

Chr: 9
NC _000009.12
136949580..136955497

ORM2

raton

NM 011016.2

774

Chr: 4
NC_000070.6
63362449..63365877)

humano

NM_000608.2

844

Chr: 9
NC_000009.12
114329789..114333256)

Tabla 1 (continuacion). Secuencias de ARNm de las lipocalinas estudiadas que contienen la secuencia
codificante que se corresponde con la secuencia canonica, obtenidas de RefSeq (NCBI).




2.2.- Analisis de parametros basicos de las secuencias de UTRs 5y 3’de lipocalinas

Las secuencias UTRs de las lipocalinas fueron analizadas mediante *“ infoseq ” de EMBOSS
(http://emboss.bioinformatics.nl/) [3], para determinar su longitud y contenido en G+C. Dos muestras
de UTRs de humano y raton, tomadas aleatoriamente de la base de datos UTRdb (con 1000
secuencias de cada especie), fueron utilizadas para contrastar con las UTRs de lipocalinas. Estas

muestras fueron igualmente analizadas con “infoseq” para obtener su longitud y contenido en G+C.

Para determinar la presencia de secuencias repetitivas en las UTRs se utilizd6 Repeatmasker (A.F.A.
Smit, R. Hubley & P. Green RepeatMasker at http://repeatmasker.org). Los analisis estadisticos y
representaciones graficas se realizaron mediante la hoja de célculo de OpenOffice y el programa

estadistico PAST [4].

2.3.- Determinacion de la organizacion genémica v de los procesos responsables del origen de

UTRs 5 alternativos

Solo se ha abordado esta cuestion para las regiones UTRs 5’de las lipocalinas, dado que son estas
regiones las que muestran una variabilidad considerable y con una mayor complejidad a la hora de
ser interpretada. Mientras que las regiones UTRs 3 muestran escasa variabilidad y cuando la
presentan, esta es de facil interpretacion, ya que esta esta asociada a sitios de corte alternativo y no a

diferentes exones que sufran splicing alternativo.

La organizacion gendmica de la region UTR 5°de las lipocalinas se ha deducido a partir de la
composicion de exones de las UTRs 5 alternativas que fueron seleccionadas de las bases de datos,
segun los criterios establecidos en el punto 2.1. Para ello se recurrid a las anotaciones de Aceview y
ademas de forma complementaria se utilizo “ESIM4” de EMBOSS [3] que permite alinear los
transcritos de los UTRs 5’alternativos frente a la region gendmica correspondiente. De esta forma

pudo obtenerse la estrcutura exon-intrén de dichas UTRs 5°.

Los mecanismos mas frecuentes que originan UTRs 5 alternativas son: origenes de transcripcion
alternativos, fenomenos de splicing alternativo o una combinacion de ambos fenémenos. Para las
UTRs 5’de lipocalinas estos mecanismos se han tratado de establecer buscando la explicacion mas

logica, dentro de las diferentes posibilidades y tratando de encontrar respaldo en una serie de



predicciones que se llevaron a cabo.

2.3.1.- Prediccidon de regiones promotoras

Se utilizé “Neural Network Promoter Prediction” (NNPP, http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html)

[5]. Se analizaron las regiones gendmicas de las UTRs 5'previamente determinadas mas 2000

nucledtidos corriente arriba, para poder detectar posibles promotores alternativos.

2.3.2. -Prediccién de exones

Se analizaron las regiones gendémicas de las UTRs 5’de lipocalinas con el programa “ExonScan”
( http://genes.mit.edu/exonscan/) [6]. Dicho programa hace una prediccion de exones combinando la
informacion de diferentes elementos: sitios donadores-aceptores de splicing, los posibles sitios
potenciadores (ESE) o silenciadores exdnicos (ESS), asi como de secuencias GGG intronicas. Esta
prediccion de tipo holistico puede darnos una idea mas aproximada de la auténtica organizacion

genomica de las regiones UTRs 5.

2.3.3. -Prediccidn de sitios donadores-aceptores de splicing

Para predecir estos sitios se recurri6 a la herramienta bioinforméatica “ASSP”

(http://wangcomputing.com/assp/index.html) [7], 1a cual permite hacer predicciones de sitios de splicing,
ofreciendo en la prediccion la probabilidad de que dichos sitios sean constitutivos, alternativos o
sitios cripticos. Este tipo de predicciones es util a la hora de confirmar el cardcter constitutivo o

alternativo de los exones que componen las UTRs 5°.


http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html

3. - Resultados

3.1.- Transcritos seleccionados

A continuacidon se presentan los transcritos seleccionados, como se detalla en métodos, para las

distintas lipocalinas estudiadas de humano y ratén. Se indica la longitud de los ARNm maduros y de

las UTRs 5"y 3 correspondientes.

Tabla 2.APOD
Variantes(Aceview) | Long ARNm (pb)| Long UTR 5°(pb) | Long UTR 3'(pb)

a 931 140 221
b 1016 224 222
2077 358 1149
Ratén d 1074 281 223
e 1094 214 221
a 1129 361 198
680 232 198

Humano c 553 135 -

(2007)
d (2010) 1210 190 -
Tabla 3. PTGDS
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb)| Long UTR 5'(pb) | Long UTR 3'(pb)

c 785 80 159
Ratén d 1058 329 159
e 1326 - 614
c 961 72 214
g 1212 458 178
Humano ] 2495 1283 639

(2007)




Tabla 4. RBP4
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb)| Long UTR 5'(pb) | Long UTR 3'(pb)
a 1233 385 252
Raton c 765 61 128%*
d 947 89 252
b 1316 322 388
Humano d 563 72 186*
(2010) d(2) 522% 113 186*
Tabla 5. APOM
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb)| Long UTR 5'(pb) | Long UTR 3'(pb)
Raton a 1471 781 117
d 1183 496 120
Humano d2) 760 73 120
(2010)
Tabla 6. LCN1
Variantes(Aceview) | Long ARNm (pb)| Long UTR 5°(pb) | Long UTR 3’(pb)
Rata a 754 55 165
b 881 157 185
Humano h 760 49 185
(2010)
Tabla 7. LCN2
Variantes(Aceview) Long ARNm (pb)| Long UTR 5'(pb) | Long UTR 3'(pb)
Raton b 894 54 237
b 822 72 153
Humano b(2) 903 72 334
(2010)




Tabla 8. LCNS

Variantes(Aceview) Long ARNm (pb)| Long UTR 5'(pb) | Long UTR 3'(pb)
Ratén a 658 23 107
Humano e 822 348 112
(2010)
Tabla 9. OBP2A
Variantes(Aceview) | Long ARNm (pb) | Long UTR 5'(pb) | Long UTR 3'(pb)
Raton b 749 53 165
Humano a 689 42 134
(2010)
Tabla 10. C8G
Variantes(Aceview) | Long ARNm (pb)| Long UTR 5'(pb) | Long UTR 3'(pb)
Raton c 1044 275 160
Humano a 877 75 193
(2010)
Tabla 11. LCN12
Variantes(Aceview) | Long ARNm (pb)| Long UTR 5'(pb) | Long UTR 3'(pb)
Raton a 715 55 78
c 930 248 103
Humano c(2) 710 28 103

(2010)




Tabla 12. ORM?2
Variantes(Aceview) | Long ARNm (pb) | Long UTR 5'(pb) | Long UTR 3'(pb)
Raton a 778 41 113
Humano b 917 189 122
(2010)

Tablas 2 a 12. Transcritos seleccionados de las diferentes lipocalinas, extraidas de Aceview / ASPicDB. Las
variantes se denominan mediante una letra, tal como aparecen identificadas en Aceview. Dado que Aceview
ofrece, para humano, dos versiones (2007 o 2010) de la base de datos, se indica en las tablas la version a la
que corresponde la variante seleccionada.

3.2.- Longitud v composicion de las UTRs de lipocalinas

En la tabla 13 se representa la longitud media, maxima y minima, asi como el % G+C medio de las
UTRs 5" de las lipocalinas humanas y de raton analizadas. A efectos de comparacion se han afiadido
los mismos pardmetros pertenecientes al conjunto de UTRs 5" de la base de datos “UTRdb”[8],
para ambas especies. Observamos en las UTRs 5’de lipocalinas (tabla 13) un buen ajuste a los
valores medios de longitud y % G+C esperados, aunque en la longitud méxima, se observan valores
algo inferiores, tanto en humano como en raton. Este Gltimo resultado es esperable ya que por el
gran tamafio de la muestra de la base de datos (UTRdb) de UTRs 5°de humano y roedor, es 1l6gico

que aparezcan valores extremos que son de baja frecuencia.

UTR 5’
Long media Long max Long min %GC medio
Lipoca_hum 232.18 1283 28 63.53
UTRdb_hum 210.20 2803 18 60
Lipoc_ratén 186.89 786 23 57.60
UTRdb_roed 186.30 936 20 60

Tablal3: Longitud media, mdxima y % G+C medio de las UTR 5'de
lipocalinas de humano y raton y comparacion con los valores medios obtenidos
de la base de datos UTRdb para las UTR 5’ de dichas especies

En la tabla 14 se representan los mismos datos que en la tabla 1 pero para las UTR 3. En este caso




observamos que la longitud media de las UTR 3’de lipocalinas es sensiblemente menor que el valor
promedio del conjunto de las UTRs 3, tanto para humano como para raton. Comprobamos ademas
que los valores de %G+C en las UTRs 3’de lipocalinas son, por el contrario, sensiblemente

mayores de lo que cabria esperar para las dos especies, especialmente en humano.

UTR 3’
Long media Long max Long min %GC medio
Lipoca_hum 203.78 639 103 57.24
UTRdb_hum 1027.70 8555 21 45
Lipoc_ratén 251.29 1149 78 50.12
UTRdb_roed 607.30 3354 19 45

Tabla 14: Longitud media, mdaxima y % G+C medio de las UTR 3’de
lipocalinas de humano y raton y comparacion con los valores medios obtenidos
de la base de datos UTRdb para las UTR 3’ de dichas especies

Para analizar con mas detalle esta aparente anomalia se procedié a comparar la distribucioén de los
datos de longitud y % G+C de las UTRs 3" de lipocalinas de humano y de raton frente a los de una
muestra representativa de secuencias de UTRs 3’de estas mismas especies extraida de UTRdb. En
la figura 1 y 2 se observan los graficos Box-plot de la longitud y del % G+C de las UTRs 3 "para las

dos especies.
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Figura 1. Representaciones Box-plot de la longitud y el % G+C de las UTRs 3'de lipocalinas de
raton frente a una muestra de UTRs 3" de la misma especie de la base de datos UTRdb. Las cajas
representan los cuartiles (25% a 75%), la linea horizontal representa la media y los segmentos
superior e inferior los valores mdximos y minimo.
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Figura 2. Representaciones Box-plot de la longitud y el % G+C de las UTRs 3 'de lipocalinas de
humano frente a una muestra de UTRs 3 de la misma especie de la base de datos UTRdb. Las
cajas representan los cuartiles (25% a 75%), la linea horizontal representa la media y los
segmentos superior e inferior los valores maximos y minimo.

Observamos en las figuras 1 y 2 que, si bien la distribucion de longitudes de las UTRs 3’de
lipocalinas de humano y ratéon se encuentra en un intervalo inferior del rango de variacion del
conjunto de las UTRs 3’para cada especie, es respecto al % G+C de las lipocalinas donde se

observan de forma mas evidente las diferencias.

La explicacion de estas diferencias entre las UTRs 3’de las lipocalinas y el conjunto de UTRs 3’
podria encontrarse en una adaptacion de estas a la region genémica donde se encuentran, ya que es
conocido que los genes situados en isocoras ricas en G+C tienden a ser mas cortos que los que se
encuentran en isocoras pobres en G+C [9] y por lo tanto también tendran UTRs mas cortas. Si esto
fuese asi deberia afectar igualmente a la region UTR 5, cosa que no ocurre. Este hecho sera tratado

de forma maés detallada en la discusion de este capitulo.

Por otra parte es conocido que las longitudes de las UTRs de humano son en promedio mayores que
las de otros mamiferos [10]. En las graficas 3 y 4 se han representado de forma conjunta las
longitudes de las UTRs de lipocalinas humanas y de raton, 5y 3" respectivamente. La observacion
de estas graficas nos muestra que la longitud de la UTRs 5’de humano es claramente superior que la
correspondiente en raton en 5 casos, siendo s6lo mayor la UTR 5’de ratén en 2 casos y de longitud

semejante entre las dos especies en 4 casos. Mientras que para la UTR 3'no se observa la tendencia



a que dicha region sea mayor en humano, ya que salvo en un caso (ApoD) el resto de lipocalinas

muestran longitudes semejantes para las dos especies.
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Figura 3. Longitud de las UTRs 5  de las diferentes
lipocalinas humanas y de raton. En el caso existir UTRs
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Figura 4. Longitud de las UTRs 3’ de lipocalinas humanas y de
raton que no presentan variacion o que la muestran solo en una de

las dos especies, en este caso se muestra la longitud madxima de las
alternativas posibles.



3.3.- Elementos repetitivos en las UTRs de lipocalinas

Un aspecto interesante que puede estudiarse en estas regiones gendmicas es la presencia de
elementos repetitivos. Diversos elementos de esta clase (STR, LINE, SINE y LTR) se encuentran
con cierta frecuencia en las UTRs de los ARNm de eucariotas y ademas han mostrado desempenar
un papel funcional en determinados casos [10]. Analisis realizados sobre el conjunto de UTRs de
mamiferos han puesto de manifiesto que diversos elementos repetitivos son mas frecuentes en
humanos que en roedores y que en otras especies de mamiferos [10]. Asi mismo se ha encontrado
que estos elementos son mas abundantes en la region UTR 3'que en la 5, posiblemente debido a la

mayor longitud que suele mostrar la primera [10].

En las tablas 15 y 16 se muestran las secuencias repetitivas que pudieron identificarse mediante
Repeatmasker en las UTRs 5"y 3"de lipocalinas humanas y de raton respectivamente. Los elementos
mas frecuentes son “SINE/ALU” y “STR”, que son también los elementos repetitivos mas

frecuentes encontrados en las UTRs de mamiferos [10].

La observacion de los datos de las tablas 15 y 16 nos indican que estos elementos parecen ser
ligeramente mas abundantes en las lipocalinas humanas que en las de raton, para el caso de las
UTRs 5’, no obrservandose lo mismo para las UTRs 3. Por tltimo dichos elementos no muestran
mayor abundancia en las UTRs 3’que en las UTRs 5, como seria de esperar. El hecho de que las
longitudes de las UTRs 3’de lipocalinas sean por lo general menores que la longitud promedio del

conjunto de UTRs 3’de mamiferos, podria ser la causa de esta diferencia.

Humano UTR 5’ UTR 3’
APO-D |-exon 1l: STR (CA)n, 9a43 -

- exon 3: SINE/ALU, 1a73(¥)
LCN12 |-exo6n2: SINE/ALU, 1 a 122 (%) -ex6n 2: STR (CA)n, 138 a 300
OMR2 |-exo6n 1: LTR/ERVL-MaLR, 1 a 50 -

Tabla 15. Elementos repetitivos identificados mediante Repeatmasker en las UTRs de
lipocalinas humanas. Se indica el exon de la UTR donde aparece dicho elemento, asi como
la posicion que ocupa en el mismo. El asterisco (*) indica que la repeticion ocupa la
longitud total del exon.



Raton UTR 57 UTR 3

-exon 1: SINE/ALU, 708 a 736
APO-D - -exo6n 1: STR (TTTG)n, 708 a 736
-exon 1: LC (AT rich), 1123 a 1146

-exon 1: SINE/ALU, 80 a 205
APO-M |-ex6n 1: STR(GC)n, 206 a 228 -
-exon 1: STR (A)n, 340 a 366

Tabla 16. Elementos repetitivos identificados mediante Repeatmasker en las UTRs de
lipocalinas de raton. Se indica el exoén de la UTR donde aparece asi como la posicion que
ocupan en el mismos.

3.4.- Existencia de UTRs alternativas en lipocalinas

El analisis de los datos de las UTRs de lipocalinas muestra que existe cierto grado de variabilidad
en la expresion de las mismas. Observamos, en la figura 5, que siete de las once lipocalinas
estudiadas presentan UTRs 5 alternativas. Como puede comprobarse en dicha figura, el nimero de
UTRs 57 alternativos es mayor en las lipocalinas evolutivamente mas antiguas (Apod-D, Ptgds,

Rbp4), presentando la mas ancestral (Apo-D) el mayor nivel de variabilidad en su UTR 5°.

Respecto a las UTRs 3'(figura 6) hay un menor nimero de lipocalinas (4 de las 11) que presentan
formas alternativas, mostrando un nimero de variantes por lipocalina, por lo general menor, que en
las correspondientes UTRs 5°. Asi mismo comprobamos que se repite el patron en el que las

lipocalinas mas ancestrales son las que muestran mayor variabilidad en esta region UTR 3.

Por ultimo podemos afiadir que la observacion de las graficas 5 y 6 nos muestra una tendencia, que

nos permite comentar que el nimero de UTRs alternativas es algo mayor en humano que en raton.
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Figura 5: . MNimero de UTRs 5’alternativos para las
diferentes lipocalinas. Se muestran los datos de humano (hum)
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Figura 6: . Nimero de UTRs 3 'alternativos para las diferentes
lipocalinas. Se muestran los datos de humano (hum) junto a los
de raton para cada caso

En las figuras 7 y 8 se han representado las longitudes de las UTRs 5" y 3’de lipocalinas ortdlogas
de humano y ratén, que muestran variabilidad simultineamente en las UTRs de ambas especies. En

estas graficas solo se ha representado la longitud maxima y minima de dichas UTRs alternativas.



La unica diferencia importante observable entre las dos especies es en el valor méximo de la UTR 5

"de Ptgds.
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Figura 8. Longitud de las UTRs 3'de
lipocalinas ortdlogas entre humano y raton,
que presentan variantes en las dos especies. Se
muestra la longitud maxima y minima de las
alternativas existentes para cada especie.



El numero de exones que constituyen las regiones UTRs 5y 3’ de las lipocalinas aparece
representado en las figuras 9 y 10 respectivamente. Observamos que para las UTRs 5” el numero de
exones, como es ldgico, es mayor en las lipocalinas con mayor nimero de UTRs 5’alternativas.
Algunas lipocalinas como Apom y Lcnl solo presentan un exéon en su UTR 5° y sin embargo
muestran variabilidad en dicha UTR. Hemos de suponer como explicacion la existencia de sitios de
inicio de la transcripcion alternativos. Para el resto de las lipocalinas que muestran diversidad en
las UTRs 5°, su origen podria explicarse por una combinacion de sitios de inicio alternativos y

mecanismos de splicing alternativo. Esta cuestion se trata ampliamente en el siguiente apartado de

esta tesis.
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Figura 9: Nimero de exones presentes en las UTRs 5 de
las diferentes lipocalinas. Se muestran datos de humano
junto a los de raton para cada caso.
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Figura 10: Mimero de exones presentes en las UTR 3 de las
diferentes lipocalinas. Se muestran datos de humano junto a los
de raton para cada caso.



Respecto al origen de la diversidad de UTRs 3, salvo para la lipocalina Ptgds que presenta 2
exones en esta region (ver figura 10) y esto permite la posibilidad de splicing alternativo, para el
resto de lipocalinas que presentan diversidad en esta region el mecanismo de corte alternativo

(debido a la existencia de sefiales de poliadenilacion alternativas) es la causa mas probable.

3. 5.- Organizacion gendmica de las UTRs 5” de lipocalinas que presentan formas alternativas

vy procesos responsables de su formacion

3.5. 1.- ApoD

UTR 5" de ApoD en raton

A partir de la informacion que aportan los distintos transcritos alternativos de ApoD,
deducimos que la organizacion gendmica de la UTR-5" de este gen quedaria como se observa en la
figura 11. Existen 3 exones principales, que se extienden en una region de unos 3700 pb, estando el
ultimo “exdén” del UTR-5" transcrito en un exéon comun junto con el primer exén de la secuencia

codificante.

Para poder explicar el origen de las UTRs 5’alternativas de esta lipocalina (A, B, C, D, E, ver en
figura 11 ) es necesario apelar a la existencia de al menos tres promotores alternativos. Asi habria
tres inicios de transcripcion (flechas anguladas en figurall); uno que daria lugar al transcrito E, otro

que daria lugar a los transcritos A y B y un tercero que daria lugar a los transcritos C y D.

Con el objeto de determinar la presencia de estos hipotéticos promotores se analizd la region
genodmica completa de 3700 nt del UTR-5" mas 2000 nt adicionales corriente arriba mediante NNPP

(“Neural Network Promoter Prediction”). La salida del programa se muestra en la tabla 17.
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Figura 11. Organizacion genémica de la UTR 5'de Apo-D de raton (arriba) y diferentes UTR 5
‘alternativos expresados (abajo). P1, P2 y P3 (flechas rojas) indican la posicion de los promotores
alternativos. Las flechas negras y anguladas indican los inicios de transcripcion alternativos. Se
indica con numeros el tamario de exones e intrones de esta region UTR 5. En marron el primer
exon de la secuencia codificante, resto de colores exones de la UTR 5.

Neural Network Promoter Prediction NNPP version 2.2

Promoter Sequence

Start End Score

180 230 0.96 cacactgaactttaaagggtgggtggcatagagtatatgcattctactge....P3
2169 2219 0.96 tgggagcctataaagtgacttgggagaagccacacacctcacttggagga....P2
4318 4368 0.93 ggcaaggaggcacaaaaggggaacagagggaaggcaagtcagggagaaag....P1?
5169 5219 0.85 aatggcaaggataaaatgtgaggctctggggagccttccctgatggacac....P1?

Tablal7. Promotores predichos por NNPP v 2.2 para la regién gendmica UTR 5'(+ 2000 nt corriente
arriba) de Apo-D de raton.




En esta prediccion aparece una posible region promotora que se encuentra dentro del E1 (indicado
como P2 en la tabla 1), cuyo inicio de transcripcion coincide con el inicio del primer exén de los
transcritos A y B. Respecto a los transcritos C y D podrian originarse a partir del inicio de
transcripcion dependiente de una region promotora alternativa corriente arriba, tal como la predicha
por NNPP (indicada como P3). Finalmente para explicar la formacion del transcrito E seria
necesaria la presencia de una region promotora adicional. Como observamos en la prediccion de
NNPP hay dos potenciales promotores (P1), dentro del segundo intron de la region UTR-5", que

podrian explicar el origen de transcripcion del exon E3” de este transcrito.

Ademas de las evidencias de inicios de transcripcion alternativos hemos de encontrar evidencias de
los mecanismos de splicing necesarios para explicar el origen de las diversas variantes de la UTR 5
". Asi en la formacion del transcrito B intervendria la retencion del primer intron, que daria lugar al
exon que llamamos “E1-2”. Respecto a la formacion del transcrito D, este se produciria por la

omision (exon skipping) del E2.

Los resultados de la prediccion de exones de esta region genomica con ExoScan pueden verse en la
tabla 18. Observamos que el programa predice la expresion de los exones E1, E2 y E3 pero no la
del exén E1-2, ex6n que resultaria de la retencion del primer intrén. Esto apoya la idea de que el
E1-2 seria un exén alternativo que se expresaria en unas condiciones especificas, en las que el
espliceosoma no eliminaria el correspondiente intron. El hecho de que el intrén a retener sea corto
(tan solo 87 nucledtidos) es un factor favorable a que pueda sufrir retencién por el espliceosoma
[11]. Ademas ExonScan predice la presencia de un ex6n adicional desconocido ( indicado con “?”

en tabla 2) que estaria situado entre los exones E2 y E3.

ExonScan results page

Predicted exons:

Begin - End (3'ss 5'ss ESE ESS GGG total)
————————————————————————————————————————————— Exén de 5°UTR
27 - 253 ( 106 102 9 -21 9 205) ... Exénl
337 - 406 ( 88 110 11 0 18 227) v veiie Ex6n2
3253 - 3446 ( 77 63 47 -2 9 194) ....... ?
3640 - 3790 ( 97 91 18 6 3 215) ..o Exén 3 + CDS

Tabla 18. Resultados de ExonScan para la regién genémica de la UTR 5 de Apo-D de ratén

Para explicar la omision (exon skipping) del E2 del transcrito D, dado que dicho exdn se expresaria



segun la prediccion de ExonScan, hemos de suponer la presencia de sefiales inhibidoras
desconocidas o la presencia de los adecuados factores de la maquinaria del espliceosoma que
omitiria dicho exén de la UTR 5°de Apo-D de ratdn. Las predicciones de ASSP sobre los sitios de
splicing se muestran en la tabla 19. Esperariamos que el sitio donador del primer exon (E1) fuese
constitutivo, ya que se expresa en tres de los cinco transcritos, sin embargo aparece como
inclasificable, quizas esto esté relacionado con los mecanismos que permiten la omision del intrén
contiguo (intrén 1) en el transcrito B. El sitio aceptor del tercer exon (E3) si aparece como
constitutivo lo cual es de esperar en un exén que podemos clasificar de constitutivo ya que aparece
en cuatro de los cinco transcritos. Respecto al exon E2 que podemos considerar mas alternativo, si
muestra al menos su sitio aceptor como alternativo o criptico. Por ultimo comprobamos que los
sitios de splicing del exén adicional desconocido, predicho por ExonScan, son identificados por

ASSP como sitios alternativos/cripticos.

Exén Posicion Sitio splicing Confidencia
El 253 Donador sin clasificar --
E2 341 Aceptor 0.127
alternativo/criptico
E2 406 Donador constitutivo 0.605
? 3253 Aceptor 0.911
alternativo/criptico
? 3446 Donador 0.414
alternativo/criptico
E3 1463 Aceptor constitutivo 0.598

Tabla 19. Predicciones de ASSP para los sitios de splicing de los exones de la UTR 5
‘de Apo-D de raton

UTR 5’ de ApoD en humano

A partir de la informacion de los distintos transcritos encontrados para ApoD humana, la
organizacion genomica de la UTR 5” de este gen quedaria como se observa en la figura 12. Existen
4 exones, que se extienden en una region de 4740 pb, estando el ultimo “exén” de la UTR 57

incluido en un exén conjunto con el primer exon de la secuencia codificante.



Podemos observar (Fig.12) que el primer exén (E1) en los diversos transcritos posee diferentes
tamafios. Serian necesarios pues tres inicios de transcripcion alternativos, por lo tanto tres
promotores, para explicar estas diferencias. Ademas hemos de apelar a diferentes mecanismos de
splicing alternativo para explicar la presencia de los exones E2 y E3 en los transcritos A y B

respectivamente.
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Figura 12. Organizacion genémica de la UTR 5’'de Apo-D humana (arriba) y diferentes
UTR 5 alternativos expresados (abajo). P1, P2 y P3 (flechas rojas) indican la posicion de
los promotores alternativos. Las flechas negras y anguladas indican los inicios de
transcripcion alternativos. Se indica con numeros el tamario de exones e intrones de esta

region UTR 5. En marron el primer exon de la secuencia codificante, resto de colores
exones de la UTR 5.



Se tomo la region gendmica del UTR-5'mds 2000 nt adicionales corriente arriba. Se analiz6 dicha
region con NNPP y el programa encontr6 tres potenciales promotores en las regiones indicadas en

la tabla 20.

Neural Network Promoter Prediction NNPP version 2.2
Start End Score Promoter Sequence
937 987 0.98 caggataatgtataaataaaggagagaatttcaggtaaagatataatgaa: ....P3
1529 1579 0.95 ctgcaagggtcataaaagggacagagaacagagcgacagaagatgtcttc: ....P2
2228 2278 0.98 aagaagcttataaaatagcttgggagaggccagtcaccaagacaggcat ...... Pl *

Tabla 20. Promotores predichos por NNPP v 2.2 para la regién genémica UTR 5'(+ 2000 nt corriente
arriba) de Apo-D humana.

De manera que de ser correcta esta prediccion, podriamos explicar la aparicion de transcritos con un
exon E1 de diferentes tamafios (A, B y C), al utilizarse diferentes origenes de transcripcion (ver Fig.

2).

Se da la circunstancia de que en el mismo exon E1 se encuentra la region promotora, que podemos
considerar region promotora canoénica para ApoD humana, la cual es correctamente predicha por

NNPP (promotor 1, P1 en figura 2).

Por otra parte cada transcrito alternativo sufre un splicing diferente, de forma que los transcritos A 'y
B incluyen un exo6n intermedio, E2 o E3, de forma excluyente y finalmente empalman con E4. Los
otros transcritos C y D sufren un splicing que empalma directamente su primer exon con el E4. De
esta situacion podemos deducir que los exones E1 y E4 son constitutivos, ya que se expresan en

todas las variantes, mientras que E2 y E3 son alternativos.

Se sometio la region gendomica de UTR-5'de Apo-D humana al analisis con ExonScan, al igual que
con raton. Los resultados de su prediccion pueden verse en la tabla 21. Observamos que predice los
exones El, E2 y E4, pero no E3. Ademas se predice la presencia de un posible exén adicional

desconocido ( indicado con “?” en tabla 21) que estaria situado entre los exones E1 y E2.



ExonScan results page

Predicted exons:

Begin - End (3'ss 5'ss ESE ESS GGG total)
—————————————————————————————————————————————— Exén de 5°UTR
147 - 327 ( 82 98 43 -19 12 R Exén 1
413 - 493 ( 83 102 22 -5 0 202) ——=—————- ?
1003 - 1138 ( 58 91 36 4 12 201) ——=——-——- Exén 2
4710 - 4789 ( 101 65 14 3 9 192) ———=————- Exén 4 + CDS

Tabla 21. Resultados de ExonScan para la regién gendmica de la UTR 5° de Apo-D humana.

Dado que la prediccion no muestra a E3 como un exon probable hemos de suponer que dicho exon
debe poseer sitios de splicing alternativos, de forma que solo en ciertas condiciones, con la
presencia de los factores adecuados, tenga lugar su expresion en la UTR 5°. Respecto al E2,
puesto que si parece poseer sitios de splicing facilmente reconocibles, su falta de expresion es
probablemente causada por sefiales inhibidoras, como los elementos silenciadores intronicos (ISS,
no considerados por ExonScan). Su presencia en la variante B seria posible en presencia de cierto

factor que bloquee esta inhibicion del spliceosoma.

Tras someter a la region gendmica de la UTR 5°de Apo-D humana al anélisis de prediccion de sitios

de splicing con ASSP se obtuvieron los resultados de la tabla 22.

Exén Posicion Sitio splicing Confidencia
El 328 Donador constitutivo 0.847
E2 1000 Aceptor alternativo/criptico 0.884
E2 1136 Donador alternativo 0.329
E3 1463 Aceptor alternativo/criptico 0.883
E3 1580 Donador alternativo 0.542
E4 4700 Aceptor alternativo/criptico 0.804

Tabla 22. Predicciones de ASSP para los sitios de splicing de los exones de la UTR 5 de Apo-D
humana



Los resultados muestran el sitio donador del primer exén, como es de esperar, es clasificado como
constitutivo. Observamos por otra parte que los sitios aceptores/donadores de los exones E2 y E3
son clasificados de alternativos. Esto estaria en consonancia con que su inclusion o no pueda estar

sometida a regulacion en el splicing alternativo, como ya hemos comentado previamente.

3.5.2.- PTGDS

UTR 5’ de Ptgds en humano

La organizacion gendémica de la UTR 5°de Ptgds de humano, tal como se deduce de las diferentes
alternativas, es la que se muestra en la figura 3. Para poder explicar el origen de las diferentes
alternativas (ver figura 13) son necesarios dos origenes de transcripcion. Uno daria lugar a la

alternativa “C” y el otro a las alternativas “G”y “J”.
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Figura 13. Organizacion genémica de la UTR 5'de Ptgds humana (arriba) y diferentes UTR 5
‘alternativos expresados (abajo). P1, P2 (?) (flechas rojas) indican la posicion de los promotores
alternativos. Las flechas negras y anguladas indican los inicios de transcripcion alternativos. Se indica
con numeros el tamario de exones e intrones de esta region UTR 5. En marron el primer exon de la
secuencia codificante, resto de colores exones de la UTR 5.



La prediccion de regiones promotoras con NNPP ofrece los resultados de la tabla 23.

Neural Network Promoter Prediction NNPP version 2.2

Start End Score Promoter Sequence
2640 2690 0.89 ctgccecegggecaccegecaccacaccecagagettgetcaccaceggga ... P ?

4111 4161 0.91 cagcccctgecctatcagggeegetgggttggtgggecctgecageagga. . ......P2 ?

4257 4307 0.96 caggcctcttgcataagegecctgtgggggacgaggctgeagetgtgcct..........P2 7

4371 4421 0.98 aagcctggeccataaataggggtcetectcagtgeecteegeteetectge.. . ..........P1

Tabla 23. Promotores predichos por NNPP v 2.2 para la region gendmica UTR 5 (+
2000 nt corriente arriba) de Ptgds humana.

Se observa que hay varios posibles promotores. El promotor P1 ( ver en tabla 23 y en figura 13) es
el candidato mas favorable para dar lugar al inicio de transcripcion que forma la variante “C”, ya
que dicho inicio de transcripcion coincide con el extremo 5’del exon E3 de la UTR 5. El resto de
promotores (indicados con “P ?”, ver tabla 23) serian de funcion desconocida o falsos positivos. Los
resultados muestran que en la region estudiada no aparece un promotor alternativo que pueda
explicar el inicio de transcricpcion que origina las variantes “G” y “J”. Puede que este promotor se
encuentre en una region corriente arriba del extremo 5°de la UTR 5" mayor de 2000 nt, lo que no es
descartable, ya que se han encontrado promotores alternativos en genes humanos a unos 100 Kb

corriente arriba de la region codificante [12].

La prediccion realizada por Exonscan, sobre la region UTR 5°de Ptgds humana, ofrece los

resultados de la tabla 24 Como puede observarse solo predice el exén E2.

ExonScan results page

Predicted exons:

Begin - End (3'ss 5'ss ESE ESS GGG total)
Exén de UTR §°
302 - 382(63 66 30 6 27 192)-m-memom —oememe E2

Tabla 24. Resultados de ExonScan para la region genomica de la UTR 5 de Ptgds
humana.



Se repitid el andlisis de esta region UTR 5° con ExonScan, pero excluyendo la deteccion de
elementos ESE y ESS y el resultado fué negativo, no se predijo ningun exon. De este resultado
deducimos que los pares aceptores/donadores de splicing deben de ser débiles para los exones

presentes esta region UTR 5°.

Se someti6 al analisis con ASSP esta region gendmica y los resultados se muestran en la tabla 25.

Exon Posicion Sitio splicing Confidencia
El 162 Donador constitutivo 0.528
E2 301 No clasificado 0.000
E2 385 Donador alternativo 0.183
E3 1454 Aceptor alternativo 0.877
E4’ 2455 - -

Tabla 25. Predicciones de ASSP para los sitios de splicing de los exones de la UTR 5'de Ptgds
humana

Comprobamos que, a excepcion del sitio donador del primer exdn, los sitios de splicing del resto de
los exones son propuestos como sitios alternativos, no clasificados o incluso uno de estos sitios no
es detectado (sitio aceptor de E4’). Estos resultados nos sugieren la existencia de sefiales
reguladoras de splicing, que en presencia de los oportunos factores reguladores, podrian modificar
la afinidad del spliceosoma por estos sitios y producir la combinacion necesaria de exones que
aparecen en las formas alternativas “G y J” de esta UTR 5". En la variante “J” estaria teniendo lugar

la retencion del intréon ntimero 3.

3.5.3.- RBP4

UTR 5" de RBP4 en humano

La organizacion gendmica de la UTR 5°de Rbp4 de humano se muestra en la figura 14. Para que
puedan originarse estas tres variantes es necesario la existencia de tres promotores alternativos.La
prediccion de promotores de NNPP puede observarse en la tabla 26. Comprobamos que existen

suficientes promotores en las posiciones esperadas para que se originen cada una de las variantes.
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Figura 14. Organizacion genémica de la UTR 5'de Rbp4 humana (arriba) y diferentes UTR 5
‘alternativos expresados (abajo). P1, P2 y P3 (flechas rjas) indican la posicion de los promotores
alternativos. Las flechas negras y anguladas indican los inicios de transcripcion alternativos. Se
indica con numeros el tamaiio de exones e intrones de esta region UTR 5°. En marron el primer exon
de la secuencia codificante, resto de colores exones de la UTR 5.

En la tabla 26 se muestra, los que, por su localizacion, serian los candidatos mas probables para el

origen de las variantes (P1: variante D, P2 variante D(2) y P3 variante B).

Neural Network Promoter Prediction NNPP version 2.2

Start End Score Promoter Sequence
893 943 0.87 ccagggtgcatagatatataccccatagggtcctgcaggagacgatctga. . .P3?
973 1023 0.99 cacagtcttctataaaactggcccaatcagaagatttcctagtcagettyg. . .P3?
1811 1861 0.83 tttctggagaatatttaacagggagggttttaacgcttttaaagatgttg...P2
2384 2434 0.97 accccctccceccecggegctataaagcagecggggcggeccgeggegegeteg. . . P1?
2393 2443 1.00 ccccggcgctataaagcagecggggcggecgecggecgegectegecteecteg. . . P1?

Tabla 26. Promotores predichos por NNPP v 2.2 para la regién gendmica UTR 5'(+ 2000 nt corriente
arriba) de Apo-D de raton.



La prediccion de exones de ExonScan se muestra en la tabla 27. Son predichos el primer y Gltimo
exon de la UTR 5°de esta lipocalina. Dado que el exon E2 se expresaria como un primer exon, por
la utilizacion de uno de los promotores alternativos de esta region, es 16gico que ExonScan no
pueda detectarlo ya que no dependeria de la existencia de un sitio aceptor. De ser asi esperariamos
que las predicciones de ASSP no detectasen ningln sitio aceptor en la posicion requerida y este es el
resultado que se obtiene al aplicarlas a la region gendémica de la UTR 5 (ver tabla 28). Por el
contrario si es detectado el sitio donador de este exén, que es propuesto por ASSP como “donador
constitutivo”. Asi mismo el sitio aceptor de E3 también es detectado y clasificado como aceptor

constitutivo.

ExonScan results page

Predicted exons:

Begin - End (3'ss 5'ss ESE ESS GGG total)
—————————————————————————————————————————————— Exén de UTR 5°

97 - 306 ( 83 109 0 -11 12 193 oo, E1l

620 - 752 (70 55 61 342 231)ecciiiiiiiicieee E3 + CDS

Tabla 27. Resultados de ExonScan para la region genémica de la UTR 5" de Rbp4 humana.

Exon Posicion Sitio splicing Confidencia
El 304 Donador constitutivo 0.846
E2 493 Donador constitutivo 0.287
E3 620 Aceptor constitutivo 0.919

Tabla 28. Predicciones de ASSP para los sitios de splicing de los exones de la UTR 5 de Rbp4
humana

Dado que el sitio aceptor del exon E2 parece ser débil, esto explicaria porqué en la variante B dicho

exon es omitido por la maquinaria de splicing.



UTR 5" de RBP4 en ratén

La region genomica de la UTR 5° de esta lipocalina contiene al menos tres exones (ver figura 15).
Para explicar el origen de las tres variantes ( A, C y D) es necesario recurrir a la presencia de al
menos tres promotores. Un primer promotor (ver figura 15) originaria la variante “C”, un segundo,
mas corriente arriba, originaria la variante “D” y un tercero mas corriente arriba atin daria lugar a la

variante “A”.

Estructura genomica UTR 5’

o CDS
P (3) P1 mlg:u

i

71 |——— 1.
126 111

E2 E3

UTR 5 alternativas

C 4T -..---.- J..".|:.

Figura 15. Organizacién genomica de la UTR 5'de Rbp4 de ratéon (arriba) y diferentes UTR 5
‘alternativos expresados (abajo). P1, P2 y P3 (flechas rojas) indican la posicion de los promotores
alternativos. Las flechas negras y anguladas indican los inicios de transcripcion alternativos. Se
indica con numeros el tamario de exones e intrones de esta region UTR 5°. En marron el primer exon
de la secuencia codificante, resto de colores exones de la UTR 5.

La prediccion de NNPP sobre esta region gendomica mas 2000 nt corriente arriba ofrece los
resultados de la tabla 29. En dicha tabla se indican, segiin su localizacion, a que promotores darian
lugar cada uno de ellos con mayor probabilidad (ver los correspondientes inicios de transcripcién en

figura 15)



Neural Network Promoter Prediction NNPP version 2.2
Start End Score Promoter Sequence
1752 1802 0.80 ggcttagaaataaaaatgcatggtaaacacttggcaattatgtttttcag....P3?
1894 1944 0.83 tttctagagaatatttaacagggagcggtttagtccttctaaagatgatg....P3?
1945 1995 0.89 aatgaaagaataaatattgacccaaacagcaccacaactcatcaaagagt....P3?
2011 2061 0.84 caaagggggaaaaaaaaacagccaaaatatgccaaaaagcttctcacaac....P2
2487 2537 1.00 cccececggagctataaaggaccgacggccgecteggectecgtegetecacge. ... P1

Tabla 29. Promotores predichos por NNPP v 2.2 para la region gendmica UTR 5'(+ 2000 nt corriente
arriba) de Rbp4 de raton.

La prediccion de exones de esta region UTR 5'con ExonScan (ver tabla 30) solo puede detectar el
exon E3 + CDS. La prediccion de sitios de splicing de ASSP ofrece resultados semejantes a los de
RBP4 humana (ver tabla 31). De tal forma que al ser el sitio aceptor de E2 débil esto explicaria su

omision en la variante A, tal como ocurre en humano.

ExonScan results page

Predicted exons:

Begin - End (3'ss 5'ss ESE ESS GGG total)
Exén de UTR 5°
675 - 761(110 77 1 -5 36 219)-------m-m-mmm- E3+CDS

Tabla 30. Resultados de ExonScan para la regién genémica de la UTR 5° de Rbp4

de raton
Exo6n Posicion Sitio splicing Confidencia
El 162 Donador alternativo 0,416
E2 564 Donador constitutivo 0,816
E3 674 Aceptor constitutivo 0,845

Tabla 31. Predicciones de ASSP para los sitios de splicing de los exones de la UTR 5 de Rbp4 de
raton



3.54.- LCN12
UTR 5’de Lenl2 Humana

La organizacion gendmica de la UTR 5°de Lenl2 humana se muestra en la figura 16. Para explicar
el origen de las variantes de esta UTR 5’es necesario que existan dos promotores. La prediccion de
NNPP (ver tabla 32) indica que hay tres posibles promotores en esta region gendémica (UTR 5'+
2000 nt corriente arriba). Dos de ellos estan en las posiciones adecuadas para originar las dos UTR

S5’alternativas (P1 daria lugar a la variante “B” y el P2 a la “C”).
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Figura 16. Organizacion genémica de la UTR 5'de Lcnl2 humana (arviba) y diferentes UTR 5
‘alternativos expresados (abajo). P1 y P2 (flechas rojas) indican la posicion de los promotores
alternativos. Las flechas negras y anguladas indican los inicios de transcripcion alternativos. Se indica
con numeros el tamarnio de exones e intrones de esta region UTR 5°. En marron el primer exon de la
secuencia codificante, resto de colores exones de la UTR 5.




Neural Network Promoter Prediction NNPP version 2.2

Start End Score Promoter Sequence

930 980 0.90 ggcttacgcctataatcccagcactttgggaggctgaggcgggtggatca. . .P2
3010 3060 0.81 agtgccctgcgataagacgggctccgggaggggtgectgectgegetgaga. . .P?
4091 4141 1.00 gagactgcgtttaaaatgccccagctgtcecctcaccaggttgectgggtge. . .P1

Tabla 32. Promotores predichos por NNPP v 2.2 para la regién gendmica UTR 5'(+ 2000 nt corriente
arriba) de Lenl2 humana.

La prediccion de exones con ExonScan (ver tabla 33) no es capaz de detectar los exones de la UTR
5’esperados. El resultado del andlisis revela sin embargo la posible presencia de exones alternativos

desconocidos, en las posiciones que se indican en la tabla 33.

ExonScan results page

Predicted exons:

Begin - End (3'ss 5'ss ESE ESS GGG total)
—————————————————————————————————————————————— Exén de UTR 5

317 - 448 ( 89 76 21 2 33 221) ... .. ex6n al 3°de El(en intrén 1 de UTR 57)
2376 - 2574 ( 52 85 50 2 42 231) ..... ex6n al 5°de E3 (en intrdén 2 de UTR 57)

Tabla 33. Resultados de ExonScan para la region genémica de la UTR 5 de Lenl2 humana

El analisis con ASSP de los sitios de splicing para la UTR 5” se muestra en la tabla 34. Observamos
que el sitio donador del primer exén es detectado, pero no puede ser clasificado. Respecto a los
sitios aceptores y donadores de los otros exones no son detectados. Sin embargo si son detectados

por ASSP los sitios de splicing de los exones desconocidos, propuestos por ExonScan.



Exo6n Posicion Sitio splicing Confidencia
El 118 Donador sin clasificar 0.000

E? (1) 317 Aceptor constitutivo 0.301

E? (1) 448 Donador alternativo 0.285

E? (2) 2376 Aceptor constitutivo 0.536

E? (2) 2574 Donador constitutivo 0.924

Tabla 34. Predicciones de ASSP para los sitios de splicing de los exones de la UTR 5'de
Lenl2 humana

Estos resultados probablemente nos estén indicando que la region UTR 5°de Len12 humana quizas
sea mas compleja aun de lo que conocemos. Por una parte los exones expresados en la UTR 5
‘quizas tengan sitios de splicing extrafios (cripticos), indetectables para la herramienta de
prediccion usada, por otra puede que existan exones alternativos adicionales, como los detectados

por ExonScan.

3.5.5.- Ausencia de exones alternativos en las UTRs 5’de lipocalinas que muestran nula o escasa

variabilidad

Las lipocalinas que no presentan formas alternativas en su UTR 5 o aquellas que las
presentan, pero que solo dependen de la existencia de promotores alternativos y no de exones
alternativos, fueron analizadas con ExonScan para comprobar la posible presencia de posibles
exones desconocidos en la UTR 5. Dado que la region UTR 5°de estas lipocalinas suele ser corta se

anadiéron 2000 nucledtidos corriente arriba de la misma.

El resultado de los andlisis de prediccion con ExonScan de todas estas lipocalinas ofrecid resultados
negativos, no pudo detectarse ningun exon en ninguna de ellas. Estos resultados son los esperables
por las evidencias que disponemos de la ausencia o escasez de diversidad en las UTRs 5” de estas

lipocalinas.



4. - Discusion

Los resultados obtenidos muestran que las UTRs 5’de las lipocalinas muestran valores de longitud y
composicion en G+C que se encuentran en consonancia con los valores medios de la globalidad de
las UTRs 5°de mamiferos. Sin embargo las UTRs 3’de esta familia de proteinas muestran tener una
longitud menor y, por otra parte un contenido en G+C claramente superior, que la media de la

globalidad de UTRs 3"de mamiferos.

Si la causa del pequefio tamafio de las UTRs 3" y de su elevado G+C en lipocalinas de mamiferos
fuese la restriccion gendémica, como ya se ha comentado previamente, deberia de haber una buena
correlacion entre el G+C de las UTRs y el G+C; de la secuencia codificante correspondiente (ya
que este esta relacionado con el G+C de la region gendmica donde se ubica). Se determind el G+C;
de las secuencias codificantes de cada una de las lipocalinas humanas en estudio y se obtuvo la
correlacion de este con el G+C de sus correspondientes UTRs 5y 3°. Como se observa en las
graficas (ver figura 17) se obtiene una buena correlacion entre el G+Cs y el G+C de las UTR 57 (R=
0.832; P=0.001) y baja y no significativa con el G+C de las UTR 3" (R= 0.159; P=0.225).

Esta falta de correlacion para las UTRs 3°, demuestra que estas no reflejan el contenido G+C de la
region gendémica donde se ubican. Esto podria ser consecuencia de algin mecanismo de adaptacion
relacionado con las necesidades de regulacion de la expresion génica propia de lipocalinas. Es
conocido que los micro ARN (miARN) actan principalmente en las regiones UTRs 3" y ejercen
generalmente una accidon de inhibicion de la expresion génica. Las caracteristicas de las UTRs 3" de
lipocalinas podrian entonces ser una respuesta de adaptacion para evitar la accion de estos miARN,
ya que hay evidencia experimental de que a mas cortas UTR 3" menor probabilidad de existencia de
dianas de miARN [13]. Asi mismo hay evidencias de que un mayor G+C en la UTR3" da como
resultado una menor accesibilidad a esas dianas de miRNA, al formarse estructuras secundarias mas
estables en dicha region [14]. El estudio de las dianas de miARN en estas regiones UTRs 3" se

aborda en un apartado posterior de esta tesis.
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Figura 17: Relacion entre el GCj de la zona codificante y el contenido en GC de la UTR 5 y de

la UTR 3'de las lipocalinas humanas. Linea roja regresion, lineas azules intervalo de confianza
del 95%.

Respecto a la variabilidad de las regiones UTRs, los resultados obtenidos muestran que las
lipocalinas de mamiferos poseen un mayor nimero de UTRs alternativos en su extremo 5" que en el
3" y que esto debe estar relacionado con el mayor nimero de exones presentes en estas regiones.
Estos resultados obtenidos para las UTRs de lipocalinas de mamiferos estan en concordancia con
los resultados de diferentes estudios. En uno de estos estudios se ha encontrado que el porcentaje de
UTRs 5°que presentan dos exones o mas es del 28% para humanos y 26% para roedores, mientras
que para las UTR 3’este valor ronda solo el 8% para ambas especies [10]. Por lo tanto hay una

mayor oportunidad para originar variabilidad en las UTRs 5'que en la UTRs 3".

El uso de exones alternativos en la region UTR 3" parece ser algo poco frecuente y suele estar
relacionada con el mecanismo de NMD (nonsense mediated degradation)[15]. Esto es lo que
observamos en las UTRs 3’de lipocalinas de mamiferos, ya que salvo en el caso de Ptgds que
presenta 2 exones, para las demds lipocalinas que muestran variaciones en dicha region, el
mecanismo de corte alternativo es el unico origen posible. Dicho mecanismo esta por lo general
relacionado con sitios de poliadenilacion alternativos, la presencia de los cuales serd abordado en un

apartado posterior de esta tesis.

Los datos obtenidos ademds parecen indicar que existe una mayor variabilidad en las UTRs
(analizando conjuntamente las regiones 5"y 3") de lipocalinas humanas que en las de raton, hecho
que esta en concordancia con resultados previamente obtenidos para la globalidad de las UTRs de
mamiferos [10]. Esta circunstancia nos indica una mayor necesidad de regulacion de la expresion de

determinadas proteinas en humano, que sus correspondientes en roedores, entre las cuales estarian



incluidas las lipocalinas.

La variabilidad en las UTRs, tanto en las 5'como en las 3°, es mayor en las lipocalinas que desde
un punto de vista evolutivo son mas antiguas (esto se constata para las dos especies: humano y
raton). Este resultado es esperable si consideramos que dichas lipocalinas ancestrales tienen una
funcién mas diversa frente a las mas recientes, con funciones mas especificas, necesitando las

primeras de una mayor regulacion de su expresion.

El estudio de elementos repetitivos en las UTRs de lipocalinas revela que estos se presentan en
algunas de ellas, especialmente en sus UTRs 5°, estando presentes en algunos de sus exones
alternativos, pero no en los otros (ver tablas 15 y 16). En el caso de la UTR 5’de Apo-D
encontramos elementos repetitivos en dos de sus exones alternativos, pero son de distinta naturaleza
(ver tabla 15). Estos resultados estdn en consonancia con un papel regulador de los elementos en
cuestion ya que se presentaran en las UTRs alternativas que expresan los citados exones, pero no en

las otras.

Dentro de los diferentes elementos repetitivos, las STRs, se han mostrado especialmente relevantes
en la regulacion de la transcripcion o de la traduccidon y en concreto las STRs de excepcional
longitud, que parecen ser elementos reguladores especificos de primates [20]. Una de estas largas
STR se encuentra en la UTR 5°de Apo-D (ver tabla 15), dicha STR ha sido detectada, con diferente
metodologia a la utilizada en esta tesis, en un estudio realizado a escala gendmica. Se trata de una
STR especifica de primates y, debido a la implicacién de Apo-D en la regeneracion neuronal, es
propuesta como un elemento que ha contribuido a la divergencia de primates y no primates [20]. De
los resultados de esta tesis se desprende ademds que solo la UTR 5’alternativa “d” expresaria el
exon 1 completo (ver figura 12), que es el que posee en su extremo 5° la STR mencionada,

pudiendo ejercerse asi una regulacion especifica por la citada UTR 5’alternativa.

Otro aspecto a destacar de los elementos repetitivos es la presencia de elementos SINE/ALU en las
UTRs 5°de Apo-D y Lenl2 humanas (ver tabla 15), que constituyen exones completos de estas
regiones, por lo que se pone de manifiesto su papel como fuente de variacion en dichas regiones

genomicas.

Del analisis realizado sobre la organizacion gendomica y los mecanismos de splicing de las regiones
UTRs 5" de las lipocalinas, que muestran formas alternativas, podemos comentar que las
predicciones realizadas ofrecen en gran medida un respaldo a las hipotesis propuestas. La
prediccion de promotores ofrece resultados que estan, en todos los casos, en consonancia con los

promotores esperados para poder explicar el origen de transcripcion de las diferentes UTR 5



“alternativas. La prediccion de exones de la UTRs 5" por ExonScan, si bien se ajusta a lo esperado
en las UTRs 5'de Apo-D y Rbp4, en otros casos, como Ptgds y Lenl2 humanas solo ofrece
resultados incompletos. A pesar de que ExonScan realiza una prediccion global incluyendo, ademas
de los sitios de splicing otros elementos reguladores [6], la regulacion del splicing alternativo es un
fendémeno complejo en la que intervienen un conjunto de sefales y factores, que comienzan a
dilucidarse [16, 17 y 18], pero aun no del todo conocidos. Esta puede ser la causa de que esta
herramienta predictiva sea incapaz de predecir toda la estructura exon/intron de las diferentes UTR

5.

Hemos de comentar, en relacién a la capacidad predictiva de ExonScan, que este algoritmo
reconoce el primer exén de la UTR 5’en varios de los casos estudiados (Apo-D humana y de ratéon y
Rbp4 humana), pero si bien predice correctamente el extremo 3’del exon (sitio donador) no acierta
a predecir correctamente el extremo 5°del mismo. Esto es debido a que el reconocimiento del sitio
de inicio del primer ex6n no esta determinado por un lugar de splicing (sitio aceptor), como ocurre
en los exones interiores, sino que depende de otros factores de la maquinaria de inicio de
transcripcion [19], no tenidos en cuenta por esta herramienta de prediccion. El hecho de que
ExonScan prediga correctamente el extremo 3’del primer exén y que en la mayoria de estos casos
ASSP identifique estos mismos sitios como donadores constitutivos nos permite asegurar la

veracidad de estos primeros exones de las UTRs 5” con un mayor nivel de confianza.

Un ultimo aspecto a discutir en relacion con las predicciones de ExonScan es la veracidad de
algunos de los exones desconocidos predichos por dicha herramienta en las regiones UTRs 5’de las
lipocalinas Apo-D (humana y de ratén) y en Lenl2 humana. El hecho de que ExonScan prediga de
forma correcta, una fraccion considerable de los exones en las UTRs 5°de lipocalinas que muestran
variabilidad en dicha region y sin embargo no detecte ninguno en las UTRs 5°de las lipocalinas que
no muestran dicha variabilidad, es un argumento a favor para considerar que al menos algunos de

los nuevos exones alternativos detectados por ExonScan podrian ser correctos.

Las predicciones de sitios de splicing realizadas con ASSP ofrecen, en la mayoria de los casos aqui
estudiados, y mas alla de la cuestion del primer exén ya comentada, resultados coherentes con el
tipo de regulacion del splicing que parecen estar sufriendo estas regiones genomicas. De forma que
la mayoria de los exones que son expresados de forma alternativa, muestran sitios de splicing
(donadores, aceptores o ambos) que son identificados por ASSP como alternativos o cripticos y en

menor numero de casos no son detectados.

Podemos concluir diciendo que la organizacion gendémica de la region UTR 5°de las lipocalinas que



muestran formas alternativas es de cierta complejidad. Los mecanismos que originan las diferentes
formas de UTR 5’ resultan de una combinacién de promotores alternativos junto a splicing
alternativo (barajado de exones, omision de exon y retencion de intron, entre otros). En estos
mecanismos parece existir una fina regulacion del splicing debida a la existencia de ciertos
elementos reguladores que modifican la afinidad del espliceosoma, bien aumentando esta afinidad
por sitios de splicing alternativos (débiles) o reduciéndola para sitios de splicing constitutivos
(fuertes). La presencia o ausencia de los oportunos factores reguladores de los promotores y del
splicing, en ciertos tipos celulares o condiciones fisiologicas dadas, estaria dando lugar a la

expresion de diferentes UTRs 5°, segun las necesidades.
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ENSAYOS EXPERIMENTALES CON APO-D DE RATON



1. - Objetivo del capitulo

Con el objeto de confirmar la expresion en las células de las UTRs 5 alternativas de lipocalinas
consideradas en esta tesis se procedid a realizar algunos ensayos experimentales. Se utilizd6 como
modelo de lipocalina Apo-D de raton, ya que es la lipocalina que muestra la mayor variabilidad en
su UTR 5" y dado que se disponia de muestras de tejidos de esta especie. Se realizaron ensayos de
PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR) sobre muestras de diferentes tejidos, con la idea de
detectar la presencia de estos transcritos y comprobar si existen patrones de expresion diferentes
entre los diferentes tejidos. De forma complementaria se realizaron algunos ensayos de RT-PCR en

tiempo real o cuantitativa (Q-RT-PCR).

2. - Material y Métodos

2.1. - Preparacion de muestras de ADNc v ADNg

Los tejidos de raton elegidos para este analisis de PCR son los que se muestran en la tabla 1. Para
obtener el ADNc se extrajo el ARN, de los diferentes tejidos homogeneizados, con TRIzol
(Invitrogen), siguiendo el protocolo de la casa comercial, y el ARN total (1ug) fué retrotranscrito

con Prime-Script™ (Takara) y tratado con Dnasel.

ABREVIATURA TEJIDO

Adipose Tejido adiposo

Heart Tejido cardiaco

Colon Colon

Lung Pulmoén

Cb-P10 Cerebelo dia 10 posnatal

Cb-6M Cerebelo de 6 meses posnatal

Cb-6M-PQ “ “ “ tratado con paraquat
E13.5 Head Cerebro de dia 13,5 de gestacion

Tabla 1. Tejidos sobre los que se llevo a cabo el ensayo de RT-PCR

Para obtener el ADN gendémico (ADNg) se utilizd6 también TRIzol. Se partié de la fase de



separacion del homogeneizado de tejidos, paso comun a la extraccion del ARN, vy se aplico el

protocolo de la casa comercial para aislar ADN.

2.2. - Seleccion de primers

Los primers fueron disefiados con la aplicacion Primer-BLAST (NCBI) [1]. Se utilizaron los
parametros por defecto, salvo leves modificaciones para adaptarse a las necesidades especificas de
nuestra amplificacion:

— PCR product size: min: 90 - max: 110

— Organism: Mus musculus

— Primer GC content: min: 40,0 - max: 80,0

Los primers elegidos se muestran en la tabla 2. Diferentes combinaciones de estos primers permiten
detectar las diferentes UTRs 5 alternativas de Apo-D de raton. Asi mismo se eligieron primers para
detectar ciertas regiones codificantes de dicha proteina (CDS-R, EAK-F y PET-R, VSE-R, ENG-R
y ApoD-R). Las diferentes combinaciones de primers utilizadas en los diferentes ensayos se detallan

en el apartado de resultados.

Primer Secuencia Tm GC

Regidén UTR 5°

Ex1/2-F 5" -GGAGGATTCTGGGTGGAAACTTCAG-3" 57.04°C 52.00%
Ex3-F 5 -CCTCGGTGCTGAGGAGAATTCCA-3" 58.14°C 56.52%
Ex1-F 5" -AGGGGACAGACACAGCATCCCA-3" 59.25°C 59.09%
Ex2-F 5" -AGTTGGAGCTTGCACTTGGGGT-3" 58.61°C 54.55%
Ex2-R 5 -AGCCTTCAGTTGGTGCTCACTGT-3" 58.44°C 52.17%

Regidén codificante

CDS-R 5" -CGTGGCCAGGAACATCAGCATG-3" 58.48°C 59.09%
EAK-F 5" -GAAGCCAAACAGAGCAACG- 37 59.60°C 52.60%
PET-R 5 -TGTTTCTGGAGGGAGATAAGGA- 3~ 60.10°C 45.60%
VSE-R 5 -AGCTTGGCTGGCTCTGAGACG- 3~ 58.40°C 62.00%
ENG-R 5 -AGCACTTCGATGTTTCCGTTCTCC- 3~ 59.50°C 50.00%
ApoD-R 5 -CGGGCAGTTCGCTTGATCTGT- 3~ 61.80°C 57.15%

Tabla 2. Primers seleccionados para la detecccidn de las diferentes UTRs 5 alternativas de Apo-D de ratén.



2.3. - Ensayos de RT-PCR

Para realizar la PCR se utilizo la solucion lista para usar de Gotaq ® Colorless Master Mix. Se
trabajo con un volumen de PCR de 15 pl por muestra, constituido por la adicion de los volumenes
ajustados de las disoluciones de los primers, la del ADNc y la del Gotaq Mix. Cada muestra de
tejido fue preparada con la combinacién de primers que permitiese detectar las oportunas variantes

dela UTR 5".

La PCR se llevo a cabo en un termociclador con un programa que incluia una desnaturalizacion
inicial, posteriormente los ciclos de desnaturalizacion, alineamiento y elongacion y por ultimo una
extension final. Las condiciones de este programa fueron: 95 °C 27/(95*C 30" - 58°C 30" - 72°C
30 )x35/72°C 5.

Las muestras ya amplificadas fueron sometidas posteriormente a electroforesis en gel de agarosa al
2%, afiadiendo previamente bromuro de etidio y finalmente las placas obtenidas fueron
fotografiadas bajo luz ultravioleta. La imagen digital de las bandas de electroforesis fue sometida a
densitometria Optica (niveles de grises en la imagen de 8 bits) para obtener una medida aproximada

de los niveles de expresion relativa de las diferentes UTRs 5” alternativas.

2.4. - Ensavos de Q-RT-PCR

El ADNc de los diferentes tejidos de raton, obtenidos como se ha indicado anteriormente,
fue sometido a amplificacion de PCR cuantitativa mediante SYBR Green I (Takara). Se utilizaron
los pares de primers necesarios para amplificar las oportunas alternativas de la UTR 5°de Apo-D
(ver tabla 1) y el par de primers del gen Rpl18 de raton, que fue utilizado como gen de referencia.

Los primers para este gen se indican en la tabla 3.



Primer Secuencia Tm GC

MrPL18-F 5 -TTCCGTCTTTCCGGACCT- 3~ 60.6 55.50%

MrPL18-R 5 -TCGGCTCATGAACAACCTCT- 3~ 60.8 50.00%

Tabla 3. Primers seleccionados para el gen de referencia de la Q-RT-PCR (gen Rpl18 de raton).

La amplificacion fue realizada por cuadruplicado en un termociclador (ABI Prism 7900HT) con el
mismo programa de ciclos que se utilizé para la RT-PCR, previamente detallado. Las diferencias en

los niveles de transcripcion fueron determinados por el método 244 [2].

3. - Resultados

3.1. - RT-PCR

Se seleccionaron las parejas de primers (ver material y método) con el objeto de poder detectar de
forma especifica las distintas variantes de la UTR 5” de Apo-D de raton. En la tabla 4 se muestran
las combinaciones de los mismos. En la Figura 1 se muestra la posicion que ocupan los distintos

primers en los diferentes exones expresados en las variantes de la UTR 5.

El primer ensayo realizado fue uno de control (+) de la expresion de ApoD en las diferentes
muestras de tejidos. Se realizo RT-PCR utilizando unos primers que amplifican una region de la
secuencia codificante (primers EAK-F y PET-R, ver en material y métodos). Como control negativo
(-) se utilizé una muestra que carecia de retrotranscriptasa. Los resultados, que se observan en Fig.2,
demuestran la expresion de ApoD en todos los tejidos y parece observarse, por la intensidad de las

bandas, un mayor grado de expresion en los tejidos del sistema nervioso.

Posteriormente se procedidé a comprobar la amplificacion sobre muestras de ADN gendmico de

raton con diferentes combinaciones de los primers para la region UTR 5°. Los resultados obtenidos



mostraron un patrén de bandas que se corresponde con los tamafios esperados de los fragmentos

amplificados (ver figura 3), indicandonos que la amplificacion ocurria de forma correcta.
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Figura 1. A: Diferentes exones que conforman la UTR 5 de Apo-D de ratén. B:
Lista de UTR 5’alternativas con la combinacion de exones correspondiente. C:
posicion de los primers en los diferentes exones de la UTR 5’
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Figura 2. Resultado del test de RT-PCR para Figura 3. Resultado del test de eficacia
comprobar la expresion de Apo-D en diferentes de RT-PCR para los primers de la region
tejidos UTR 5°de Apo-D

Posteriormente se procedié a amplificar las diferentes variantes de la UTR 5" a partir de las
muestras de ADNc de los diferentes tejidos. Las combinaciones de primers disponibles nos
permitieron resolver, de forma inequivoca, las variantes B, C y E de la UTR 5°de ApoD de raton.
Para las variantes A 'y D, la combinacion de primers no diferencian totalmente entre A/B y C/D (ver

tabla).

Primers Variante amplificada
E1-F/E2-R C
E1-F/CDS-R CyD
E1/2-F / E2-R AyB
E2-F / CDS-R B
E3-F / CDS-R E

Tabla 4. Combinaciones de primers y variantes de la UTR 5 que amplifica cada una de
ellas.

Los resultados de los productos amplificados y corridos en geles se muestran en la figura 4. Pueden
observarse claramente los patrones de expresion de las variantes B, C y E (que pudieron
amplificarse de forma individual). Respecto a los resultados de las otras variantes A y D, no
separables en su amplificacion de B y C respectivamente, si pueden diferenciarse tras correr los

productos en los geles, debido a los diferentes tamafios de la amplificacion.
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Figura 4. Geles obtenidos tras la amplificacion por RT-PCR de las
variantes de la UTR 5" de Apo-D en los diferentes tejidos de raton.
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Figura 4 (continuacion). Geles obtenidos tras la amplificacién por RT-
PCR de las variantes de la UTR 5" de Apo-D en los diferentes tejidos de
raton.

Para obtener una imagen mas clara de las diferencias de expresion entre las diferentes variantes se
sometieron las imagenes obtenidas de las placas de electroforesis a una cuantificacion mediante
densitometria optica. Los resultados numéricos (en forma de % relativo) se representaron en las
graficas de las figuras 5, 6 y 7. Con estos datos pudo analizarse de forma mas clara las preferencias
de expresion de las diferentes variantes. Asi las variantes A, B y D son variantes enriquecidas en
sistema nervioso, la variante C es de expresion mas generalizada o distribuida y la variante E es una

variante sensible al tratamiento con PQ en sistema nervioso.
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Figura 5. Perfil de expresion de las variantes de la UTR 5 que
muestran preferencia en sistema nervioso. Datos obtenidos por
densitometria optica de imadgenes de geles resultantes de amplificacion.
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Figura 6. Perfil de expresion de la variante de expresion distribuida
Datos obtenidos por densitometria Optica de imdgenes de geles
resultantes de amplificacion.



Variante sensible a PQ

en sistema nervioso

60,00 _

50,00 |
[

ke 40,00
o
i)

S 30,00 |
8

2 20,00
o

< 10,00 |

0,00 |

Q O
& Q}@(\ 0\o° R > S D
b\Q By O A \»6\ \\)((\ Q)@ 6‘2‘
N B & 0
@300 & q,\\\) <
@ ¢ &
R
[ Variant E

Figura 7. Perfil de expresion de la variante sensible a paraquat
en sistema nervioso. Datos obtenidos por densitometria optica de
imagenes de geles resultantes de amplificacion.

Dado el interés que presenta la variante “E” de la UTR 5°, por su especificidad en tejido de
cerebelo y su sensibilidad al estrés oxidativo, se realizaron ensayos adicionales de RT-PCR para
confirmar la transcripcion del ARNm completo portador de dicha UTRs 5°. Para ello se utilizaron
los primers “Ex3-F” (de la regiéon UTR 5°de esta variante) y otros elegidos en diferentes puntos de
la region codificante (ver material y métodos). La ubicacion de todos estos primers puede verse en
la figura 8. Para estos ensayos se utilizd la muestra de ADNc de tejido de cerebelo tratada con

paraquat (Cb-PQ).

Las diferentes combinaciones del primer “forward” de la region UTR 5” con los primers “reverse”
de los exones codificantes fueron sometidas a amplificacion y posteriormente corridas en geles de
agarosa. El resultado de estos ensayos, como se observa en los geles de la figura 9, fue positivo, a
pesar de que para detectar el producto amplificado de mayor longitud (resultado del par: E3-
F/ApoD-R) hubo que ajustar las temperatura de los ciclos de amplificacion. De estos resultados

concluimos que se produce la transcripcion completa del ARNm de esta variante



ENG-R VSE-R PET-R ApoD-R
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Figura 8. Ubicacion de los primers utilizados para la verificacion de la
transcripcion completa del ARNm de la variante E de ApoD de raton. En azul
la region UTR y en verde los exones de la region codificante.
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Figura 9. Geles obtenidos tras la amplificacion de los pares de primers
seleccionados para verificar la transcripcion completa del ARNm de la variante
E de ApoD de raton.

3.2. - Q-RT-PCR

Para obtener una idea mds precisa de los niveles de expresion que las basadas en la
densitometria Optica se realizaron algunos ensayos de PCR en tiempo real o cuantitativa (Q-RT
PCR). Estos se realizaron sobre las variantes B y E, cuyos perfiles de expresion muestran claras

diferencias entre diferentes tejidos.

Para la variante B se realiz6 el ensayo de su expresion en cerebelo (Cb) frente a corazén (Heart) y
para la E de cerebelo (Cb) frente a cerebelo tratado con paraquat (Cp-PQ). Los primers utilizados en
cada caso fueron E2-F/CDS-R para variante B y E3-F/CDS-R para la E. Los resultados se observan

en la figura 8.



En el caso de la variante B se obtiene que la expresion en tejido nervioso es del orden de 20 veces
superior que en otros tejidos, como corazdn. Respecto a la variante E observamos que su expresion
en cerebelo con paraquat es del orden de 3 veces superior que en cerebelo sin tratar, diferencia

importante pero de magnitud inferior a la obtenida por la densitometria.
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Figura 8. Resultados de Q-RT-PCR para variantes B y E de ApoD de raton. Para “B” se comparé la

expresion entre cerebelo (Cb) y corazon (Heart). Para “E” se comparo cerebelo (Cb Ctrl) y cerebelo
tratado con paraquat (Cb PQ)

4. - Discusion

Los resultados de estos ensayos de PCR en ApoD de raton aportan solidas evidencias de la
expresion de todas las UTRs 57 alternativas seleccionadas de las bases de datos, respaldando asi su
realidad bioldgica. Dichos resultados confirman la validez de los criterios y la metodologia
empleada en la seleccion de los transcritos de lipocalinas a partir de las bases de datos (ver métodos

de capitulo I).

Se han obtenido evidencias claras de que las diferentes variantes se expresan de forma diferenciada



en los distintos tejidos. Los perfiles de expresion muestran una clara preferencia de expresion en
tejido nervioso, excepto para la variante C, de expresion mas distribuida. La variante E seria una
variante expresada en condiciones mas especiales en las que el tejido nervioso es sometido a

condiciones de estrés oxidativo.

Los ensayos de RT-PCR cuantitativa ponen de manifiesto que hay claras diferencias en la
representacion de estas variantes de la UTR 5° entre diferentes tejidos (caso de variante B) o en

diferentes condiciones fisiologicas de los mismos (caso de variante E).

La diferente composicioén de exones de las diferentes UTRs 5°(ver figura 1) estaria relacionada con
el diferente perfil de expresion entre las mismas. La variante E, con el perfil de expresion mas
especifico, esta constituida por un exon alternativo, no expresado en ninguna de las otras variantes,
lo que daria cuenta de su comportamiento. Sin embargo las variantes C y D tienen una composicién

de exones muy semejantes, siendo su perfil de expresion diferente a pesar de ello.

El hecho de que tres de las variantes (A, B y D) muestren preferencias de expresion en tejido
nervioso nos da una idea del nivel fino de regulacién que la expresion de Apo-D debe estar
teniendo, ya que hemos de suponer que estas tres variantes, de diferente composicion exdnica
(especialmente A y B respecto a D) no deben estan ejerciendo una accion reguladora equivalente. El
diferente papel regulador que podria estar ejerciendo cada una de las UTRs 5’alternativas sera

abordado extensamente en capitulos posteriores.
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CONSERVACION DE LAS REGIONES UTRS DE
LIPOCALINAS DE MAMIFEROS.



1. - Objetivos

El objetivo de este capitulo es conocer si las UTRs 5’y 3’de las lipocalinas de mamiferos se

han conservado a lo largo de la evolucion, para ello se ha procedido a:

* Determinar en qué medida los exones que forman estas regiones estan presentes en

diferentes especies de mamiferos y si lo estan en que grado de conservacion.

* Obtener evidencias de que la conservacion que se detecte a nivel del genoma es expresada

en las diferentes especies de mamiferos.

* Realizar alineamientos multiples de los transcritos de diferentes especies de mamiferos para
los que se obtengan evidencias de secuencias UTRs ortologas, de forma que obtengamos
una mayor certeza de la conservacion de estas regiones y una vision mds detallada de la

evolucion que han seguido las mismas.

2. - Métodos

2.1. -Evidencias genomicas de conservacion de exones de UTRs

Para obtener evidencias gendomicas de conservacion en mamiferos de los diferentes exones de las
UTRs 5y 3" de lipocalinas humanas y de ratén, que previamente habian sido identificados, se
utiliz6 BLAT (UCSC; https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) [1]. Se aplico esta herramienta sobre el
genoma de especies de mamiferos de los siguientes Ordenes: primates, roedores, artiodactilos y
carnivoros. Complementariamente se utiliz6 la herramienta BLAST (NCBI, nucleotide Blast;
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) [2], seleccionando la opciéon de buscar en bases de datos
genomicas. Las secuencias obtenidas que mostraron un porcentaje de identidad (PI) mayor del 60%
y que se localizaron en las posiciones gendmicas correctas, fueron tomadas como exones ortdlogos

de la UTR (50 3”) respecto a humano, ratén o ambos, segun el caso.



2.2. - Evidencias de expresién de UTRs 5y 3 ortélogas

Una vez confirmado en el genoma de los diferentes mamiferos la existencia de exones ortdlogos en
las UTRs de lipocalinas, se procedié a comprobar que estos son expresados en las correspondientes
UTRs. Se utiliz6 BLAST (NCBI, nucleotide Blast; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) [2],
seleccionando la opcion de buscar en bases de datos de expresion. Se utilizaron como secuencias de
partida las correspondientes UTRs 5y 3" de humano y raton, obteniéndose asi las secuencias de los

correspondientes transcritos ortdlogos para las otras especies.

2.3. -Obtencion de alineamientos multiples de UTRSs ortologas

Los transcritos de las diferentes lipocalinas, obtenidos como se indica en el apartado anterior,
fueron alineados junto a los de humano, ratdbn o ambos, segin el caso, mediante “emma”
(EMBOSS; http://emboss.bioinformatics.nl/) [3], una interfaz al programa ClustalW [4], y los

alineamientos multiples obtenidos fueron visualizados mediante “prettyplot” (EMBOSS) [3].

2.4. - Comparacion del grado de conservacion entre las secuencias UTRs ortélogas v sus

correspondientes secuencias ortologas codificantes.

Para conocer el grado de semejanza entre los pares de secuencias ortdlogas de las UTRs se recurrid
a los alineamientos multiples (obtenidos como se cita en apartado anterior). Dichos alineamientos
fueron analizados con “dismat” (EMBOSS) [3], obteniendo asi la matriz de distancias
correspondiente, y a partir de aqui pudo calcularse el porcentaje de identidad (PI) entre pares de

secuencias.

Para las secuencias codificantes correspondientes se procedid a alinearlas mediante “tranalign”
(EMBOSS) [3], que realiza un alineamiento multiple de las secuencias de nucleétidos, guiado por
un alineamiento de las secuencias de proteinas correspondiente. Posteriormente este alineamiento de
las secuencias codificantes fue analizado con “distmat” (EMBOSS) [3] y se obtuvo, mediante la
seleccion oportuna en las opciones, la matriz de distancia para la primera, segunda y tercera
posicion de cada codon. Finalmente se obtuvieron a partir de estos datos los porcentajes de

identidad para cada una de estas posiciones de los pares de secuencias codificantes.



3. - Resultados

3.1. - Conservacion en la region UTR 5’

3.1.1. - Evidencias gendmicas

La simple comparacion visual de la organizacion gendémica de las UTR 5” de las lipocalinas
ortélogas de humano y ratoén (ver figuras del capitulo I) nos permite observar ciertas semejanzas,
especialmente al comparar las regiones UTRs 5” de Apo-D y Rbp4. Comprobamos que la extension
de estas regiones es semejante, igualmente observamos semejanzas respecto al numero y tamafio de

los exones e intrones que constituyen estas regiones gendémicas en ambas especies.

Una primera aproximacion al grado de conservacion que existe en estas regiones podemos
obtenerla realizando un “dotplot” (dotmatcher, EMBOSS) entre las regiones gendmicas completas
de las UTRs 5” ortélogas. En las figuras 1 y 2 se observa el dotplot para las regiones genémicas de
UTRs 5'de Apo-D y de Rbp4 de humano frente a raton. Comprobamos (ver diagonales principales)

que hay diferentes zonas, a lo largo de toda la region UTR 5" que muestran conservacion.
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Figura 1. Dotplot de UTR 5" de Apo-D humana frente a la de
raton (window=50 nt)
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Figura 2. Dotplot de UTR 5" de Rbp4 humana frente a
la de raton. (window=50nt)

Lo que nos interesa, para los propdsitos de esta tesis, es conocer si los exones de las UTRs 5’se han
conservado en mamiferos, ya que dichos exones son los responsables de que se formen UTRs 5
“alternativas. Para ello se procedid a estudiar, en que medida, los exones que componen dicha
region en humano y ratébn son ortdélogos entre si y si existen exones ortdlogos en otros o6rdenes de

mamiferos diferentes.

Con este proposito se llevd a cabo un andlisis de los exones, previamente identificados, en las
UTRs 5" de las lipocalinas de humano y ratoén frente a los genomas de otros mamiferos. Se
analizaron otras especies de primates y roedores y especies de mamiferos de 6rdenes diferentes

como carnivoros y artiodactilos (ver métodos).

Los resultados obtenidos revelan que los exones de las UTRs 5” humanos de las lipocalinas se
encuentran todos muy bien conservados (95% a 100% de Identidad) entre los primates. Ocurre lo
mismo con los exones de raton, al menos cuando comparamos con el genoma mejor estudiado de

otro roedor como la rata (R. norvegicus). La visualizacion en Genome Browser (USCS) permite



comprobar como se conserva la estructura genémica de la region UTR 5 (tamafio y orden de
exones y tamafio de intrones) dentro de cada uno de estos 6rdenes de mamiferos. En la figura 3

puede verse este hecho para la UTR 5°de Apo-D en primates.

Cuando se analiz6é la conservacion de estos exones entre especies de mamiferos, de ordenes
diferentes, se encontraron distintos resultados. Para un primer conjunto de lipocalinas (Apo-D,
Ptgds, Rbp4 y Apo-M), que son las que presentan una mayor diversidad en su UTR 5, se constato
que hay conservacion entre los diferentes o6rdenes de mamiferos de algunos de los exones
alternativos de dicha region. El porcentaje de identidad que muestran dichos exones ortélogos
oscila alrededor del 80 % (ver tablas 1 a 4). Mientras que para otros exones alternativos, de este
mismo grupo de lipocalinas, bien de humano o de ratdon, no existen evidencias genomicas de

exones ortdlogos en los otros drdenes de mamiferos (ver tablas 1 a 4).

Si tomamos como ejemplo el caso de Apo-D (ver tabla 1) comprobamos que dos de los cuatro
exones que poseen la especie humana y el raton en su UTR 5'pueden considerarse ortdlogos (pares
humano/raton: El/el y E4/e3). En los otros 6rdenes de mamiferos estudiados también se encuentran
exones ortdlogos a estos mismos. Los otros dos exones que presentan, tanto humano como raton,
en su UTR 5" no pueden considerarse ortdlogos entre si y tampoco hay evidencias de que existan
ortdlogos a ellos en otros 6rdenes de mamiferos, por lo tanto podemos considerar a estos exones

como especificos de primates y roedores respectivamente.

Para el resto de lipocalinas, de este primer grupo (tablas 1 a 4), se encuentran resultados semejantes,
algunos exones ortdlogos entre especies de los diferentes drdenes de mamiferos y otros que parecen

ser especificos, bien de primates o de roedores.

No siempre el tamafio de los exones ortélogos es coincidente, hay en ocasiones disparidad en el
tamafio de los mismos. En las tablas (1 a 4) se han querido destacar, sefialandose con un asterisco,

los exones que poseen un tamaio inferior al 50% respecto a su pareja ortdloga de mayor tamafio.

Para el resto de lipocalinas estudiadas: Lenl, Len2, Obp2a, C8g, Len8, Lenl2 y Orm2 (que solo
presentan un exon en su UTR 5, con la excepcion de LCN12 que presenta 3), no se encontrd
ninguna evidencia gendmica de la existencia de exones ortdlogos entre las especies de mamiferos

de 6rdenes diferentes.
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APOD Hum
El 327 75.44 85.55 88.50
E2 136 — — -
E3 113 - — —
E4 31 82 89.25 87.60

APOD Ratén
El 260 75.44 76.24 76.74(%)
E1-2 199 — - -
E2 66 - - -
E3’ 214 82 85 85

Tabla 1. Evidencias genémicas de exones ortélogos a exones en UTR 5" de Apo-D de humano y ratén

Tabla 2. Evidencias gendmicas de exones ortélogos a exones en UIR 5’ de Ptgds de humano y raton

PTGDS Hum
El 162 _ _ _
E2 92 - _ _
E3 1030 | 6340 | 100y | 7930 )
PTGDS Ratén
El 9 63400 | | 00

74.70




Lipocalina Exones | Long(pb) | % Ident % Ident % Ident % Ident % Ident
UTR 5 Hum/ratéon | Hum/artiod | Hum/carniv | Raton/artiod | Ratén/carniv
RBP4 Hum
El 304 72 76 72
E2 95 89 83 80
E3 18 ? ? ?
RBP4 Raton
El 367 72 69 -
E2 71 89 81 81
E3 18 ? ? ?

Tabla 3. Evidencias genémicas de exones ortélogos a exones en UTR 5’ de Rbp4 de humano y ratén

Lipocalina | Exones | Long(pb) | % Ident % Ident % Ident % Ident % Ident
UTR 5’ Hum/ratéon | Hum/artiod Hum/carniv | Ratén/artiod | Raton/carniv
APOM Hum
El 496 83 (% 78 82
APOM Raton
El 781 83 81 (% 81 )

Tabla 4. Evidencias genémicas de exones ortélogos a exones en UTR 5" de Apom de humano y ratén

3.1.2. - Evidencias de la expresiéon de UTRs 5 ortologas

La mera presencia de estos exones de la UTR 5" conservados en el genoma de los diferentes

ordenes de mamiferos no es garantia de que se estén expresando en la UTR 5’de los transcritos de

las correspondientes lipocalinas, o que si se expresan lo estén haciendo con la misma combinacién

de exones que lo hacen en el caso de humano o ratén. Para abordar esta cuestion se realizd un

analisis, mediante BLAST sobre bases de datos de expresion de mamiferos, utilizando como punto

de partida los diferentes UTR 5" que sabemos estan expresandose en humano y raton (ver

métodos).




Apo-D Humana

Variante UTR 5’ Combinacion Evid. Expres. Evid. Expres. Otros Mamif.
Exones Primates
a El, E4 si si vaca, perro, 0so y raton
b El’, E2, E4 no ; -
c El’, E3, E4 si - —
d El’, E4 si si cerdo y perro
Apo-D Raton
Variante UTR 5’ Combinacion Evid. Expres. Evid. Expres. Otros Mamif.
Exones Roedores
a El’, E2 si - -
b E1-2, E3 si - -
c El, E2, E3 si - -
d El, E3 si si vaca, perro y humano
e E3’ no - -

Tabla 5. Evidencias de expresion de las UTR 5'de Apo-D de humano y ratén en otros mamiferos

Ptgds Humana
Variante UTR 5 | Combinacion Evid. Expres. Evid. Expres. Otros Mamif.
Exones Primates
C E3”’ si si vaca, 0s0, rata y topo
g El, E2, E3", E3” si - _
J El, E2, E3 si . _
Ptgds Raton
Variante UTR 5" | Combinacion Evid. Expres. Evid. Expres. Otros Mamif.
Exones Roedores
El’ si si 050, vaca y cabra
d El si si mono gibon, papion y vaca

Tabla 6. Evidencias de expresion de las UTR 5'de Ptgds de humano y ratén en otros mamiferos




RBP4 Humana
Variante UTR 5" | Combinacion Evid. Expres. Evid. Expres. Otros Mamif.
Exones Primates
b El, E3 si si vaca, cerdo y raton
d E2', E3 si si perro, vaca'y ratén
d(2) E2, E3 si — -
RBP4 Raton
Variante UTR 5" | Combinacion Evid. Expres. Evid. Expres. Otros Mamif.
Exones Roedores
a El, E3 si si cerdo y humano
E2 ’, E3 si si macaco
d E2, E3 si si mono titi y humano

Tabla 7. Evidencias de expresion de las UTR 5 de Rbp4 de humano y raton en otros mamiferos

Apom Humana
Variante UTR 5’ Combinacion Evid. Expres. Evid. Expres. Otros Mamif.
Exones Primates
d El si si vaca, perro y raton
d(2) El’ si si oveja
Apom Raton
Variante UTR 5’ Combinacion Evid. Expres. Evid. Expres. Otros Mamif.
Exones Roedores
a El - si (p) humano y perro

Tabla 8. Evidencias de expresion de las UTR 5'de Apom de humano y ratén en otros mamiferos

Los resultados de este andlisis (ver tablas 5 a 8) nos muestran, en primer lugar, que entre las
especies de primates asi como entre las de roedores se estdn expresando las UTRS alternativas
encontradas en humanos y raton respectivamente. En segundo lugar los resultados nos indican que
en especies de oOrdenes diferentes a primates y roedores también existen evidencias de estar

expresandose las UTRs 5, para las cuales, ya habiamos encontrado evidencias gendmicas de



exones ortdlogos respecto a los de humano o ratén. Si observamos el caso de Apo-D ( tabla 5)
comprobamos que hay evidencias de expresion de UTR 5’donde estan presentes bien los exones El
y E4 de humano o E1 y E3 de raton. Observamos resultados similares para el resto de lipocalinas,
en las que previamente se habia encontrado evidencia de exones ortélogos en la UTR 5” (ver tablas

6 a8).

3.1.3. - Alineamientos multiples de UTRs 5 ortélogas

Para los casos en que se constatod la existencia de lipocalinas con UTRs 5 ortologas se realizaron
alineamientos multiples de las secuencias de diferentes especies de mamiferos. En las figuras 4, 5 y
6 pueden observarse los alineamientos multiples mas relevantes. Se corresponden estos con
alineamientos de secuencias ortlogas a los transcritos humanos de Apo-D (variante “a”), Rbp4
(variante “b”) y Apo-M (variante “d”) . En dichos alineamientos observamos que a pesar de la
existencia de inserciones, delecciones y sustituciones, existen bloques (en color azul) que muestran
una considerable conservacion (con un valor del PI que oscila entre el 70- 85% de identidad segin

los pares de secuencias ortologas elegidos).

A partir del alineamiento multiple obtenido para la UTR 5" de Apo-D ha podido encontrarse
evidencia de un hipotético exdén especifico para ursidos. En la figura 4 se muestra dicho
alineamiento. Se indica en esta figura la ubicacion de los dos exones (E1 y E4) que constituyen esta
variante de UTR 5" de Apo-D. En este alineamiento podemos observar que no hay buena
conservacion en un fragmento del extremo 5” de la region UTR 5’, excepto para oso y panda, para
los que si hay buena conservacion en este fragmento de unos 80 nt (en color verde en figura 4).
Alineando este fragmento de 80 nt frente a su region gendmica correspondiente, en oso y panda,
encontramos que alinea en una region que esta corriente arriba del exon E1, separado de €l por un
intrén de 874 nucledtidos, o sea, es un exon adicional de la UTR-5" de Apo-D. Este exon se indica
“E0” en la figura 4 . No hay evidencia de presencia genomica de dicho exon EO en las otras

especies de mamiferos, lo que es un hecho a favor de considerarlo un exoén especifico de trsidos.

Cuando se compara el porcentaje de identidad (PI) entre los pares de regiones UTRs 5” ortdlogas
(obtenidos a partir de los alineamientos multiples) con el PI existente entre los correspondientes
pares de secuencias codificantes (CDS) ortologas , se observa que el PI de las primeras (que

presentan un valor medio de 75,5 %) muestra valores semejantes al de las segundas en la 3*



posicion del codon ( que presentan un valor medio de 72,5 %). Para el caso de Apo-D (UTR 5

(13 ”

‘variante “a”), sin embargo, los valores de PI entre los pares de UTR s 5 ortologas si muestran
valores claramente superiores a los de la tercera posicion del codon. En la tabla 11 se muestran
estos valores para algunos de los pares de especies de mamiferos estudiadas. Destaca el valor del PI
en la pareja humano-vaca que es equiparable al PI de la 1* y 2* posicion del codon, prueba del

efecto que la seleccion natural esta ejerciendo sobre esta region UTR 5°.

EO E1
1

Os=a _.{,‘ GRGEOEAGAGDCA EACCT 78
Panda A FEET A GALL G T 78
‘aca [ a1
Hum?no —TCTCTCTCCCACATAT ACCCACATACACATA S oA 57
Jabali

Ratin 24
Peromiseus AGTCLOT GaaET TTDSTT%ETC w&% 43
0o h \CATGGACH 157
Panda GCT GT GAAGGARAAT TGDGGGAG GAT GLACA 153
‘Waea GUT GTG-"-\A%GF\A& ﬁ&' GAT CA 106
Hum?no CAGOT GT GAAGGAAAT QGGMG 54T (ot 13%2
Jabali

Reatin a8
Peromizcus 118
o F 4 EEW A AT IR A TAT CAAT AT A 228
Panda A - mmmnm;«vmmmﬁmm 374
‘aea GA 1 176
Humano 230
Jabal 102
Ratin 170
Peromiscus 186
Ozo ol
Panda 302
g 254
Humana GCTTAT ASAATAGCTTGGGA 307
Jabal GCTTAT AAAAT AGCTT| 180
Ratin G T T 233
Peromizecus 262
= J69
Panda 385
‘aca 325
Hurmana 385
Jabal 253
Ratin J04
Peromizeus 335

El E4 chs

Figura 4. Alineamiento multiple de region UTR 5’ de transcritos ortélogos al de Apo-D
humana, variante “a” . El recuadro rojo indica el codon de inicio. E1 y E4 indican los exones
que constituyen esta variante. EQ indica un posible exon adicional de esta UTR 5°, especifico
de ursidos.



dabali O ARG G R CATRAD  CCTCTTAG ([ O RGaTa0 64
ﬁdbdllo PAGGHTICCAA }g
mana L] a
Raton AR A o TR RT A ORI T CTCATE AT GET OET CAGT A 79
Jaball 143
Caballe 70
Humana 92
Faton 156
Jaball 222
Caballa 149
Humana 171
ton 236
dJabali 302
Caballo 229
Humanao 23
Raten 304
Jaball 280
Caballa 263
Humana 308
Raten 371
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Figura 5. Alineamiento multiple de regién UTR 5 de transcritos ortélogos al de Rbp4 Humano
variante “b”. El recuadro rjo indica el codon de inicio.
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PI (%) PI(%) PI(%)
Pares de especies CDS 1% y 2% posiciones de | CDS 3% posicion de Apo-D | UTR 5" de Apo-D

Apo-D (variante “a” humana)
Humano-Vaca 88,90 79,90 89,36
Humano-raton 83,33 67,20 71,97
Vaca-raton 86,77 65,61 73,28

Tabla 11. Comparacion de PI de UTRs 5 ortélogas respecto al PI de la 1% 2°y 3° posicion de la
region codificante correspondiente.

3.2. - Conservacion en la region UTR 3’

3.2.1. - Evidencias gendmicas

Se procedié de la misma forma que con las UTRs 5°. Las regiones UTRs 3° poseen una
organizacion genémica mas sencilla, por lo general no contienen intrones, excepto Ptgds y Lcn2,

que presentan uno.

Los resultados obtenidos revelan que las regiones UTRs 3" de humanos se encuentran muy bien
conservadas (90% a 99% de Identidad) entre los primates. Ocurre lo mismo con las regiones UTRs
3" de raton cuando comparamos con otras especies de roedores (75 a 85% de identidad). Tras
estudiar el grado de conservacion con mamiferos de los otros 6rdenes (artiodactilos y carnivoros),
se pudo comprobar que existen, para algunas lipocalinas, regiones UTRs 3" que pueden

considerarse ortdlogas (ver Tabla 10).

Al igual que ocurre en las regiones UTRs 5" de las lipocalinas , hay con mas frecuencia,
conservacion de las regiones UTRs 3" entre diferentes especies de mamiferos en las lipocalinas mas
ancestrales. Si bien en el caso de las UTRs 3’existe una diferencia importante respecto de las

regiones UTRs 5°. Cuando se encuentran regiones UTRs 3 ortologas a las de primates en carnivoros



y artiodactilos, no se encuentran, salvo la excepcion de ApoM, regiones ortdlogas en roedores (ver

tabla 10).

Lipocalina Exones | Long(pb) | % Ident % Ident % Ident % Ident % Ident
UTR 3’ Hum/raton | Hum/artiod Hum/carniv | Raton/artiod | Raton/carniv
APOD Hum
Unico 198 - 91 89
RBP4 Hum
Unico 388 - 70 72
APOM Hum
Unico 121 70 78 -
APOM Ratoén
Unico 117 70 68 -
LCN2 Hum
El 153 - 70 75
El’ 334 - - -

Tabla 10. Evidencias genémicas de UTRs 3’ ortélogas entre diferentes especies de mamiferos

3.2.2. - Evidencias de la expresion de UTRs 3" ortdlogas

El analisis mediante BLAST, sobre bases de datos de expresion de mamiferos, demuestra que las
UTRs 3’de humano y de ratén, de las diferentes lipocalinas, son también expresadas en otras
especies de primates y roedores respectivamente. Para los otros ordenes de mamiferos
(artiodactilos y carnivoros) solo se encontr6 evidencia clara de la expresion de UTRs 3" para la

UTR 3’de ApoD humana, en vaca, ovejay turon (O. aries y B. taurus y M. putorius).

3.2.3. - Alineamientos multiples de UTRs 3 ortologas

Se procedid a realizar los alineamientos multiples de las secuencias UTRs 3’para las que se
encontraron ortologas entre diferentes 6rdenes de mamiferos , al igual que con las UTRs 5. En este
caso dado que solo hay evidencias claras de expresion para los ortdélogos de la UTR 3’de ApoD

humana (variante “a”) solo se muestra dicho alineamiento multiple (ver figura 7) .



Al igual que en el caso de las UTRs 5’, a lo largo de esta UTR 3’, existen bloques con una elevada
conservacion entre especies. En este caso se obtienen valores de PI que oscilan entre el 80 y el 95
% segun los pares de especies seleccionados, valores algo superiores a los obtenidos a partir de los

alineamientos multiples obtenidos para las UTRs 5.

En el alineamiento multiple de la UTR 3’de Apo-D puede observarse como se ha conservado el

motivo (AATAAA) que muy probablemente sea la sefial de poliadenilacion.

Oveja ; GCTTTG CORCCCT 78

‘_\.I_-’CICCI a AAQGGRGCTGDATT\_ACTGSATGTTCCTTUTCTTGCTTTGCTTT %DTF\T-*\C ‘\%ETCE ég
uran L

Humano {oCCT —EC&‘CCQ. 75

Qveja HCACCAGAGCAAACTATTALC 154

Yaca . MCG&G'&GC&;Q}TATT - 197

Turan CAC AARCCATT '_LFCF—LHJ!\_GL%A‘-‘A G 145

Humanao § A I 106

Oveja CAAATE el GLACCATTC ACCTTG - - 234

‘Yaco WEEIF_PGGC CAT TTAGCCAT GLACCAT TCT GT TAGCT T GLGA A 237

Turon A SO0 ﬂC%mTG[@%C?ﬁ CTCTEACCTTS T AN A 229

Humana PACTTH ACH .CATG TGTTACCTTG ! : ( 173

Qveja

Waoa

Turon

Humana T GACCT BETET] 154

Figura 5. Alineamiento multiple de region UTR 3° de transcritos ortélogos al de ApoD
Humano. En recuadro rojo se observa la conservacion de la sefial de poliadenilacion.

4. - Discusion

El grado de conservacion encontrado (alrededor del 80% de identidad) entre las UTRs 5" y 3'de
lipocalinas ort6logas, de los diferentes grupos de mamiferos, puede considerarse elevado y se
encuentra en consonancia con los mejores valores del porcentaje de identidad encontrado entre las
UTRs para otros genes ortdlogos estudiados [5 y 7]. El hecho de que se obtengan ademaés
alineamientos multiples, igualmente con elevada identidad, es una prueba soélida de que existe
conservacion de las UTRs de algunas lipocalinas entre los diferentes linajes de los mamiferos.

Hemos de interpretar la existencia de esta conservacion como una prueba de la funcionalidad de



estas UTRs, las cuales deben desempenar un importante papel en la regulacion de la expresion

génica.

El hecho de que, para las lipocalinas con varios exones en su UTR 5’, algunos se hayan conservado
entre diferentes Ordenes y otros no, por lo que estos serian exones especificos dentro de un
determinado orden ( primates, roedores, etc), es un fendmeno que ha podido observarse en otros
estudios realizados sobre la region UTR 5°de diferentes genes que muestran diversidad en dicha

region [Sy 6].

Al igual que tenemos la evidencia de la presencia de exones especificos en las UTRs 5 de humano
o raton, como se desprende del estudio realizado, es muy probable que existan otros exones
especificos desconocidos en la UTRs 5’de estas lipocalinas, propios de los otros 6rdenes como
artiodactilos y carnivoros. Esto ha podido ponerse de manifiesto al encontrar, a partir del analisis
del alineamiento multiple de Apo-D, evidencias de uno de estos exones especificos en especies de

arsidos.

El escenario que nos muestran los resultados encontrados para la conservacion de las UTRs 57 es
que existe conservacion de parte de la arquitectura de la UTR 57 entre las lipocalinas ortélogas que
muestran una UTR 5'mas compleja (que son las evolutivamente mas antiguas) y nula conservacion
en las lipocalinas con una UTR 5" simple (que son las evolutivamente mas recientes). Si bien
incluso en las lipocalinas que muestran cierta conservacion parece haberse dado cierta divergencia
entre los diferentes linajes de mamiferos, hemos de suponer que en funciéon de las diferentes

necesidades de regulacion de la expresion de dichas lipocalinas.

Respecto a las UTRs 37, también los resultados muestran que se da una mayor conservacion de estas
en las lipocalinas mas ancestrales. Se da la peculiaridad de que, con la excepcion de ApoM, los
roedores no muestran secuencias UTRs 3 ortologas a las de los otros grupos (primates, artiodactilos
y carnivoros) (ver tabla 10). Este hecho nos sugiere que en los roedores, las regiones UTRs 3" de
las lipocalinas han sufrido un camino evolutivo diferente derivando en una mayor divergencia

respecto a los otros 6rdenes.
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PAPEL REGULADOR DE LAS UTRs 5° DE LIPOCALINAS
DE MAMIFEROS



1. - Objetivos

El objetivo de este capitulo es obtener informacion sobre cuales son los posibles elementos
reguladores presentes en las UTRs 5’de las lipocalinas de mamiferos, para conocer en que forma
estas regiones ejercen su regulacion sobre la expresion génica. Dado que se ha encontrado que
cierto numero de lipocalinas presentan formas alternativas en sus UTRs 5" es de especial interés
conocer las diferencias de elementos reguladores existentes en ellas para dilucidar las distintas

formas de regulacion que estas podrian estar ejerciendo.
Para abordar este andlisis este se ha recurrido a diversas herramientas bioinformaticas de probada
eficacia. Estas herramientas buscan regularidades o patrones confirmados experimentalmente o

procedentes de estudios a escala genomica. Siempre que haya sido posible, se ha comprobado si

existe conservacion evolutiva, dado que dicha conservacion implicaria una necesidad funcional.

2. - Métodos

2.1.- Clasificacion de las UTRs 5°

Para una primera aproximacion a la clasificacion de las UTRs 5°de lipocalinas se utilizo el modelo
CART [29]. Este modelo de regresion, basado en el analisis de 2312 UTR 5” humanas, permite
clasificar las UTR 5’en tres categorias: la Clase I se corresponde con ARNm que son escasamente
traducidos, la Clase II con ARNm que son regulados en relacion con etapas del desarrollo (TOP
regulated RNAm) y la Clase III se corresponde con ARNm que sufren escasa regulacion y dan

lugar a una alta traduccion.

Dichas categorias son establecidas en funcion de los valores de pardmetros de las UTRs 5" como la
longitud, el contenido en G+C, la energia libre (AG) de plegamiento minima (MFE), la presencia
de uAUGs y la presencia del motivo TOP (terminal oligopyrimidine tract) [30]. El modelo ofrece un
arbol de decision, basado en los parametros citados, que puede aplicarse para clasificar las UTRs 5

". Dicho arbol de decision se muestra en el apartado de resultados.

La longitud, el % de G+C y la presencia de uAUGs de las UTRs 5'fueron determinados con los



recursos de EMBOSS [28]. La MFE se calculd6 con RNAfold ( http:/rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAfold.cgi) [6]. La presencia del motivo TOP se determin6é con UTRscan de UTRsite
(http://utrsite.ba.itb.cnr.it/) [1]. Todos estos parametros fueron introducidos en una hoja de célculo para

finalmente aplicar los criterios del arbol de decision de CART y establecer la categoria de cada

UTRS".

Dado que el motivo TOP es caracteristico de cierto tipo de genes (ARNm de proteinas ribosomicas
o factores de elongacion), en las UTRs 5’alternativas en las que las predicciones identifican dicho
motivo y el arbol de decisidon nos lleva a considerarlas de clase II, se ha tomado con cierta reserva el
que este motivo sea funcional en las UTR 5’de las lipocalinas. Por ello se ha afiadido en las tablas
de resultados 1 y 2 la clase opcional a la que pertenece la correspondiente UTR 5°, si elegimos en el

arbol de decision la no presencia de TOP.

Aunque el modelo CART ha sido elaborado para UTRs 5" humanas, se utiliz6é también para ratéon ya

que las UTRs muestran propiedades comunes en mamiferos.

2.2.- Busqueda de motivos validados., en las UTRs 5~

Se utilizo para este proposito la herramienta UTRscan. Dicha herramienta pertenece a la base de
datos UTRsite (http://utrsite.ba.itb.cnr.it/) [1], la cual contiene una coleccion de patrones de secuencias
funcionales de las regiones UTR 57y 3°. UTRscan analiza las secuencias objetivo aplicando
patrones de secuencia y/o estructura de motivos validados y ofrece los resultados de las

coincidencias encontradas.

Para contrastar las predicciones de motivos estructurales predichos por UTRscan en las UTRs 5'se
utilizaron las herramientas bioinformaticas para ARNs estructurales: RNAfold (
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi) [6] , RNAshape (http://bibiserv2.cebitec.uni-
bielefeld.de/rnashapes?id=mashapes_view submission) [7] y RNAlocomotif (http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/locomotif/submission.html) [8]. La forma en que se utilizaron estas herramientas se detalla

en los resultados.

2.3.- Determinacion de oligonucledtidos sobrerrepresentados

Se procedi6 de la siguiente forma: Se tomaron todas las secuencias UTRs 5°de lipocalinas de

humano y raton y se eliminaron las variantes que suponian alguna redundancia (debido a la



semejanza en la composicion de exones alternativos de su UTR 57). Posteriormente se sometieron
estas secuencias (humanos por un lado y ratén por otro) al andlisis de 6ligos mediante el algoritmo

“oligo-analysis” de RSA TOOLS (http://rsat.ulb.ac.be/) [9].

Esta herramienta permite realizar multiples selecciones y ajustes en el andlisis de oligonucledtidos.
Se seleccionaron las siguientes opciones: 1) Realizar una purga de las secuencias (se eliminan asi
las regiones duplicadas de mas de 40 nucle6tidos) que pueden provocar una desviacidon en las
estimaciones de frecuencia de diferentes “palabras”, 2) Prevenir patrones solapados, se evita asi la
desviacion provocada por la tendencia que tienen los patrones periddicos a aparecer agrupados, 3)
Se eligid la opcion de oligos de 6, 7 y 8 nucledtidos, 4) El modelo de referencia elegido para la
validacion de los oligonucleotidos fue la composicion de nucleotidos corriente arriba de los genes

de humano y raton respectivamente.

2.4. - Identificacion de dianas de miARN

Con el objeto de predecir la existencia de dianas de miARN en las regiones UTRs 5°de las
lipocalinas, se sometieron dichas regiones a un andlisis mediante el algoritmo PITA de Segal Lab (
http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07 prediction.html) [13]. Dicho algoritmo considera, ademas
del apareamiento de bases entre el miARN y su diana, aspectos energéticos sobre la accesibilidad a
dicha diana, considerando para estos calculos ademas ambos flancos de la diana. La importancia de
considerar estos aspectos energéticos ha sido puesta de manifiesto al comprobar que se mejoran asi
las predicciones sobre el nivel de regulacion ejercido por ciertos miARNs, determinados

experimentalmente [13].

Este algoritmo calcula un pardmetro “ddG” que es el resultado de la diferencia entre la variacion de
energia libre del apareamiento entre el miARN y su diana (dGduplex) y la variacion de energia libre
de deshacer la estructura secundaria (2D) que contiene a la citada diana (dGopen). Los valores
negativos de “ddG” (ddG = dGduplex - dGopen) indicarian uniones miARN-diana energéticamente

favorables.

Al aplicar el algortimo PITA se eligieron las siguientes opciones: 1) Busqueda de todos los miARN
conocidos, para humano o ratéon, 2) Tamafio minimo de “seed” = 8, permitiendo un solo
apareamiento U-G y una unica posicion desapareada, 3) Se eligid la opcion de considerar los

flancos a la diana para el calculo energético de accesibilidad (ddG) a la misma.



Una vez obtenidas las predicciones se ha considerado que una diana es “accesible” si el parametro
de “ddG ” es < -10 Kcal/mol, teniendo en cuenta los valores que se alcanzan para miARNs
validados[13]. Si ademas de este valor la diana posee un “ dGopen “ >= -10 Kcal/mol (que indica
que su estructura 2D puede deshacerse con facilidad), podemos considerarla como un candidato a

diana muy probable, ya que seria “especialmente accesible” [13].

Cuando en la UTRs 5’se han encontrado varias dianas de un mismo miARN que se solapan, solo se

ha contabilizado como una, eligiendo la que presenta un valor de ddG mas favorable.

2.5. - Estudio de los uAUGs v uORFs en las UTRs 5°

Se determinaron los uAUGs y la posicion que ocupan en las UTRs mediante “dreg” de EMBOSS
[28]. La fortaleza del contexto de AUGs y de los uAUGs se determin6 teniendo en cuenta si en las
posiciones -3 y +4 (respecto a posicion +1 que es la “A” del AUG) se encuentran los nucleétidos
adecuados para la iniciacion de la traduccion (“A o G” en posicion -3 y “G” en posicion +4) [18 y
19]. Si se encuentran los nucleotidos adecuados en las dos posiciones citadas se considera contexto
“Optimo”, si s6lo se encuentra uno de ellos “adecuado” y si ninguno “inadecuado”. Para la
determinacion de los uORFs en las UTRs 5” se utilizo “Getorf” de EMBOSS [28], seleccionando
en las opciones: encontrar uUORFs entre un AUG y cualquier codon de terminacion, en cualquier

fase de lectura y con al menos 3 codones de longitud.

Para el estudio de la conservacion de estos elementos se procedid de la siguiente forma. Se
seleccionaron las UTRs 5’de lipocalinas ort6logas de diferentes mamiferos que tuviesen al menos
200 nt de longitud, que presentasen uUAUGs y/o uORFs y con la condicion de que las UTRs
ortélogas no difiriesen demasiado en su longitud. Para considerar que un uORF esta conservado, o
sea es ortdlogo de otro, se tomo el doble criterio de que la distancia entre el uUAUG y el AUG
principal y el nimero de codones contenidos en dichos uORFs fuesen semejantes [22]. Estos
criterios fueron utilizados mas flexiblemente para los uUORFs que solapan con la region codificante,

dado su caracter especialmente inhibidor.

Para encontrar indicios de “péptidos bioactivos”, resultantes de los uORFs de las UTRs 5'de
lipocalinas, se realizd un analisis sobre los uORFs ortdlogos, previamente encontrados en ellas. Se
seleccionaron los casos con uORFs ortélogos en al menos tres especies de mamiferos, con al menos
10 codones y que no difiriesen mucho en longitud. Posteriormente se alinearon las secuencias de

estos uORFs, para finalmente extraer los que muestran un grado considerable de conservacion. Una



vez seleccionadas asi, los grupos de secuencias de uORFs ortdlogas se sometieron al andlisis de
sustituciones  sinonimas 'y no sinénimas (ps/pn) mediante el programa SNAP
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/SNAP/SNAP.html) [25], que se basa en el método de Nei y
Gojobori [34]. Los valores de ps/pn mayores que “1” han sido tomados como prueba de seleccion

natural positiva.

3. - Resultados

3.1.- Aproximacion a la clasificacion de las UTR 5°de lipocalinas

La longitud, el contenido en G+C y la estructura secundaria de la UTR 5 paracen jugar un
importante papel en la regulacion de la expresion génica. Existen evidencias de que las UTRs 5°
que permiten una traduccion eficiente son cortas, con bajo G+C, son relativamente desestructuradas
y no contienen codones de inico corriente arriba uAUG [31]. Mientras que las que inhiben la

sintesis de proteinas son largas, con alto G+C y poseen un alto grado de estructura secundaria [32].

Para hacer una primera aproximacion a las funciones que cumplen las UTR 5’de las lipocalinas
podemos clasificarlas en funcion de los parametros citados, asi como de la posible presencia del
motivo TOP (Terminal Oligopyrimidine Tract). Dicho motivo se encuentra en el extremo 5’
terminal de los ARNm de proteinas ribosomicas y de factores de elongacion de vertebrados [30].
Este motivo consiste en una serie de 5 a 15 pirimidinas, entre una citosina y una guanina (C (PY)n
G). Mediante la unién de una proteina a dicho motivo y en ciertas condiciones (diferenciacion,

desarrollo o bajo ciertos tratamientos con firmacos) interviene en la represion de la traduccion [3].

Para hacer una clasificacion de las UTRs 5 de forma mads objetiva se utilizo el “arbol de decision”

del modelo de regresion CART [9] (ver métodos). Puede verse el arbol de decision en la Figura 1.
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Figura 1: 4rbol de decision para la clasificacion de las UTR 5 del
modelo de regresion CART

Una vez calculados los pardmetros necesarios de las secuencias de las UTRs 5°de las lipocalinas y
aplicando el arbol de decision del modelo CART obtenemos la clasificacion de dichas UTRs que se

observa en las Tablas 1y 2.

Observamos que tanto para humano como para raton son frecuentes las UTRs 5°de “clase I”
(potencialmente inhibitorias de la traduccidn), especialmente entre las lipocalinas de origen
evolutivo més antiguo, que son las que presentan mayor numero de alternativas (Apo-D, Ptgds,
Rbp4). Mientras que las UTRs 5°de tipo III (potencialmente de traduccion intensa) son mas
frecuentes entre las lipocalinas con un origen evolutivo mas reciente, que muestran menor nimero

de alternativas. Esta tendencia se observa de forma mas evidente en raton (ver tabla 2).



5utr_APOD.a_hum 361 51.25 -102.2 4 S I
5utr_APOD.b_hum 232 53.88 -87.5 1 n I
5utr_APOD.c_hum 135 47.41 -35.5 2 n I
5utr_APOD.d_hum 190 52.11 -60.8 3 n I

5utr_ RBP4.b_hum 322 7267 1795 1 n |
5utr_RBP4.d_hum 72 7778 287 0 n i
5utr RBP4.d(2)_hum 113 7699  -46.4 0 n |

5utr_C8G_a_hum 75 64 -21.5 0 n I}

5utr ORM2_b_hum 189 56.61 765 0 n |
5utr ORM2_d_hum 63 5238  -10.2 2 s |

5utr LCN2.b_hum 72 67.71 13 0 n I
5utr_LCN2.b(2)_hum % 67.71 -25.3 0 n I

5utr LCN12.c_hum 248 59.27 998 1 n |
5utr LCN12.¢(2)_hum 28 71.43 8.1 0 n I

Tabla 1: Clasificacion de las UTR 5’de lipocalinas humanas segun el modelo CART.
Cuando existen UTR 5 alternativos aparecen con una letra distintiva después del nombre de
la lipocalina correspondiente.



5utr_Apod.a_mouse -42 0 n I
Sutr_Apod.b_mouse 224 49.55 -69.1 1 n I
Sutr_Apod.c_mouse 358 51.4 -126.94 2 n I
5utr_Apod.d_mouse 281 53.74 -103.24 2 n I
Sutr_Apod.e_mouse 214 59.35 -74.4 2 n I
Sutr_Ptgds.c_mouse 80 56.25 -20.2 0 S /1
Sutr_Ptgds.d_mouse 329 58.36 -149.23 2 S I
5utr_Rbp4.a_mouse 385 62.08 -148.1 4 n I
Sutr_Rbp4.c_mouse 61 77.05 -18.7 0 n M
5utr_Rbp4.d_mouse 89 77.53 -37.7 0 n I
Sutr_Apom.a_mouse 781 48.27 -240.6 14 n I
5utr_C8G_b_mouse 501 53.69 -188.12 6 n I
5utr_C8G_c_mouse 275 53.82 -104.22 4 n I
5utr_LCN13_a_mouse 53 62.26 -17.5 0 n Il
5utr ORM2_a mouse 41 53.66 -3.4 0 n 1l
Sutr_Vegp1.a_rat 55 54.55 -18.1 0 n 11}
Sutr_Lcn2.b_mouse 54 53.7 -7.3 0 n 1}
Sutr_Lcn8.a_mouse 23 65.22 -3.6 0 n 1}
Sutr_Lcn12.a_mouse 55 69.09 -30.3 0 n 1l

Tabla 2: Clasificacién de las UTR 5'de lipocalinas de raton segun el modelo CART.
Cuando existen UTR 5 alternativos aparecen con una letra distintiva después del nombre
de la lipocalina correspondiente.

Aplicando el citado arbol de decision solo se obtienen UTRs 5°de la clase II (reguladas por el
motivo TOP) en una de las UTRs alternativas de la lipocalina Ptgds, tanto en humano como en
raton (ver tablas 1 y 2). La clase opcional a la que pertenecerian estas UTRs 5°, de no ser funcional

el motivo TOP, seria la clase III.



3.2.- Busqueda de motivos validados. en las secuencias de UTRs 5°.

Para la busqueda de posibles motivos reguladores en la region UTR 5” de las lipocalinas humanas y
de raton se sometieron dichas regiones a un andlisis mediante la herramienta UTRscan [1]. El
resultado de este andlisis se muestra en la tabla 3. Los motivos predichos son el motivo “TOP”
(Terminal Oligopyrimidine Tract), ya mencionado previamente y el motivo “IRES” (Internal
Ribosome Entry Site). También son predichos marcos de lectura abierta (WORF) en las UTRs 5™ de
diversas lipocalinas, pero no se muestran aqui ya que estos elementos son tratados especificamente

en un apartado posterior.

UTRs 5° MOTIVO POSICION SECUENCIA
Sutr APOD.a_hum TOP [1-8] CTCTCTCG
Sutr Ptgds.c hum TOP [1-7] CCTCCTG
Sutr_Ptgds.c_mouse TOP [6-14] CTCCTTCTG
Sutr ORM2_d hum TOP [1-7] CTCTTTG
CTGTG CC CGAGG CT
GTCCT GGAGGTG AGGCC
Sutr RBP4.b_hum IRES [240,322] GGCCC ACA GGGAC
CCTGC CCGTG CCCGG
GC TCCGG GCGGATT
CCTGG GCAAG

Tabla 3. Resultado del andlisis de las UTRs 5 de lipocalinas humanas y de ratén mediante UTRscan

Respecto al motivo TOP, ya hemos mencionado que se presenta en la UTR 5°del ARNm de genes
especificos y en ciertas condiciones [30]. Mas recientemente se han encontrado evidencias de que
el motivo TOP no es exclusivo de los genes mencionadas, sino que puede ejercer también funciones
reguladoras en la expresion de otros diferentes [4]. Ante estas evidencias no podemos desechar la
posibilidad de que los motivos TOP predichos en las UTRs 5” de lipocalinas sean funcionales y

cumplan, en mayor o menor medida, una funcién de represion de la tranduccion.

El motivo IRES supone un mecanismo alternativo al inicio de traduccidén convencional y por lo

tanto independiente del “ 5’cap . Inicialmente fué¢ descubierto en picornavirus y posteriormente



también ha sido encontrado en ARNm eucariotas. El estudio comparativo de los IRES de diversos
ARNm celulares ha permitido identificar, en su region UTR 5’, un motivo estructural comun (ver
figura 2) formado por una estructura tipica en “Y”, seguida de estructuras en horquilla justo antes

del codon de inicio de la traduccion [5].

Complejo de

IRES iniciacién 43S

» =
i AUG

ITAFs

elF4A

Figura 2. Representacion equemdatica del inicio de traduccion mediada
por IRES. Se muestran las estructuras secundarias tipicas de este
motivo (lineas en forma de homquillas). También se muestran los
principales factores (elF4A4 y 4G), asi como las proteinas especificas
ITAFs (IRES trans-acting factors) necesarias para la funcionalidad de
este motivo.

Figura 3. Estructura 2d de la UTR 5'de Rbp4 humana (variante b) obtenida con
RNAfold . Se muestra detalle de la region (en verde) donde UTRscan predice la
presencia de un IRE. En rojo la posicion que ocuparia el codon de inicio de la
secuencia codificante.



Con objeto de comprobar, en qué medida la prediccion del motivo IRES en la UTR 5°de la variante
“b” de Rbp4 humana presenta la estructura tipica de dicho motivo, se procedi6 a obtener la
estructura secundaria mas estable (MFE) de dicha UTR 5 mediante RNAfold [6]. En la figura 3 se
muestra un detalle de la estructura 2D de la region donde es predicho el motivo IRES (marcado en
verde). Observamos que no muestra la complejidad estructural tipica de dicho motivo, destacando
la ausencia de la estructura tipica en “Y”. Dado que la estructura secundaria nativa no tiene por qué
ser la estructura con menor energia de plegamiento, sino que puede ser una estructura subdptima
proxima en el conjunto de estructuras posibles, se procedié a estudiar dichas estructuras mediante
RNAshape (ver introduccion) [7]. En ninguna de las estructuras representativas posibles que ofrece
esta herramienta, dentro de su repertorio, se encontré en la region adecuada, una estructura
secundaria similar a la del motivo IRES. También se procedi6é de forma inversa, es decir comprobar
en qué medida esta UTR 5'puede llegar a formar una estructura semejante al motivo IRES. Se
utiliz6 para ello RNA locomotif (ver introduccion) [8] y el resultado obtenido es que la secuencia
de la UTR 5°de Rbp4 humana (b) es incapaz de formar un motivo estructural tipico del motivo

IRES, dentro de sus posibilidades de plegamiento alternativas.

Si bien no encontramos semejanza de las estructuras que puede adquirir esta UTR 5'de Rbp4
humana con el motivo IRES, si observamos la presencia de una estructura en horquilla, justo antes
del coddn de inicio. No podemos desechar la idea de que esta estructura tenga algun papel relevante
en la regulacion de la traduccion. El analisis de estas y otras estructuras peculiares de las UTRs 5'de
lipocalinas de mamiferos sera realizado de manera mas amplia y detallada en un capitulo especifico

de la tesis.



3.3.- Oligonucleotidos sobrerrepresentados

El andlisis de los oligonucledtidos sobrerrepresentados es una manera de encontrar posibles motivos
implicados en alguna funcion reguladora. Para detectar oligonucleotidos sobrerrepresentados, en el
conjunto de las UTRs 5°de lipocalinas, se utiliz6 el algoritmo de analisis de oligonucleo6tidos “oligo
analysis”, disponible en “RSA tools” [9]. Se analizaron palabras de 6, 7 y 8 nucleodtidos en las

secuencias de las UTRs 5’de lipocalinas humanas y de raton (ver métodos).

Los resultados de aplicar dicho algoritmo a las UTRs 5’de las lipocalinas de estas dos especies
demuestran que hay un cierto nimero de oligonucle6tidos sobrerrepresentados (con mayor niumero
en humano, ver datos en tablas 4 y 5), que pueden considerarse significativos por su baja
probabilidad esperada de ocurrencia, la cual viene dada por un “indice de significacion” mayor que

6‘077

El anélisis de los datos de las UTRs 5’de lipocalinas humanas revela que algunos oligos (de igual o
diferente longitud) solapan entre si, siendo esta una propiedad que muestran diversos motivos
confirmados experimentalmente [9]. Ademas, la circunstancia de que estos oligos sean los que
ocupan las primeras posiciones respecto a su significacion, nos permite considerar a estos como los

candidatos mas probables a representar motivos reguladores.

En la tabla 6 se han representado dichos motivos, indicindose en mayusculas el oligo que muestra
un nivel de significacion mayor dentro de cada hipotético motivo. Observamos en dicha tabla que
no se produce un aumento de la significacion con el aumento del tamafio del 6ligo, sino que el
mayor nivel se encuentra en el tamafio de 6 o 7 nucledtidos. Esto es un indicio de que estos
motivos no deben formar parte se secuencias de mayor tamafio, sino que tienen su propia identidad,

en un rango de tamafo entre 6 y 8 nucleotidos.



Oligo Observado Esperado Ind. Signific
TGCCAG 16 2.77 3.77
CTGGCA 16 2.77 3.77
GGGTGG 17 4.15 213
CCACCC 17 4.15 2.13
CCTGGC 20 5.69 2.02
GCCAGG 20 5.69 2.02
AGGGCC 13 2.61 1.82
GGCCCT 13 2.61 1.82
CCCGGA 9 1.29 1.44
TCCGGG 9 1.29 1.44
GGTCCC 11 2.18 1.13
GGGACC 11 2.18 1.13
GCAGGG 14 3.96 0.55
CCCTGC 14 3.96 0.55
GCCCAG 17 6.03 0.12
CTGGGC 17 6.03 0.12
CCCAGC 20 7.82 0.12
GCTGGG 20 7.82 0.12
GACTCG 5 0.52 0.08
CGAGTC 5 0.52 0.08
GGCCAG 14 4.41 0.08
CTGGCC 14 4.41 0.08

. oigo7nt |

Oligo Observado Esperado Ind. Signific

GCCACCC 8 0.74 1.71
GGGTGGC 8 0.74 1.71
GGCCCTG 9 1.18 1.17
CAGGGCC 9 1.18 1.17
CTGGCAG 8 0.94 0.98
CTGCCAG 8 0.94 0.98
CCAGCTC 8 1.1 0.44
GAGCTGG 8 1.1 0.44
GCTGTCC 6 0.57 0.32
GGACAGC 6 0.57 0.32
GGTCCCT 6 0.59 0.26
AGGGACC 6 0.59 0.26
GCCCGGA 5 0.36 0.21
TCCGGGC 5 0.36 0.21
CCGCTGG 5 0.36 0.19
CCAGCGG 5 0.36 0.19
. oigognt
Oligo Observado Esperado Ind. Signific
AGGGACCT 5 0.16 1.27
AGGTCCCT 5 0.16 1.27
CTGGCAGG 6 0.31 1.24
CCTGCCAG 6 0.31 1.24
CCCAGCAA 5 0.24 0.48
TTGCTGGG 5 0.24 0.48
GCCGCTGG 4 0.13 0.15
CCAGCGGC 4 0.13 0.15

Tabla 4 . Oligonucledtidos sobrerrepresentados,
de tamaiio 6, 7 y 8 nt, en las UTRs 5'de
lipocalinas humanas



Oligo Observado Esperado Ind. Signific

CTTGGG 12 2.04 2.18
CCCAAG 12 2.04 2.18
GGGTGG 11 2.54 0.54
CCACCC 11 2.54 0.54

Observado Esperado Ind. Signific
TGCCCAG 6 0.64 0.04
CTGGGCA 6 0.64 0.04

Tabla 5 . Oligonucleétidos sobrerrepresentados, de tamario
6y 7 nt, en las UTRs 5 de lipocalinas de raton.

CTGGCAgg 3.77 1,71 1,24

ccTGCCAGg 3.77 0,98 1,24

gCAGGGCC 0,55 1,17 -
gCCACCC 2.13 1,71 -

Tabla 6 . Motivos hipotéticos, formados por solapamiento de oligonucledtidos, en las UTRs 5
‘de lipocalinas humanas. Para cada motivo se indica el indice de significacion del
oligonucledtido mas representativo. Se muestra subrayado el indice de mayor valor en cada

caso.

En la tabla 7 se muestran las lipocalinas humanas en cuyas UTRs 5’aparecen los oligos mas



significativos, referidos a los oligos de la tabla 6. Observamos que dichos oligos se dan con mas
frecuencia entre las lipocalinas més ancestrales como Apo-D, Apo-M, Ptgds y Rbp4, aunque
alguno de los oligos se presentan también en lipocalinas evolutivamente mas recientes (Lcnl, Len2,

Lcn8, Lenl2 y ORM).

En el caso de los oligos sobrerrepresentados de raton comprobamos que uno de ellos “CCACCC”
esta tambien sobrerrepresentado en humano y lo hace en las UTRs 5°de algunas lipocalinas
comunes a ambas especies (ver tabla 8). Otro de los oligos de raton “CTGGGCA” es muy
semejante al oligo “CTGGCA” humano, e igualmente se presenta en algunas lipocalinas comunes a

ambas especies (ver tabla 8).

CTGGCA Ptgds (j); Rbp4 (b) y Orm (b)
TGCCAG Ptgds (j); Rbp4 (b), Apo-M (d); Len2 (b2); Lenl2 (c); Lenl (b) y
Lcn8 (e)

CAGGGCC Ptgds (j); Rbp4 (b) y Len8 (e)

CCACCC Apo-D (a, b, c y d); Ptgds (j); Rbp4 (b) y Len2 (b2)

Tabla 7. Oligonucleétidos mds representativos en humano y variantes en las que aparecen

CTGGGCA Apo-D (b, c ye ); Ptgds (d) y Rbp4 (a)

CCACCC Apo_D (e); Rbp4 (d) y Apo-M (a)

Tabla 8. Oligonucleétidos mas representativos en ratén y variantes en las que aparecen

Se analiz6 la posicion que ocupan los oligos, mencionados en las tablas 7 y 8, en las UTRs 5’de las
diferentes lipocalinas donde se presentan y no pudo encontrarse, en ninguno de ellos, una tendencia

clara a ocupar una posicion preferente en dichas regiones.



Para el caso concreto de Apo-D, si se constata que el motivo “CCACCC” aparece en el extremo 3
‘de la UTR 57, tanto en humano como en raton. En el alineamiento multiple de las regiones UTRs 5
" ortdlogas de Apo-D de mamiferos puede identificarse dicho motivo dentro de un bloque donde la
secuencia esta muy bien conservada (ver figura 4). Al introducir dicho motivo en la base de datos de
miARNs TargetScan [14], si bien no se correponde con la diana de ningin miARN conocido, es
clasificado como un sitio conservado de un posible miARN en las UTRs 3 ort6logas de 103 genes

humanos.

Yaoco
Cerdo
Humano
Faton

Figura 4. Alineamiento multiple de secuencias ortélogas de la UTR 5 de
Apo-D de mamiferos. Solo se muestra la region donde se encuentra el
motivo CCACCC. En verde bloque donde se encuentra el motivo, en 1jo
codon de inicio de la secuencia codificante.

Al introducir los otros motivos de la tabla 7 en TargetScan [14] se obtiene para “CTGGCA” y
“TGCCAG?” la clasificacion de sitios conservados de nuevos miARNs en las UTRs 37 ortologas de
mas de 100 genes humanos. Para el motivo “CAGGGCC” se obtiene que es una diana de miR-

1291, siendo un sitio poco conservado y una familia de miARN también poco conservada.

Estos resultados, que deben ser tomados con cautela ya que TargetScan esta basado en el analisis de
la conservacion de estas dianas en las UTRs 3" y no en UTRs 5, nos sugieren que los
oligonucle6tidos mencionados, con cierta probabilidad, podrian ser dianas de micro-ARNs
desconocidos. La presencia de dianas de miARNs requiere un analisis mas especifico y detallado

que se realiza en el siguiente apartado.



3.4.- Dianas de micro ARN en las UTRs 5°de lipocalinas

Las dianas de miRNAs, aunque mas frecuentes en las UTRs 3’, también pueden presentarse en las
UTRs 5" [ 10, 11]. Con el objeto de predecir la existencia de dianas de miARNs en las regiones
UTRs 5°de las lipocalinas, se sometieron dichas regiones a un analisis mediante el algoritmo PITA
de Segal Lab [13] . Dicho algoritmo se considera muy eficiente, ya que ademas del apareamiento de
bases entre el miARN y su diana, considera aspectos energéticos de la interaccion entre estos dos

elementos (ver métodos).

Los resultados obtenidos tras estos analisis realizados sobre las UTRs 5’de lipocalinas, con el citado
algoritmo, se muestran en las tablas 9 y 10. Se han representado los datos para humano y raton de
forma conjunta en dichas tablas, siendo el criterio para separarlos en ellas dos, la existencia

diversidad en su UTR 5’(tabla 9) frente a las que no la presentan (tabla 10).

Como hecho mas destacable puede observarse (ver tabla 9) que en las lipocalinas que muestran mas
variacion en su UTR 5 (que pueden considerarse las mas ancestrales) es donde mas frecuente se
dan dianas de miARN muy accesibles(ya que cumplen los valores establecidos para ddG y dGopen
simultdneamente, ver métodos). Mientras que en las lipocalinas que presentan UTRs 5" con nula o
escasa variabilidad, so6lo en unas pocas son predichas dianas de miARN de este tipo y el numero de

dichas dianas en ellas es significativamente mas escaso (ver tabla 10).

Comprobamos también que, como es de esperar, hay diferencias en el niumero de dianas de
miARNSs entre las UTRs 5 alternativas de una misma lipocalina. En estas lipocalinas, cuyas UTRs
5" presentan diversidad deberiamos de esperar, dado el hipotético diferente papel regulador de las
formas alternativas, que hubiese pocas coincidencias entre las dianas presentes en dichas
alternativas. Para ello se buscaron, entre las dianas mas accesibles, cuales eran compartidas por las
diferentes UTRs 5’alternativas de una misma lipocalina. Los resultados, que se muestran en la tabla
11, nos indican que existe un cierto numero de coincidencias, aunque a pesar de ello sigue
existiendo suficientes diferencias en la dianas que presentan las formas alternativas, a excepcion de

en la lipocalina Ptgds humana (ver tabla 11).



a 11 5

b 5 2

ApoD-Humana c 7 7
d 9 0

a 3 0

b 7 5

ApoD- Raton c 5 3
d 2 2

e 7 5

Rbp4 Humano d(2) 2 0
0 0
Rbp4-Raton d 0 0

Tabla 9. Dianas de miARN predichas por PITA en las UTRs 5 ‘de lipocalinas que presentan diversidad
en dicha region.



C8G-Raton-c

Lenl12-Humano-c

ORM2-Humano-b 1 0

Tabla 10. Dianas de miARN predichas por PITA en las UTRs 5 'de lipocalinas que presentan nula

o0 escasa diversidad en dicha region.

Apo-D

- variante a: 5 2 entre variantes by ¢

- variante b: 2
Humano - variante c: 7

Ptgds

- variante c: 3 3 entre variante c y j

- variante j: 3

Apo-D

-variante b: 5

. . ntre diver I 1
Raton - variante c: 3 7 entre diversos pares de las

- variante d: 2 varlantes

- variante e: 5

Tabla 11.Dianas de miARN (solo dianas mds accesibles) comunes entre las UTRs 5 alternativas de

ciertas lipocalinas



3.4.1.- Realidad biolégica de las dianas de miARNSs en las UTRs 5’de lipocalinas

Dado que la longitud de las UTRs 5’de las lipocalinas es variable, cabe considerar que las
diferencias encontradas en el nimero de dianas de miARN, de ser estas falsos positivos, puedan ser
debidas a la mayor o menor longitud de estas y por lo tanto a la mayor o menor probabilidad de su
aparicion. Utilizando los datos de todas las UTRs 5°de lipocalinas de humano y raton,
conjuntamente, no se encuentra una correlacion significativa entre la longitud de la UTR y el

nimero de dianas (r = 0.154; p = 0.472), (ver figura 5).

Otro factor que podria considerarse que tuviese alguna influencia es la energia minima de
plegamiento (MFE) de la estructura 2D de la UTR 5°. A mayor valor de la MFE global de la UTR 5
", podriamos esperar una mayor dificultad de que se deshaga dicha estructura para que se forme el
apareamiento entre el miARN y su diana. Utilizando la misma muestra de UTRs 5" que para la
longitud no se observa tal correlacion entre la MFE de las UTRs 57y el nimero de dianas de

miARN presentes ( r = 0.033; p = 0.878), (ver figura 6).

Estos resultados nos permite rechazar la hipotesis de que las diferencias en el nimero de dianas de
miARN encontradas sea debida a diferencias en la longitud o en la MFE de las UTRs 5', y por lo

tanto debe responder a necesidades de regulacion de las diferentes lipocalinas.
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Figura 5. Relacion entre el niimero de Figura 6. Relacion entre el nimero de

dianas de miARN encontradas y la dianas de miARN encontradas y la MFE de

longitud de la UTR 5. En rojo linea de la UTR 5" En rojo linea de regresion, en

regresion, en azul intervalo del 95% azul intervalo del 95% confianza Se han

confianza representan los valores de MFE en
positivo.



3.5.- uAUGSs v uORFs en las UTRs 5°de lipocalinas

La presencia en las UTRs 5" de codones de inicio corriente arriba (WUAUG) y de marcos de lectura
abiertos, también corriente arriba (UORF), es interpretada generalmente como un mecanismo de
regulacion negativa de la traduccion [15, 16 y 17]. Por ello es importante el estudio de estos

elementos en dichas regiones.

Los resultados del andlisis realizado sobre uAUGs y uORFs presentes en las UTRs 5" de las
lipocalinas de humano y ratén (ver métodos) se muestran en las tablas 12 y 13. En humano se
observa la existencia de uAUGs en una gran mayoria de las lipocalinas, incluidas sus distintas
alternativas. Es de destacar que en muchos casos los uAUGs dan lugar a uORFs. Se observa ademaés

que un numero considerable de las UTRs 5 presentan mas de un uORF.

En ratén se observa que hay un menor nimero de lipocalinas que presentan uAUGs (ver tabla 13),
pero las que los presentan, en la mayoria de casos, estos dan lugar a uORFs. También observamos,

al igual que en humano, que hay un alto porcentaje de UTRs 5'que presentan mas de un uORF.

Aunque se ha podido comprobar experimentalmente que uORFs de diferente tamafo y posicion en
la UTR 5° pueden ejercer un efecto de inhibicion sobre la traduccion, hay ciertas propiedades de
los uORFs que han demostrado tener un mayor efecto en el grado inhibicion de la sintesis de

proteinas [20]. Son las siguientes:

— El contexto del uAUG, de forma que en un contexto “fuerte” se produce una mayor
inhibicién que en uno “débil”.

— La distancia a la caperuza del extremo 5°, de manera que a mayor distancia del uORF
respecto a esta se produce una mayor inhibicion.

— La presencia de multiples uORFs, produciendose una mayor inhibicién a un mayor
numero de los mismos.

— La conservacion evolutiva de los uORFs, siendo mayor el efecto inhibitorio a mayor

conservacion de los mismos.

En las tablas 12 y 13 observamos, especialmente en humano, que la mayoria de uORFs presentan
un contexto adecuado, e incluso algunos muestran un contexto Optimo. Por otra parte hay un
porcentaje elevado de UTRs 5” de lipocalinas donde existe mas de un uORF, concrétamente en

humanos representan un 60 %, mientras que el porcentaje en la globalidad de transcritos humanos



que los presentan en sus UTRs 5" es de un 50 %[20].

Rbp4 b 1 1 1 0 0
c 0 1 0
d 0 0 0 0 0
Lcn12
a 0] 0 0 0 0
b 0 0 0 0 0
c 1 1 0 1 0
Orm2
b 0 0 0 0 0

Tabla 12. Nimero de uAUGs y de los correspondientes uORFs(en caso de haberlos) de las UTRs 5 'de
lipocalinas humanas estudiadas, incluidas todas sus alternativas. Se indica la fortaleza del contexto
de los uAUGs encontrados (en relacion a la secuencia consenso de Kozak).



Lipocalina UTRs 57alternativas  N° uAUG N° uORF contexto uORF
optimo adec inadec

b 1 1 0 1 0
Apod c 2 2 0 2 0
d 2 2 0 2 0
e 2 1 1 0 0
Ptgds c 0 0 0 0
d 2 2 1 0 1

Apom
a 14 8 0 2 6
C8g b 6 6 1 1 4
c 4 4 1 1 2

Tabla 13. Nimero de uAUGs y de los correspondientes uORFs(en caso de haberlos) de las UTRs 5 ‘de
lipocalinas de raton estudiadas, incluidas todas sus alternativas. Se indica la fortaleza del contexto
de los uAUGSs encontrados (en relacion a la secuencia consenso de Kozak).

La distancia entre la caperuza y los uORFs presentes en las UTRs de las lipocalinas se muestra en
las graficas de las figuras 6 y 7. En estas se ha representado la posicion relativa de los uORFs dentro
de la secuencia de las UTRs 5°. Como se observa en las graficas una gran parte de los uORFs se
muestra en posiciones centrales (2° cuarto en humano y 2°y 3° cuarto en raton) de la UTR 57, por lo
que su posicion es suficientemente distante de la caperuza. También se aprecia claramente la
escasez de uORFs en las proximidades de la secuencia codificante. Esto puede ser un factor
importante a la hora de que el ribosoma disponga de espacio para reiniciar su escaneo a lo largo del

ARNmMm hasta encontrar el AUG principal [21].

Respecto a la longitud de los uORF presentes en las UTRs 5” de las lipocalinas existe una gran
variabilidad, como puede observarse en las figuras 8 y 9. Si bien hay una frecuencia considerable de
uORFs de gran longitud, de forma mas destacada en humano. El valor medio de longitud de uORF
en el conjunto de transcritos, tanto de humano, como de raton es de 48 nt [20], mientras que en las
lipocalinas es de 80.51 nt para humano y de 65.77 nt para ratébn, ambos valores ampliamente

superiores.
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Se observa otra peculiaridad en los uORFs de lipocalinas, ademas de su mayor longitud media, y es
que estos elementos muestran una claro incremento de su longitud en relacion a la mayor fortaleza
del contexto del AUG de la secuencia codificante (figura 10). El hecho de la mayor longitud media
de los uORFs de lipocalinas frente a la globalidad de transcritos y su aparente relacion con la
fortaleza del contexto del AUG son signos que nos llevan a valorar que la longitud de los uORF

podria ejerce un importante el papel regulatorio en las lipocalinas.

Llpocalinas Humano
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o

Context 0 Context 1 Context 2
contexto AUG (codif)

o

Figura 10. Relacion entre el contexto (0=
inadecuado. 1= adecuado, 2= optimo) del AUG
principal y la longitud de los uORFs presentes
corriente arriba en la UTR 5.

En cuanto a las UTRs 5 alternativas que muestran las lipocalinas, éstas poseen patrones especificos
de uORFs, con diferencias claras entre ellas, en alguna o varias de las propiedades ya mencionadas:
el nimero de uOREF, la longitud de los mismos, la distancia a la caperuza o el contexto del uAUG.
En la tabla 14 y en la figura 11 se representan los datos para las UTR 5 alternativas de Apo-D
humana, donde a modo de ejemplo se observan las diferencias mencionadas. Estas diferentes
combinaciones de pardmetros de los uORFs es de esperar, den lugar regulaciones de la traduccion
de diferente intensidad, segun las necesidades celulares en que son expresados los diferentes

transcritos.
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Tabla 14. Diferente composicion de uORFs en las UTRs 5

‘alternativas de Apo-D humana
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Figura 11. Representacion grdfica de los diferentes uORFs presentes en las diferentes UTRs 5

‘alternativas de Apo-D humana.



3.5.1.- Conservacion de uAUGs v de uORFs

La conservacion de uAUGs y uORFs entre las UTRs 5 ort6logas de las diferentes lipocalinas de

mamiferos supondria un argumento a favor de que dichos elementos tuviesen relevancia bioldgica.

Aplicando los criterios mencionados en métodos pudo detectarse la presencia de uAUGs y uORFs
ortélogos en las UTRs 5°de las lipocalinas Apo-d, Ptgds y Apom. En la tabla 15 se muestra la
proporcion de los uUAUGs y uORFs conservados en las UTRs 5ortdlogas de mamiferos de estas
lipocalinas. En las tablas 16 a 18 se muestran los detalles de los uORFs considerados ortélogos para

las diferentes lipocalinas.

Como se observa en estos datos (tabla 15), para estas lipocalinas, la porporcion de uAUG y uORF
conservados entre mamiferos es considerable, siendo claramente mayor para los uORFs humanos
que para los de raton. En las tablas se observa que en Apo-D los uORFs ortélogos se encuentran

hasta en cuatro especies de mamiferos, reforzando la idea de la relevancia biologica de dichos

elementos.

UTR 5"Apod_a humano 3/4 3/3 A.  melanoleuca, U.
americanus, B. taurus, S.
scrofa

UTR 5'Apod_d_raton 2/2 172 A. melanoleuca, U.
americanus, H. sapiens

UTR 5" Ptgds g humano 1/4 1/4 P. paniscus

UTR 5’ Ptgds_j_humano 5/10 4/5 N. leucogenes, P. anubis

UTR 5" Ptgds d raton 172 0/2 N. leucogenes

UTR 5" Apom_d_humano 5/6 4/5 M. putorius, C. lupus, M.
musculus

UTR 5" Apom_a_ratén 4/8 3/6 M. putorius, C. lupus, H.
sapiens

Tabla 15. uAUGs y uORFs conservados entre diferentes especies de mamiferos, en las lipocalinas:
Apo-D, Ptgds y Apom.



Sutr_APOD.a_hum_1 250 20

A. melanoleuca 229 20

U. americanus 229 20

B. taurus 236 20
5utr_APOD.a_hum_2 163 4
Sutr_Apod.d_mouse_1 113 9

A. melanoleuca 128 5

U. americanus 128 5
5utr APOD.a_hum_3 183 98(s cds)
A. melanoleuca 60 57(s cds)
U. americanus 60 60(s cds)
B. taurus 157 168(s cds)
Sutr_Apom.d_hum_2 432 6

C. lupus 430 5
Sutr_Apom.d_hum_3 362 84
Sutr_Apom_a_Mus musc_3 352 77
Sutr_Apom.d_hum_4 358 17
M. putorius 369 17
C. lupus 369 13
Sutr_Apom_a_Mus musc_4 348 26
Sutr_Apom.d_hum_5 222 21
M. putorius 215 30
C. lupus 216 14
>5utr_Ptgds.g_hum_4 114 127(s cds)
P. paniscus 113 81(s cds)
Sutr_Ptgds.j_hum_1 1126 3

N. leucogenes 738 3
P. anubis 1126 3
Sutr_Ptgds.j_hum_2 1092 18

N. leucogenes 704 17
P. anubis 1091 18
Sutr_Ptgds.j_hum_3 1048 68
P. anubis 1047 68
Sutr_Ptgds.j hum_5 458 119
P. anubis 449 112

Tablas 16, 17 y 18. Datos de los diferentes uORFs considerados
ortologos entre especies de mamiferos, segun su longitud y distancia
al AUG principal.



3.5.2.- Posibilidad de la formacion de peptidos bioactivos resultantes de la traduccion de uORFs

La idea mas aceptada sobre el papel de los uORFs, al igual que para los uAUGs, es que tienen un
efecto inhibitorio sobre la traduccion, al retrasar o entretener la actividad del ribosoma de su union
al AUG principal (segin el modelo leaky scanning [33]). Igualmente los uORFs puenden estar
implicados en una terminacion prematura de la traduccion del ARNm, mediante su efecto facilitador

del mecanismo de NMD [21].

Por otra parte, de forma mads alternativa, se han encontrado evidencias de que los péptidos
resultantes de la traduccion de algunos uORFs podrian tener un papel regulador, actuando ellos
mismos sobre la eficiencia del ribosoma o sobre la estabilidad del ARNm [23]. Asi mismo se ha
constatado la presencia de un niimero considerable de uORFs conservados entre los genomas de
humano y ratéon y que ademas muestran una proporcion elevada de sustituciones “sinénimas / no
sinénimas” (una proporciéon mayor que “1” es interpretado como resultado de seleccion positiva).

Hechos que sugieren que los péptidos resultantes pueden tener un papel bioactivo [24].

Para encontrar algun indicio de péptidos que puedan tener este papel en las UTRs 5’de lipocalinas
se realizd un andlisis sobre los uORFs ortélogos previamente encontrados en ellas. Una vez
seleccionados los alineamientos de estas secuencias ortdlogas, estas se sometieron al analisis de

sustituciones sinénimas y no sinénimas (ps/pn) mediante el programa SNAP [25] (ver métodos).

Sutr APOD.a hum 1

A. melanoleucas 19 1.587
U. americanus

B. taurus

Sutr Ptgdsj hum 2
N. leucogenes 17 0.704

P. anubis

Sutr Apom.d hum 4
M. putorius 16 1.309
C. lupus

Sutr Apom.a_M. musc_4

Tabla 19. Nimero de aminodcidos y proporcion de sustituciones sonénimas/no sinénimas
(ps/pn) de los uORFs ortologos cuyas secuencias se encuentran conservadas en mamiferos.



Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 19. Hay dos uORFs, uno en la UTR 5°de Apo-D
(variante humana “a”) y otro en la de Apo M (variante “d” humana y “a” en ratobn) que tienen
valores de “ ps / pn” superiores a 1. En una investigacion, ya mencionada, se encontrd que el valor
medio de ps/pn obtenido, para un conjunto de uORFs conservados entre humano y ratén, es de 1,65
[24], mientras que se obtuvo un valor de ps/pn de 0.99 en un conjunto de secuencias de contraste
generadas artificialmente (con valores que oscilan entre 0.70 y 1.36). A la luz de estos datos
podemos concluir que al menos en el caso del uORF-1 de la UTR 5" de Apo-D(a) humana hay
claros signos de seleccion positiva, siendo asi el peptido resultante un candidato a cumplir algin

papel en la regulacion de la traduccion de dicha lipocalina. En la figura 12 se muestra el grado de

consenso de este péptido entre las diferentes especies.

Consensus DkTSHLCVwWYRAKLLGQPS
Panda e e e e e
OSO e e e e
Vaca nl...... S...... D...
Humano Toeene SIgT.......

Figura 12. Alineamiento miiltiple y consenso del péptido uORF(1) de la UTR 5
‘de Apo-D(a) humana y sus ortologos en mamiferos.

4. - Discusion

La aplicacion del modelo CART nos ha permitido establecer una primera clasificacion de las
UTRs 5'de las lipocalinas de mamiferos. Hemos encontrado para las lipocalinas Ptgds y Rbp4, en
las dos especies estudiadas, y Apom, Lenl y Lenl2 sélo en humanos, que presentan UTRs 5
“alternativos que pertenecen, como cabria esperar, a clases diferentes: clase I o III alternativamente
(siendo las primeras inhibidoras de traduccion y las segundas con expresion elevada). En otras
lipocalinas encontramos que esto no ocurre. El caso mas llamativo es Apo-D que, tanto en humano
como en raton, presenta el mayor niumero de variantes en su UTR 5" y todas pertenecen a la “clase

I”. La explicacion que podemos dar a dicha circunstancia es que en estas UTRs 5° alternativas



existan diferentes elementos, como uORFs , miARNs u otros, que sean los responsables de un
efecto inhibitorio mas o menos acusado entre las distintas variantes, o bien que dicho efecto sea o
no ejercido en funcion de la presencia o ausencia de factores que interaccionen con la UTR 5" en
ciertos tipos celulares o condiciones fisiologicas. De ser esto correcto podriamos afirmar que la

expresion de estas proteinas necesita de una regulacion muy fina.

Respecto a la existencia de dianas de miARN en las UTRs 5" de lipocalinas el objetivo que se ha
perseguido es conocer en qué medida en dichas regiones existen secuencias complementarias
accesibles a hipotéticos miARNs conocidos, para asi tener una idea de la importancia que este tipo
de regulacion puede estar teniendo en ellas. Para la prediccion de dianas de miARNs en las UTRs 5
‘de lipocalinas hemos utilizando un algoritmo (PITA) que considera aspectos energéticos del
apareamiento entre un miARN y su diana, y atn habiendo aplicando un criterio restrictivo en el
valor del balance energético de este apareamiento (ddG < - 10 Kcal/mol), son predichas un namero
considerable de dichas dianas en las UTRs 5°de las lipocalinas. Incluso aplicando un segundo filtro
a estos datos obtenidos (ddG< -10 y dGopen > -10 Kcal/mol), que indicaria apareamientos
(miARN-diana) altamente accesibles, se siguen obteniendo un numero de dianas de miARN
considerable. El nimero de dianas predichas es, por lo general, mayor en las lipocalinas que
muestran mayor diversidad en su UTR 5, necesitadas hipotéticamente de mayor regulacion, en
comparacion con las que muestran escasa o nula variabilidad en dicha region. Asi mismo, como
cabria esperar, se encuentran diferencias en el numero y tipo de dianas de miARN entre las UTR 5
"alternativas de una misma lipocalina, aunque en algunos casos dichas variantes presenten dianas

comunes.

Si a las circunstancias anteriores afadimos el hecho de que el nimero de dianas de miARN no
muestre una correlacion significativa con la longitud de las UTRs 5'ni con la MFE de las mismas,
encontramos un respaldo a la hipotesis de que estas dianas tengan realmente una funcion regulatoria
de la expresion génica de las lipocalinas donde son predichas. La importancia que puedan tener las
dianas de miARN en el papel regulatorio de las UTRs 5’serd mejor ponderada cuando sean
comparadas con los resultados obtenidos para las UTRs 3’, aspecto que se trata en el siguiente

capitulo.

Un numero importante de UTRs 5°de lipocalinas presentan uAUGs, que en numerosos casos dan
lugar a uORFs, existiendo con frecuencia varios de ellos en una misma UTR 5. Esto ocurre en un
mayor nimero de casos en lipocalinas humanas al comparar con las de raton. También claramente

esto es mas frecuente entre las lipocalinas que presentan mayor diversidad en su UTR 5°.



Si bien cualquier uORF es de forma potencial capaz de inhibir la sintesis de proteina, en conjunto
los uORFs presentes en las UTRs 5°de las lipocalinas, presentan unas caracteristicas (entre otras:
longitud, el n° de uORFs y su posicion en la UTR 5") compatibles con un efecto inhibidor de la
traduccion importante. Si a este hecho unimos que hemos podido poner de manifiesto la existencia
de uORFs ortdlogos, al menos en algunas lipocalinas, podemos concluir que los uORFs existentes
en las UTRs 5" de lipocalinas de mamiferos son buenos candidatos a ejercer un papel regulador
manteniendo bajos los niveles de la proteina correspondiente. Las diferencias encontradas entre
UTRs 5 alternativas de una misma lipocalina, respecto al nimero y tipo de uORFs, nos sugiere que

esta teniendo lugar en ellas un ajuste fino de la traduccion.

Se ha encontrado que existe un importante numero de uORFs conservados en mamiferos. La
existencia de una proporcion de uORFs no conservados puede estar indicindonos un papel
regulador especifico, de los mismos, en diferentes 6rdenes de mamiferos. Las mayores diferencias
encontradas entre raton y otros mamiferos, respecto a la conservacion de estos elementos, podrian
indicarnos necesidades de regulacion especificas del taxon de roedores. En este mismo sentido
observamos como en Ptgds humana (tabla 18) sélo se encuentran indicios de uUORFs ortdlogos entre
primates. Esto reforzaria la idea sugerida de necesidades de regulacion comunes a todos los

mamiferos, frente a otras especificas, propias de los diferentes 6érdenes.

En los casos en que los uORFs ortdlogos muestran buena conservacion entre sus secuencias y que
ademds se muestran evidencias de que ha actuado una seleccion positiva en ellos, esto ha de
interpretarse como una prueba de que los péptidos resultantes pueden tener un papel bioactivo. En
nuestro estudio se ha encontrado evidencias de esta situacion especialmente en uno de los uORFs
existente en la UTR 5°de Apo-D(a) humana. Por ello hemos de considerar la posibilidad de que este
péptido tenga un papel bioactivo, que estableceria otro mecanismo adicional de regulacion de la

traduccion de dicha lipocalina.

Es conocido que en presencia de codones de terminacién prematuros seguidos de intrones tiene
lugar el mecanismo de degradacion de ARNm conocido como NMD. Dado que, las UTRs 5’de las
lipocalinas donde aparecen en mayor frecuencia los uORFs, son el resultado del splicing y
transcripcion alternativa de varios exones, ofrecen la situacion tipica para que pueda darse este
mecanismo de NMD [21, 26]. Si bien es sabido que no siempre que se dan estas circunstancias se
activa dicho mecanismo NMD, debido a la entrada en juego de otros factores [27]. Por ello

podemos ver en la diversidad de uORFs (en cuanto a niumero, tamafio y localizacion) presentes en



estas lipocalinas una oportunidad para que se establezca cierta regulacion mediante la activacion o
no de este mecanismo de NMD. Respecto a esto podemos hacer especial hincapié nuevamente en
las diferencias, respecto a los uORFs y composicion de exones, entre las UTRs 5alternativas de

una misma lipocalina.

Podemos concluir esta discusion diciendo que las UTRs 5°de lipocalinas, especialmente las que
presentan mayor numero de formas alternativas en dichas regiones (que son las lipocalinas mas
ancestrales), parecen estar fuertemente reguladas mediante la presencia de diversos elementos y
que esto responderia a las necesidades de un ajuste fino de su expresion génica en diferentes tejidos

o en diferentes condiciones fisiologicas de cada uno de ellos.
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PAPEL REGULADOR DE LAS UTRs 3’ DE LIPOCALINAS
DE MAMIFEROS



1. - Objetivos

Los objetivos de este capitulo son los mismos que los expuestos para las UTRs 5°.

2. - Métodos

2.1.- Clasificacion de las UTRs 3’de lipocalinas en funcion de la poliadenilacion

Para realizar esta clasificacion se determiné, utilizando patrones de busqueda mediante “dreg” de
EMBOSS, la presencia de las sefiales de poliadenilacion (PAS) en las diferentes UTRs 3, tanto la
sefial canonica “AAUAAA”, como la senal alternativa “AUUAAA” y otra serie de senales
alternativas menos frecuentes ( AGUAAA, UAUAAA, etc), segun las evidencias existentes [12].
Se anot6 ademas la posicidon que estas sefales ocupan en la UTR, estableciéndose en base a esta la
siguiente clasificacion de las PAS: ferminal (Gltimos 50 nucleodtidos de la UTR 3), intermedia (en

posicion central de la UTR) o proximal (desde la mitad de la UTR hacia codon de STOP).

Con estas variables (PAS canoénica o alternativa y posicién que ocupa en la UTR 37), y segln las
evidencias de como influyen estos factores en la eficiencia de la poliadenilacion [12], se establecio
una escala relativa de dicha eficiencia: ME (muy eficiente), E (eficiente), PE (poco eficiente). Este
enfoque, aunque supone una simplificacion, nos permite utilizar una escala relativa de comparacion,
con cierta objetividad, de las eficiencias de la poliadenilacion entre las UTRs 3 alternativas de cada
lipocalina o entre UTRs 3°de diferentes lipocalinas. La tabla de decision elaborada (tabla 1) para

establecer la escala de eficiencia se muestra en los resultados.

2.2.- Busqueda de motivos validados, en las UTRs 3°

Se utiliz6 el mismo procedimiento que para las UTRs 5°. Ver métodos del capitulo IV

2.3.- Identificacion de dianas de miARN

Se utiliz6 el mismo procedimiento que para las UTRs 5°. Ver métodos del capitulo IV.



2.4.- Determinacion de oligonucledtidos sobrerrepresentados

Se utilizdo el mismo procedimiento que para las UTRs 5°. Ver métodos del capitulo. La unica
excepcion es que el modelo de fondo elegido en este caso fue la composicion de nucledtidos de las
propias secuencias UTRs 3’de las lipocalinas y no las regiones corriente arriba de los genes, por
motivos evidentes. Dentro de esta opcion se selecciond6 un modelo de Markow de orden 2, de
manera que sea tenida en cuenta la dependencia de orden superior (subpalabras dentro de palabras

mayores) entre residuos vecinos.

3. - Resultados

3.1.- Regulacion de la poliadenilacion, primera aproximacion a la clasificacion de las

UTRs 3’de lipocalinas

La region UTR 3" de los ARNm se encuentra implicada en numerosos procesos que pueden afectar
ala regulacion de la expresion génica. Entre estos procesos destacan: el lugar de corte del transcrito
en su region 3" y su posterior poliadenilacion, la presencia de dianas de miARN, la presencia de
ciertos elementos de regulacion como elementos ricos en “AU” (AREs) o diversos motivos

estructurales que sirven de sitios de unidn a proteinas reguladoras.

Uno de los mecanismos mas conocidos de regulacion en la region UTR 3’es la poliadenilacion. Este
proceso es fundamental para permitir la adecuada exportacion del ARNm del nucleo al citoplasma,
asi como para dar estabilidad al ARNm, favoreciendo su traduccion de forma eficiente. Es bien
conocido que la poliadenilaciéon viene determinada por sefales de poliadenilacion (PAS) en la
region UTR 3’. La sefial de poliadenilacion mas frecuente (sefal canonica) es “AAUAAA”,
localizada a 10-30 nucleotidos al 5°del sitio de corte y posteriormente se encuentra una secuencia
rica en G/U a unos 20-30 nucleotidos al 3 del lugar de corte [1]. Los dos complejos multiméricos, el
de poliadenilacion (que se une a la PAS) y el de corte (que se une a la senal rica en G/U) son

necesarios simultineamente para que ambos procesos ocurran adecuadamente.



La presencia de sefiales de poliadenilacion alternativas es un fendmeno extendido en eucariotas [2],
y debido a la relacién entre el corte y la poliadenilacion, suponen una oportunidad para generar
ARNms con UTRs 3" de diferentes longitudes. Dado que las regiones UTRs 3’son una fuente de
sefiales regulatorias, como pueden ser las dianas de miARN, las diferentes UTRs 3 generadas son

una oportunidad de ejercer una diferente regulacion post-trancsripcional.

Alternativamente a la PAS candnica “AAUAAA” y en menor frecuencia se da la sefial “AUUAAA”
[I1]. Se ha determinado, mas recientemente, que pueden existir al menos otras 10 posibles
variaciones de la sefnal de poliadenilacion, todas ellas de menor frecuencia que la sefial alternativa
“AUUAAA” [12]. En este ultimo estudio mencionado [12], con una muestra de mas de 5000
ARNms, se determind que la PAS que da lugar a una poliadenilacion mds eficiente es la sefial
canonica (AAUAAA), mientras que cualquiera de las otras sefiales no candnicas muestran una
poliadenilacion menos eficaz. En los casos en que existen PAS alternativas, las mas distales (en
direccion 37) son preferentemente la sefial candnica, mientras que las proximales (en direccion 57)
son preferentemente sefiales alternativas. También se determino, en el mismo estudio el efecto de la
posicion de la sefial de poliadenilacion (en caso de PAS alternativas) sobre la eficiencia de la
poliadenilacion. Se observd que las posiciones mas terminales (extremo 3’de UTR 37) de la senal
PAS tienen un efecto positivo en la eficiencia de la poliadenilacion, siempre manteniéndose la

superioridad de la sefial candnica frente al resto de las sefiales alternativas, para una posicion dada.

Como primera aproximacion al papel que desempenan las UTRs 3de las lipocalinas se procedio a
analizar las PAS que estas presentan y a establecer una clasificacion de la eficiencia de las mismas
en la poliadenilacion, usando la informacion de las evidencias mencionada anteriormente, vy

elaborando con ellas una “tabla de decision” (ver métodos) que se muestra en la tabla 1.

Los resultados de aplicar esta tabla de decision a las UTRs 3 de las lipocalinas se muestran en las

tablas 2 y 3.



Tipo de sefial Posicion en UTR 3 Eficiencia relativa de

poliadenilacion poliadenilacion
Terminal (Gltimos 50 nt) Muy Eficiente: ME

Canodnica “AAUAAA” Intermedia Eficiente: E
Proximal (cercana al codon de Poco eficiente: PE

stop)
Terminal (Gltimos 50 nt) Eficiente: E
No canénica “AUUAAA”
u otras minoritarias

Intermedia o Proximal Poco Eficiente: PE

Tabla 1. Tabla de decision sobre la eficiencia de la poliadenilacion de la UTR 3. Elaborada
sintetizando los datos del estudio sobre la eficiencia de dicho proceso [12].

Observamos en las tablas 2 y 3 que, en las lipocalinas en las que las UTRs 3" son de cierta longitud
(generalmente > 200 nt), aparecen varias sefiales de poliadenilacion, que mostrarian algunas
diferencias en la eficiencia de la poliadenilacion (segin los criterios establecidos en la tabla de
decision, ver tabla 1). Cuando se han detectado varias PAS en una misma UTR 3°, se ha indicado
en negrita (ver tablas 2 y 3) cual es la eficiencia de poliadenilacion esperada, suponiendo que ha
sido utilizada la sefial mas al extremo 3°de dicha UTR. En los casos en que puede haber duda

debido a varias PAS proximas no se ha resaltado ninguna de ellas.

En los casos en los que se puede interpretar que una UTR 3 alternativa ha sido originada por corte
alternativo de otra variante de mayor longitud, se ha indicado entre paréntesis la eficiencia de
poliadenilacién en el contexto de la de mayor longitud. En los casos de Ptgds humana y raton y
Len2 humana no puede interpretarse que las UTRs 3 alternativas se originen por cortes

alternativos, sino que se han utilizando ciertos exones de forma alternativa en cada una de ellas. Por



ello en estos casos se ha tomado el contexto de cada alternativa para determinar la eficiencia de la

poliadenilacion.

De forma general en las lipocalinas con UTRs 3" mas cortas cortas (generalmente < 200 nt) y que
no muestran alternativas conocidas, estas poseen una sola PAS que presentan caracteristicas (tipo de
PAS y posicion en UTR 37), que nos permite presuponer que determinan una traduccion muy

eficiente o eficiente.

Lipocalina Long UTR3" Posicion PAS Tipo PAS Eficiencia Poliaden
3utr_apod_a,b,c_hum 198 153 C ME
‘o 198 68 NC* PE
3utr PTGDS_c_hum 214 191 C ME
3utr_ PTGDS_g_hum 178 159 C ME
3utr_PTGDS_j_hum 639 142 C PE
“ o 639 510 NC* PE
‘o 639 621 NC* E
3utr_rbp4_b_hum 388 211 NC PE
.o 388 360 NC E
.o 388 112 NC* PE
.o 388 130 NC* PE
3utr_rbp4_c_hum 186 112 NC* -
186 130 NC* (PE)
3utr_apom_d,e_hum 121 97 C ME
3utr_LCN1_b,h_hum 185 166 NC* E
3utr_ LCN2_b_hum 153 130 (¢} ME
3utr_LCN2_b(2) hum 334 315 C ME
3utr_LCN8 e _hum 112 95 C ME
3utr_LCN12_c,c(2)_hum 103 78 C ME
3utr_OBP2A_b_hum 133 114 C ME
3utr_C8G_a_hum 193 175 NC E
3utr ORM2_b_hum 122 94 C ME

Tabla 2. Clasificacion de las UTR 3’de las lipocalinas humanas en funcion del tipo de PAS y
de la posicion que ocupan dentro del UTR 3’. ”C”: sefial poliadenilacién canodnica; NC: sefial
no canodnica frecuente; ‘“NC*”: otras seflales no candnicas poco frecuentes. “ME:
poliadenilacion muy eficiente; “E”: poliadenilacién eficiente; “PE”: poliadenilacion poco
eficiente.



3utr_apod_a,b,d,_mouse

3utr_apod_c_mouse

3utr_rbp4_c_mouse 128 114 NC (PE)
3utr_rbp4_a,d_mouse 252 114 NC PE
‘o 252 225 NC E

Sutr VEGP1 rat_a 164 146 NC* E

3utr_LCN8_a_mouse 107 85 C ME

3utr_LCN13_a_mouse 164 145 (0] ME

3utr ORM2_a_mouse 113 84 C ME

Tabla 3. Clasificacion de las UTR 3’de las lipocalinas de raton en funcion del tipo de PAS y de la
posicion que ocupan dentro del UTR 3°.”’C”: sefial poliadenilacion canonica; NC: sefial no canénica
frecuente; “NC*”: otras sefiales no canonicas poco frecuentes. “ME: poliadenilacion muy
eficiente; “E”: poliadenilacion eficiente; “PE”: poliadenilacion poco eficiente.

3.2.- Busqueda de motivos validados. en las secuencias de UTRs 3°.

Para la busqueda de posibles motivos reguladores en la region UTR 3" de las lipocalinas humanas y

de raton se sometieron dichas regiones a un analisis mediante la herramienta UTRscan. El resultado



de este analisis se muestra en la tabla 4.

En dicha tabla se muestra las sefiales de poliadenilacion detectadas por el algoritmo UTRscan en las
UTRs 3’de lipocalinas. En la tabla se muestran a modo de ejemplo tres de ellas, aunque fueron
detectadas PAS en todas las UTRs 3’de lipocalinas humanas y de raton. En estos ejemplos
observamos diferentes PAS: la canénica “AAUAAA”, la no candnica y segunda en importancia
“AUUAAA” y otra alternativa menos frecuente como “CAUAAA”. Detrds de cada PAS se
encuentra una secuencia rica en “GU”, necesaria para el correcto procesado de corte y
poliadenilacion. Estos resultados confirman en una gran proporcion las PAS detectadas mediante el
uso del algoritmo de patrones “dreg” (EMBOSS), que fue el método utilizado en el apartado
anterior, para poder detectar todas las posibles PAS alternativas y donde ya se tratd6 mas en

profundidad este asunto.

UTRs 3’ MOTIVO POSICION SECUENCIA
3utr_ Apod_a/b/d_ratén PAS [191,214] AAUAAAcuccggaagcaagucagu
3utr Rbp4 b _hum PAS [360,388] | AUUAAAuacuggcuucucccaacuuc
cug

3utr LCN1_h hum PAS [166,185] CAUAAA gagcuucagcaguu
[255,259] AUAGU

3utr Apod c raton MBE [301,305] GUAGU
[1102,1106] AUAGU

3utr Rbp4 d raton MBE [74,80] GUUUAGU
[234,238] AUAGU

3utr Apom_a hum MBE [554,558] GUAGU
[914,918] GUAGU

3utr Rbp4 b _hum K-BOX [234,241] CUGUGAUU

Tabla 4. Motivos predichos por UTRscan en las UTRs 3'de lipocalinas humanas y de raton

Un segundo motivo encontrado por UTRscan es el motivo MBE (Musashi binding element). Dicho
motivo inicialmente identificado en Xenopus [3] ha sido identificado posteriormente en otros

vertebrados. En mamiferos ha sido identificado en células madre del sistema nervioso [4]. En estas



células ciertos ARNm presentan varias repeticiones en tandem de la siguiente secuencia de
consenso “(G/A)U(n)AGU (n =1 to 3)” y asi puede producirse la unién de la proteina “Msi-17, la

cual ejerce un efecto negativo sobre la traduccion de los mismos.

Este motivo MBE es predicho en las UTRs 3’de cinco lipocalinas, en la tabla 4 se muestran las tres
que presentan repetida la secuencia consenso, si bien en ninguna de ellas se da la repeticion en

tandem que parece necesaria.

Por otra parte en los ARNm donde se ha comprobado la funcionalidad de dicha secuencia, ésta
aparece situada en el bucle de estructuras en horquilla tipicas [4], de forma que queda muy
accesible a la proteina de unién “Msi-1". Se obtuvieron las estructuras secundarias (MFE) de las
UTRs 3’de lipocalinas, donde es predicho el motivo MBE, y en ningin caso se encontrd que la
secuencia consenso estuviese situada, de forma nitida, en el bucle de estructuras en horquilla,
como seria de esperar de ser funcional. En las figuras 1 y 2 se muestran ejemplos de las estructuras

2D de las UTR 3’de lipocalinas que contienen al motivo aludido.

Figura 1. Estructura 2D MFE de la UTR 3’ apod c¢_raton predicha por
RNAfold. En rojo se indica la posicion del motivo MBE dentro de esta
estructura. So6lo se muestra la region donde aparece el motivo.



2O

Figura 2. Estructura 2D (MFE) de la UTR 3’ rbp4 d raton
predicha por RNAfold. En rojo se indica la posicion del motivo
MBE dentro de esta estructura. Solo se muestra la region donde
aparece el motivo.

Por ltimo un tercer motivo predicho por UTRscan en la UTR 3'de Rbp4 b _humana es el motivo
K-BOX. No parece esta una prediccion correcta ya que el motivo funcional esta formado por una o
mas copias de la secuencia “UGUGAU” que aparece, junto con otros motivos (Brd-box y GY-box),
en las UTRs 3'de ciertos genes de Drosophila [5]. Este motivo parece implicar la formacion de un
duplex de ARN que contiene una secuencia complementaria a ciertos miARN, mediando asi en una

regulacion pos-transcripcional negativa.

3.3.- Oligonucledtidos sobrerrepresentados

Como ya se comentd en el capitulo de las UTRs 5’el andlisis de los oligonucleétidos
sobrerrepresentados es una manera de encontrar posibles motivos implicados en alguna funcion
reguladora. Para detectar oligonucledtidos sobrerrepresentados, en el conjunto de las UTRs 3’de

lipocalinas, se procedio con el mismo algoritmo y método que para las UTRs 5’(ver métodos).

Los resultados muestran que hay un determinado nimero de oligonucledtidos sobrerrepresentados

en ambas especies (ver tablas 5 y 6) alcanzando algunos de ellos elevados indices de significacion.



Oligo Observado Esperado Ind. Signific.
AAUAAA 8 0.1 9.48
AUAAAG 6 0.17 4.24
UAAAGA 6 0.23 3.44
AUAAAC 4 0.15 1.42
AGAUAA 4 0.18 1.13
CAUAAA 4 0.22 0.8
AAAUAA 3 0.1 0.56
AUUAAA 3 0.1 0.48
UAAACU 4 0.28 0.39

AUAAAGA 5 0.03 5.93
AAUAAAC 4 0.03 4.06
AAAUAAA 3 0.02 2.49
AAUAAAG 3 0.03 1.77
AUAAACU 3 0.04 1.47
CAUAAAG 3 0.08 0.69
UAAAGAG 3 0.08 0.61
UAUUAAA 2 0.01 0.59
UUAUUAA 2 0.01 0.54
CCAUAAA 3 0.09 0.51
AUUAAAU 2 0.02 0.37
GCACACA 5 0.5 0.28
GAAUAAA 2 0.02 0.07
o (ligony |
AAUAAACU 3 0.01 3.53
CAUAAAGA 3 0.02 2.69
UAAAGAGC 3 0.02 2.05
UAUUAAAU 2 0 2.03
UUAUUAAA 2 0 1.86
UAAAGAUA 2 0 1.48
AAGAUAAU 2 0.01 1.25
AUAAAGAU 2 0.01 1.25
AAAUAAAC 2 0.01 1.24
AAUAAAGA 2 0.01 1.1
AUGUCUGU 3 0.05 1.07
UGAAUAAA 2 0.01 0.98
Cccuaccece 8 1.21 0.84
GUCAGUGA 3 0.07 0.64
AUAAAGAG 2 0.01 0.6
CUGAAUAA 2 0.02 0.27
UCUCAGCC 4 0.27 0.19
AGAGCUUC 3 0.1 0.19
CcuaGcccece 7 1.21 0.01

Tabla 5. Oligonucleétidos sobrerrepresentados,
de tamafio 6, 7 y 8 nt, en las UTRs 3'de
lipocalinas humanas.



Oligo Observado Esperado  Ind. Signific.
AAUAAA 7 0.61 2.18
UAUAGU 4 0.26 0.55
AUUAAA 5 0.57 0.23
UAAACA 5 0.63 0.05

GUUUGUU 5 0.23 1.99
UAAACAU 4 0.13 1.6
UUUGUUU 5 0.32 1.27
UAAUAAA 3 0.1 0.43
UGUUUGU 4 0.26 0.39
AUUAAAC 3 0.12 0.23
UUGUUUG 4 0.31 0.11
GUUUGUUU 5 0.06 4.64
UGUUUGUU 4 0.07 2.48
UUGUUUGU 4 0.07 2.48
UUUGUUUG 4 0.09 22
CGGCAGAU 2 0.01 0.68
GCCCUGGC 3 0.09 0.54
GCCUCUGC 3 0.1 0.36
AUAAUAAA 2 0.02 0.31
ACGCCUCU 2 0.02 0.25
uuGuUUCUU 3 0.11 0.23
UGUUCUUU 3 0.11 0.23
UCUGGAGG 3 0.12 0.18

Tabla 6. Oligonucleotidos sobrerrepresentados, de
tamafio 6, 7 y 8 nt, en las UTRs 3’de lipocalinas de
raton.

Observamos, que tanto en humano como en raton, aparecen entre los 6ligos mas significativos de 6
nucleotidos los motivos “AAUAAA” Y “AUUAAA”, que se corresponden con las sefiales de
poliadenilacion (PAS) mas frecuentes. Un gran porcentaje de los 6ligos de tamafios mayores (7 y 8
nucledtidos) sobrerrepresentados son 6ligos que incluyen o se solapan con los mencionados motivos

de poliadenilacion.

Como se observa en la tabla 7 el grado de significacion de los motivos que contienen a
“AAUAAA” en las UTRs 3’de lipocalinas humanas disminuye cuanto mayor es el tamafio del
oligonucleotido, confirmando que la auténtica sefal pertenece al 6ligo de 6 nucledtidos que se

corresponde con dicha PAS candnica. Para raton los resultados son semejantes.



AAUAAA 6 9,48
AAUAAAC 7 4,06
AAUAAAU 7 3,53

AAAUAAAC 8 1,24

Tabla 7. Motivos relacionados con la sefial de poliadenilacién “candnica” y su
nivel de significacion. En UTRs 3°de lipocalinas humanas

Respecto a la secuencia PAS no candnica “AUUAAA” no observamos, en humano, que haya
disminucion de la significacion conforme aumenta el tamaino del 6ligo que la contiene o solapa con
ella, mas bien lo contrario (ver tabla 8). En ratoén sin embargo tiene la misma significacion el 6ligo

de 6 y de 7 nt, no siendo significativo ningun 6ligo de 8 que la contenga (ver tabla 6).

AUUAAA 6 0,48
UAUUAAA 7 0,59
UUAUUAAA 7 0,54
UAUUAAAU 8 2,03

Tabla 8. Motivos relacionados con la sefial de poliadenilacién “no candnica”,
mas frecuente, y su nivel de significacion. En UTRs 3’de lipocalinas humanas

La explicacion que podemos dar a este hecho es que esta PAS no candnica, que es utilizada con
menor frecuencia en las UTRs 3°, debe ser una sefial mas débil, pudiendo ser esta la causa de los

efectos observados en el indice de significacion.

Respecto al resto de 6ligos, no relacionados con las sefnales de poliadenilacion, cabe destacar el
6ligo “CCCUGCCC” en humano, que aparece en las UTRs 3’de cinco lipocalinas diferentes. La
busqueda de este motivo en TargetScan (version 5.2) lo clasifica como diana de un miARN

desconocido pero conservado en las UTRs 3" ortologas de 393 genes humanos.

En el caso de raton observamos en la tabla 6 que aparecen 6ligos de tamafio 7 y 8 ricos en GU

(GUUUGUUU vy otros semejantes). Tras analizar las secuencias de UTRs 3’de raton se comprobo



que estan todos relacionados con una secuencia repetitiva (TTTG)n existente en Apo-D-c de raton.

3.4.- Dianas de micro ARN en las UTRs 3’de lipocalinas
La regioén donde las dianas de miARN aparecen de forma preferente es la region UTR 3°[17], por

ello el determinar la presencia de estos elementos en dicha regién es un aspecto clave para

determinar la regulacion que esta ejerce sobre la expresion génica de las lipocalinas.

Tras proceder con el mismo algoritmo y método que en el caso de las UTRs 5°de lipocalinas (ver

métodos) se obtuvieron los resultados que se muestran en las tablas 9 y 10.

ApoD-Humana

Rbp4-Humano

Lcen2-Humano

Lenl12-Humano

Tabla 9. Dianas de miARN predichas por el algoritmo PITA (Segal lab) en las UTRs 3'de
lipocalinas humanas



ApoD-Ratén

Rbp4-Raton

Lcnl-Raton

Lcn8-Raton

Obp-2A-Ratén a 10 6

C8G-Raton c 2 0

Tabla 10. Dianas de miARN predichas por el algoritmo PITA (Segal lab) en las UTRs 3’de lipocalinas de
raton



La comparacion de los resultados obtenidos para las UTRs 3’, con los obtenidos para las UTRs 5’
(ver tablas 9 y 10 de capitulo x), nos muestra que, para raton, hay un mayor nimero de lipocalinas
que muestran dianas en su UTR 3’que en su UTR 5 “ (11 frente a 5). Mientras que para humano el
nimero de lipocalinas que presentan dianas de miARN es aproximadamente el mismo en ambas

UTRs.

Por otra parte, en el conjunto de los datos, las dianas de miARN se muestran mas abundantes en las
UTRs 3'que en las 5°. Este hecho se hace mas evidente si calculamos el nimero de dianas por cada
1000 nucleétidos de “secuencia total acumulada” de cada region UTR de las lipocalinas (se
contabilizaron solo las dianas muy accesibles). Este valor es de 5,12 en las UTRs 5" de humano y
9,7 para raton, siendo para las UTRs 3" de 68,4 y 13,6 respectivamente. Por lo que las dianas de
miARN son, especialmente en humano, nitidamente mds frecuentes en las UTRs 3" que en las

UTRs 5.

Curiosamente se encontraron muy escasas coincidencias entre las dianas de humano y ratén, solo 6
dianas, de entre todas las dianas (mas accesibles) que muestran en sus UTRs 3" el conjunto de las

lipocalinas en estas dos especies.

Observamos, que al igual que ocurria en las UTRs 5, en las UTRs 3’que presentan formas
alternativas, estas muestran un numero diferente de dianas (bien en ambas clases de dianas:
accesible y muy accesibles o al menos en las accesibles (ver tablas 9 y 10), dandose varios casos
donde una UTR 3’alternativa presenta varias dianas muy accesibles y la otra ninguna. En el tnico
caso donde hay posibilidades de comparar si existen dianas comunes, de entre las mas accesibles,
entre diferentes alternativas se reduce a Apo-D de ratéon (ver tabla 10 ), y no se encontré ninguna

coincidencia.

3.4.1.- Realidad biolégica de las dianas de miARNSs en las UTRs 3’de lipocalinas

Ya se ha comentado previamente, al analizar las UTRs 5” (ver capitulo 1V), la influencia que la
longitud de la UTR y su MFE podrian tener en la probabilidad de aparicion de dianas de miARN en
estas regiones, si las mismas fuesen falsos positivos. Para comprobar en qué medida estos
parametros influyen en las diferencias encontradas en el numero de dianas de miARN en las UTRs

3", se procedi6 al igual que con las UTRs 5" (ver métodos), al calculo de la correlacion entre



dichas variables.
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Figura 3. Relacion entre el niimero de
dianas de miARN encontradas y la
longitud de la UTR 3. En rojo linea de
regresion, en azul intervalo del 95%
confianza

En las figuras 3 y 4 parece observarse una cierta correlacion entre la longitud y la MFE de las UTRs

3’ frente al numero de dianas de miARN encontradas, pero estas no son significativas (para

n? dianas midRM

0 40 20 120 160 200 240 280 320 380
MFE UTR 3°

Figura 4. Relacion entre el namero de
dianas de miIARN encontradas y la MFE
(Kcal/mol) de la UTR 3’. En rojo linea de
regresion, en azul intervalo del 95%
confianza Se han representado los valores
de MFE en valor absoluto.

longitud r = 0.233; P=0.262 y para MFE r = 0.299; P = 0,154).

Otra forma de testar la realidad bioldgica de la dianas de miARN es comprobar si las mismas se
corresponden con familias de miARNs que estan profusamente conservados entre los vertebrados, o
al menos conservados entre los mamiferos. Para ello se utilizo la base de datos TargetScan que
dispone de datos de conservacion de los miARN en las UTRs 3’de vertebrados. El cruce de los
datos de las dianas (mas accesibles) encontradas en las UTRs 3’de lipocalinas, con los disponibles
en esta base de datos, nos muestra que hay cierto nimero de dianas, ubicadas en diferentes UTRs 3

", que se corresponden con miARNs que muestran alto grado de conservacion (entre vertebrados) o

al menos conservacion entre mamiferos (ver tablas 11 y 12).



UTR 3’

ApoD_a_hum

Rbp4_b_hum

Len1_b_hum

Len2_b2 _hum
Len12_c_hum

Obp2a_b_hum

miARN

hsa-miR-185
hsa-miR-202
hsa-miR-125a-3p
hsa-miR-127-3p
hsa-miR-134
hsa-miR-146a
hsa-miR-185
hsa-miR-296-3p
hsa-miR-324-5p
hsa-miR-363
hsa-miR-24
hsa-miR-296-3p

hsa-miR-296-3p
hsa-miR-330-5p

hsa-miR-125a-3p

Conservacion

=S NN D a N

UTR 3’ miARN Conservacion
ApoD_a_ratén mmu-miR-383 2
ApoM_a_ratén mmu-miR-124 2
Len1_a_raton mmu-miR-296-3p 1
Lcn8_a_raton mmu-miR-503 2

mmu-miR-214 2

Ptgds_e_raton mmu-miR-202-3p 1
mmu-let-7b 2

mmu-miR-449a 2

Lcn12_a_raton mmu-miR-449b 2
mmu-miR-34a 2

Obp2a_a_raton  mmu-miR-125a-3p 1

Tabla 11. miARNs que presentan dianas en las
UTRs 3° de lipocalinas humanas y que se
encuentran  conservados. 2:  profusamente
conservados en vertebrados; 1: conservados en
mamiferos.

Tabla 12. miARNs que presentan dianas en las
UTRs 3’ de lipocalinas de raton y que se
encuentran  conservados. 2:  profusamente
conservados en vertebrados; 1: conservados en
mamiferos.

Observamos, en las tablas 11 y 12, que existe un numero semejante de lipocalinas humanas y de
raton que muestran en sus UTRs 3’dianas que se corresponden con miARNs conservados,

destacando Lcn12 de raton y Rbp4 de humano en el nimero de ellas, especialmente esta Gltima.

La proporcion de dianas que se corresponden con miARNs conservados es mayor en raton, donde
se conservan un promedio del 40% de las dianas encontradas, mientras que en humano es del 12 % .
Ademas las dianas que se encuentran mas profusamente conservadas ( indicadas con 2 en las tablas

11 y 12) son mas abundantes en raton que en humano.

Existen 2 miARNSs (se muestran coloreados en tablas 11 y 12) que presentan dianas comunes en las
UTRs 3’de diferentes lipocalinas humanas y asi mismo estos dos miARNs presentan dianas en
algunas UTRs 3’de ratén, dandose el caso que una de ellas es compartida por la UTR 3" de las

lipocalinas ortdlogas de Obp2a humana y de raton.



4. - Discusion

Es conocido que las sefales de poliadenilacion (PAS) alternativas en eucariotas son un fenémeno
relativamente abundante [2]. En humanos ha podido estimarse que alrededor del 20% de los
ARNms poseen sefiales de poliadenilacion alternativa [12]. La presencia de estas sefiales
alternativas suponen un mecanismo de regulacion de la expresion génica importante, mediante la

modulacién del nivel de eficiencia de la poliadenilacion.

El anélisis de este fenomeno en las UTRs 3°de lipocalinas ha puesto de manifiesto que hay ciertas
lipocalinas que parecen recurrir a este mecanismo de regulacion. Ha podido detectarse la presencia
de potenciales PAS alternativas en las UTRs 3 de lipocalinas de cierta longitud (generalmente > 200
nt) especialmente en las lipocalinas mas ancestrales como Ptgds y Rbp4, en humano y ratéon, y
ApoD, solo en raton. La presencia de estas PAS alternativas al ser clasificadas, segin el
procedimiento citado en métodos, tienen como resultado que exista la posibilidad de distintas
eficiencias en la poliadenilacion. En estos casos (con la excepcion de Ptgds) se han encontrado que
junto a la UTR 3’ larga existe otra alternativa mas corta, que coincide con uno de los posibles cortes
asociados a una de las PAS alternativas, hecho que corrobora que en estas lipocalinas el uso

alternativo de PAS es una realidad biologica.

En las lipocalinas mas recientes, que presentan UTRs 3'mds cortas y sin formas alternativas
(excepto Lcn2), no se detectan PAS alternativas, presentando estas generalmente la sefial canonica y

pudiendo clasificarse como de poladenilacion muy eficiente o eficiente.

Tendriamos entonces por una parte lipocalinas evolutivamente mas antiguas con la posibilidad de
utilizar UTR 3 alternativos que permitirian, por la presencia de PAS alternativos, una regulacion de
la poliadenilacion y por tanto de la eficiencia de la traduccion, en funcidon de la mayor o menor
estabilidad del ARNm. Por otra parte las lipocalinas mas recientes, sin UTRs 3 alternativas y que
muestran en general una predisposicion a una poliadenilacion eficiente, darian lugar a una

traduccion eficaz y con menores posibilidades de regulacion.

Ademas de la regulacion que permite el uso de PAS alternativas, por lo comentado en el parrafo
anterior, la eleccion de una de estas sefiales tiene también efectos sobre la longitud de la UTR 3
"debido al corte asociado a la poliadenilacion. Es conocido que una mayor longitud de la UTR 3
‘tiene influencia sobre la presencia de sefales reguladoras, como pueden ser las dianas de miARN

[13 y 14]. Por ello las PAS alternativas permiten también, al producir cortes alternativos en el



procesado del ARNm, que se puedan ejercer diferentes regulaciones debido a la presencia-ausencia
de elementos como los miARN u otros elementos reguladores, consiguiéndose asi que pueda

llevarse a cabo un ajuste fino de la regulacion post-transcripcional segun las necesidades.

La busqueda de motivos validados en las UTRs 3’de lipocalinas, mediante UTRscan, ha supuesto
una corroboracion de la mayoria de las PAS identificadas previamente por un método diferente. Asi
mismo el estudio sobre oligonucleotidos sobrerrepresentados también ofrece resultados que apuntan
a que estas sefales (al menos las PAS canodnica y la sefial alternativa mas frecuente) tienen un

significado biologico.

El motivo MBE también ha sido detectado por UTRscan en las UTRs 3°de algunas lipocalinas, si
bien no muestra las caracteristicas que estan presentes en los motivos nativos. A pesar de esto, el
hecho de que se presente en las UTRs 3" cinco lipocalinas, mostrandose la secuencia consenso
repetida entre 2 y 3 veces en tres de ellas, son indicios que nos hacen pensar en que podrian tener
algtin papel regulatorio, si bien no exactamente igual que en el motivo original. En la misma linea el
estudio de sobrerrepresentacion de nucleotidos nos indica que un motivo diferente identificado en
cinco lipocalinas podria estar desempenando alguna funcion reguladora en las UTRs 3’de las
mismas. El andlisis mediante TargetScan clasifica a dicho motivo como posible diana de un miARN

desconocido, aunque no podemos descartar que sea un elemento regulador de diferente naturaleza.

El estudio realizado sobre la presencia de potenciales dianas de miARN en las UTRs 3’de
lipocalinas demuestra que, incluso aplicando criterios muy restrictivos en los requerimientos
energéticos de la interaccion miARN-diana, hay un numero considerable de lipocalinas que
presentan dichas dianas en sus UTRs 3’. El hecho esperable de que estas dianas se muestren mas
abundantes en las UTRs 3'que en las 5"y que las mismas se muestren también mas abundantes en
las UTRs 3’de lipocalinas mas ancestrales, que muestran signos de estar sometidas a mayor

regulacion, son indicios de que al menos parte de estas dianas pueden ser funcionales.

El hecho de que no haya una clara correlacion entre la longitud de la UTR 3’y el nimero de dianas
presentes es de dificil interpretacion en el caso de estas regiones. Hay evidencias de que las UTRs 3
"de mayor longitud suelen presentar mayor nimero de dianas de miARN frente a alternativas mas
cortas con menor numero de dianas o sin ellas [16]. El hecho de que en las lipocalinas solo algunas
(entre las mds ancestrales) muestren variabilidad en su UTR 3" mostrando formas cortas o largas,
podria explicar la falta de correlacién encontrada. Por otra parte esta falta de correlacion también

nos indica que no debe de haber un numero alto de falsos positivos en estas predicciones, ya que de



lo contrario la longitud si influiria en la probabilidad de aparicion de las mismas y apareceria una
clara correlacion positiva longitud-n® de dianas. Por lo tanto hemos de interpretar, que en las
lipocalinas, la presencia o no y el nimero de dianas de miARN obedece en gran medida a

diferentes necesidades de regulacion.

Se ha encontrado que la frecuencia de dianas de miARN muy accesibles alcanza valores mayores
en las UTRs 3’de lipocalinas humanas que en las de raton y por otra parte que la proporcion de
dianas que pertenecen a miARNs conservados es menor en humanos que en raton. Podemos
interpretar estos resultados como un indicio de diferentes necesidades de regulacion de la expresion
de lipocalinas en los diferentes taxones de mamiferos. Serian asi las lipocalinas de primates las que,
necesitadas de una mayor y mas especifica regulacion por estos elementos, habrian evolucionado en

el sentido de adquirir mayor cantidad de nuevas dianas en sus UTRs 3".

A modo de conclusion podemos decir que se han encontrado evidencias de que en ciertas
lipocalinas (tales como Ptgds, Rbp4 y ApoD) las UTRs 3’juegan un papel regulador mediante la
presencia de sefales de poliadenilacion alternativas, las cuales segiin como sean utilizadas, pueden
dar lugar a UTRs 3" con diferencias en la eficiencia de la poliadenilacion y por lo tanto en la
establididad del ARNm. Ademas el uso de diferntes PAS, al producir UTRs 3’de diferente longitud,
que determinan la presencia o ausencia de ciertos elementos, permiten que se produzca diferente
regulacion de la expresion génica. En este estudio ha podido corroborarse que hay diferencias entre
UTRs 3’alternativas en la presencia-ausencia de dianas de miARN o en diferente numero de ellas y

esto podria estar dando lugar a una expresion diferencial entre las mismas.

No podemos descartar una regulacion mediada por la presencia o no de circularizacion del ARNm,
que podria producirse o no en funcion del UTR 3 alternativo utilizado, el cual permitiria o no la
interaccion entre la UTR 3"y 5°. Esta circularizacion puede tener un efecto tanto inhibitorio como
potenciador de la traduccion [15]. Por otra parte también se ha comprobado que el uso de UTRs 3
"alternativas de diferente longitud puede dar lugar a una diferente localizacion de las proteinas
expresadas [16]. Todos estas consideraciones complican la interpretacion del posible papel que
cumple una determinada UTR 3’. Si bien lo que nos dejan ver los datos aqui considerados para las
UTR 3’de las lipocalinas mas ancestrales, es que se constata en ellas la presencia de UTRs 3’
alternativas con diferentes longitudes y propiedades, existiendo asi oportunidades para que se de en

ellas una regulacion mas compleja y diversa de la expresion génica.
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(VD)

ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LAS UTRS DE
LIPOCALINAS



1.- Objetivos

Los objetivos de este capitulo son los siguientes:

* En primer lugar caracterizar, con un enfoque general, el repertorio de estructuras
secundarias (2D) de las UTRs de las lipocalinas de mamiferos, mediante diversos analisis
bioinformaticos. Se pretende conocer asi la relevancia que dichas estructuras 2D tienen en la

funcion reguladora de estas regiones, en esta familia de proteinas.
* En segundo lugar, a una escala mas de detalle, utilizar la estrategia de buscar motivos 2D
locales conservados en las UTRs 5" y 3 ortologas de las lipocalinas, para asi determinar la

existencia de posibles elementos reguladores en las mismas. Una vez encontrados

someterlos a diversas pruebas de contraste que permitan respaldar su realidad biologica.

2.- Métodos

2.1.- Determinacion del repertorio de estructuras 2D de las UTRs 5 v 3°de las lipocalinas

Los modelos de prediccion de estructuras 2D de ARN suelen ofrecer la estructura con menor
energia libre de plegamiento (MFE) como la solucidon 6ptima. Pero es sobradamente conocido que
no siempre la estructura MFE es la que se corresponde con la estructura nativa [1 y 2]. Sin embargo
parece razonable que la estructura nativa debe encontrarse en un rango de energia suboptimo, no
muy alejado respecto a la MFE. Surge aqui un problema ya que el numero de estructuras
subdptimas posibles, aiin en un rango de energia reducido, crece exponencialmente con la longitud

de la secuencia de ARN.

Existen diferentes enfoques para abordar este problema complejo. Uno de ellos es elaborar una
clasificacion abstracta de las posibles estructuras que puede adquirir un determinado ARN,

obteniendo asi estructuras representativas de los diferentes conjuntos de estructuras que se pliegan



con ramificaciones o derivaciones parecidas. Se reduce asi enormemente el nimero de estructuras a
considerar. Esto puede realizarse mediante el algortimo RNAshape (http:/bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/rnashapes/) [2]. Como demuestran los autores, utilizando una amplia muestra de ARNs
estructurales, el numero de estructuras que habria que estudiar se reduce enormemente al utilizar
RNAshape, frente al conjunto total de estructuras posibles. El hecho de obtener un numero
reducido de estructuras alternativas con este algoritmo no parece que lleve a perder informacion
biologica relevante. Esto lo demuestra la constatacion de que las predicciones con RNAshape sobre
diferentes ARNs estructurales, cuyas estructuras nativas son conocidas, permiten obtener dichas
estructuras dentro de las formas suboOptimas proximas a la MFE (dentro de las 10 primeras

estructuras predichas en un rango de energia libre de 5 Kcal/mol o incluso menor) [2].

Para conocer en que medida la estructura 2D de las regiones UTRs 5°de lipocalinas es relevante se
procedio a estudiar el repertorio de plegamiento de estas secuencias para determinar si se ajusta a lo
esperado para ARNs estructurales. Se procedi6 a analizar las secuencias UTRs 5° con RNAshape
en un intervalo de energia de 5 Kcal/mol, tal como los autores de RN Ashape habian analizado una
muestra de ARNs estructurales de la base de datos Rfam (http:/rfam.xfam.org/) [3]. Una vez
calculado el nimero de estructuras alternativas para las UTRs 5’de cada lipocalina se agruparon los
datos con longitudes semejantes y se determino el numero promedio de dichas estructuras para cada
categoria de longitud. Se procedido igualmente con las secuencias UTRs 3’de lipocalinas.
Posteriormente se representd graficamente el numero promedio de estructuras alternativas
observadas en las UTRs 5" y 3’de lipocalinas, en funcion de su longitud, frente al numero de
estructuras esperadas para los ARNs estructurales (de la citada base de datos Rfam) de longitudes

equivalentes.

Para conocer la semejanza entre las estructuras alternativas del repertorio posible de cada UTR de
las lipocalinas (obtenidas con RNAshape) se utilizo el programa RNAforester (
http://bibiserv2.cebitec.uni-biclefeld.de/rnaforester) [4]. Esta herramienta obtiene alineamientos
multiples de estructuras 2D de ARNs mediante un algoritmo de programacién dinamica y basado en
un modelo de alineamiento progresivo en forma de arbol. Dicho algoritmo se muestra muy
eficiente en la comparacion e identificacion de elementos puramente estructurales [5]. De las
diversas opciones de salida del programa se utiliz6 PseudoViewer para comprobar visualmente las

estructuras que pueden considerarse semejantes.



2.2.- Identificacion de motivos estructurales 2D “ locales” de interés biologico en las UTRs 5’

y 3’de lipocalinas

Existen diferentes estrategias que pueden usarse para identificar nuevos candidatos a motivos
reguladores en ARNs. Una de ellas es la “estrategia basada en la secuencia”, dicha estrategia
consiste en obtener un alineamiento de las secuencias de nucledtidos candidatas para identificar
posibles motivos reguladores gracias a su grado de conservacion. Posteriormente se utiliza un
programa de plegamiento de ARN, para confirmar que dichas secuencias conservadas pueden
formar un motivo estructural comun. Esta estrategia falla si no se encuentran secuencias con el
suficiente grado de conservacion. Una estrategia alternativa es la “estrategia puramente estructural”,
que sin considerar el grado de conservacion que puede haber entre secuencias candidatas y
mediante diversos procedimientos, busca un consenso entre dichas secuencias que supuestamente

comparten algun o algunos motivos estructurales.

Para la identificacion de posibles motivos estructurales en las UTRs de lipocalinas se ha recurrido
como estrategia principal a una “estrategia puramente estructural”’. De forma complementaria para
los casos en que dicha estrategia ha dado resultados positivos se ha aplicado la “estrategia basada

en el alineamiento de las secuencias”’, a modo de contraste.

2.2.1.- Estrategia puramente estructural

Recientemente se han desarrollado, dentro de este tipo de estrategias, enfoques alternativos en la
busqueda de motivos estructurales reguladores en ARNs, como es el caso de los modelos SCFG
(Stochastic context-free grammars). una clase de modelos probabilisticos para predecir las
estructuras comunes a unas secuencias de ARNs dadas. El enfoque de estos modelos sustituye a las
consideraciones termodinamicas de la mayoria de herramientas de prediccion de motivos en ARN.
Un algoritmo de esta clase que se muestra muy eficiente y con tiempos de computacion reducidos
es Predict a Motif ( http.//genie.weizmann.ac.il/pubs/rnamotifs08/rnamotifs08_predict.html) [6]. Dicho
algoritmo toma una serie de secuencias de ARN, no alineadas, que supuestamente comparten un
motivo, con cierta estructura secundaria. El algoritmo primero identifica estructuras candidatas
especificas y relativamente cortas, presentes en el mayor numero posible de entre las secuencias
facilitadas, y estas son utilizadas luego como “semillas” para un modelo de inferencia

probabilistica que refina el motivo predicho usando estimaciones estadisticas.



Para llevar a cabo este andlisis se tomaron las secuencias de UTRs 5’ortdlogas previamente
identificadas (ver capitulo sobre conservacion), en las lipocalinas Apo-D, Rbp4, Ptgds y Apo-M,
para diferentes especies de mamiferos. Asi mismo se tomaron las secuencias de UTR 3" ortologas
de Apo-D de diferentes mamiferos, previamente identificadas. Los conjuntos de secuencias
ortdlogas fueron analizados con Predict a Motif, y de los resultados obtenidos se seleccionaron los
motivos estructurales que poseian mayor puntuacion y que eran compartidos al menos entre tres
especies de mamiferos. Posteriormente, de entre todos ellos, se eligieron los motivos que pudieron
identificarse en las estructuras globales MFE o suboptimas de las UTRs 5" y 3’de las lipocalinas
citadas, que habian sido obtenidas previamente con RNAshape. Este ltimo criterio se aplico ya
que, de no estar presentes, es probable que estos motivos no lleguen a formarse en la estructura

funcional.

2.2.2.- Estrategia basada en alineamiento de secuencias

1. Se recurri6 para este andlisis al algoritmo RNAalifold [7]. Este algoritmo toma un
alineamiento de ciertas secuencias relacionadas y a partir de este calcula una estructura

consenso de minima energia para ellas.

2.3.- Disefio de “patrones de busqueda” de los motivos 2D identificados en las UTRs 5° de

lipocalinas v aplicacion sobre bases de datos de secuencias UTRs 5°de mamiferos

La estrategia elegida para esta tarea ha sido el disefio grafico de los motivos 2D y la posterior
conversion de estos en patrones de busqueda mediante algoritmos tipo ADP (Algebraic Dynamic
Programming ), que posteriormente se han aplicado a una muestra de 3000 secuencias de UTRs 5
‘de mamiferos, obtenida de forma aleatoria, de la base de datos UTRdbase [8]. Asi mismo se
obtuvo una muestra de secuencias aleatorias, mediante Shuffleseq de EMBOSS [9], del mismo
tamafio, a partir de la muestra de secuencias de UTRs 5°de mamiferos, para ser utilizada como

control.

Para realizar este andlisis se ha utilizado el programa Locomotif ( http:/bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/locomotif/) [10]. Dicha herramienta permite un disefio grafico de las estructuras
deseadas, permitiendo realizar multiples especificaciones en las mismas. Posteriormente permite
convertir este disefio en un patrén de busqueda mediante ADP, que es traducido posteriormente a

lenguaje XML , el cual puede hacerse correr “via web” sobre la base de datos de secuencias



deseada. Los detalles de los disefios graficos de los diferentes motivos y de las especificaciones de

busqueda de los mismos se muestran en el apartado de resultados correspondiente.

2.4.- Calculo de la “robustez estructural” de los motivos 2D identificados en las UTRs 5'de

lipocalinas

Para el calculo de esta propiedad se utilizo el procedimiento que se detalla a continuacion.

Se eligio la secuencia de la UTR 5°de la lipocalina que contenia los motivos
estructurales hipotéticamente funcionales, y se sometié al andlisis mediante
RNAshape [2], utilizando una ventana desplazante de 50 nt con un incremento de 5
nt. Del conjunto de subestructuras obtenidas se seleccionaron las subsecuencias que
mostraban, sin ambigiiedad, el motivo estructural en cuestion.

La estructura (dot-bracket) de estas subsecuencias de 50 nt, fué¢ utilizada para
obtener secuencias de “ARN inversas” mediante “vrnainverse” de EMBOSS [9].
Dichas secuencias son secuencias aleatorias, pero que se pliegan con la misma
estructura 2D, que se especifique al programa, en este caso las de las secuencias
nativas que contienen a los motivos en estudio. Se seleccionaron asi 10 secuencias
inversas para cada una de las secuencias nativas, cuyo G+C fuese semejante al de la
secuencia nativa correspondiente.

Posteriormente se procedid a mutar tanto las secuencias nativas como las
correspondientes aleatorias mediante el programa RNAmutants
(http://bioinformatics.bc.edu/clotelab/RNAmutants/index.spy?tab=webserver) [11]. Esta
aplicacion obtiene todo un repertorio de estructuras para los mutantes (se selecciono
originar mutantes de 1 a 5 sustituciones) y ofrece entre sus resultados los que poseen
estructuras mas representativas, de todo el repertorio de plegamientos posibles. Esta
caracteristica es interesante por que excluye las secuencias mutadas cuyas estructuras
que no sean representativas.

Una vez obtenidos estos mutantes representativos, se seleccionaron al azar 100 de
ellos, para cada uno de los diferentes niveles de mutacion de 1, 3 y 5 sustituciones,
tanto para las secuencias nativas como para las aleatorias, y se calculd la distancia
entre la estructura de cada mutante y la estructura original correspondiente. Para esto
se utilizd la aplicacion RNApdist (Vienna RNA 1.8.4: http://mobyle.pasteur.fr/cgi-
bin/portal.py?#forms::rnapdist) [12].

Por ultimo, los resultados de las distancias obtenidas para las secuencias nativas y

aleatorias se trataron estadisticamente, mediante los recursos de la hoja de calculo



“Calc” de Open Office.

2.5.- Busqueda de pseudoknots entre los elementos de estructura secundaria de las UTRs 5°de

lipocalinas. Predicciones sobre la estructura terciaria.

Para la determinacion de posibles pseudoknots entre los motivos de estructura secundaria,
identificados  previamente en estas UTRs, se utilizO la herramienta pAliKiss
(http://bibiserv2.cebitec.uni-bielefeld.de/palikiss) [13]. Esta herramienta es un hibrido entre un algoritmo
que obtiene una estructura secundaria de consenso a partir de secuencias de ARN alineadas, y otro
que predice la formacion de pseudoknots. Se facilitd a esta herramienta el alineamiento multiple
entre las secuencias de UTRs 5" ortdlogas de lipocalinas de mamiferos y se analizaron los
resultados en busca de la participacion de los mencionados motivos en la formacion de

pseudoknots.

La prediccion de la estructura terciaria de estas UTRs 5 se realiz6 mediante RNAComposer
(http://rnacomposer.ibch.poznan.pl/Home) [14]. Esta herramienta realiza una prediccion totalmente
automatizada de la estructura terciaria a partir de una secuencia de ARN y su estructura secundaria.
El algoritmo descompone la estructura secundaria en elementos sencillos, calcula su estructura
terciaria recurriendo a una libreria de elementos de estructura terciaria (RNA Frabase) vy
posteriormente los ensambla. Se obtiene asi una estructura terciaria inicial, la cual finalmente es

sometida a un refinamiento por optimizacion energética, dando lugar a la prediccion definitiva.

3.- Resultados

3.1.- Caracterizacion de las estructuras 2D de las UTRs 5" v 3'de lipocalinas

En un capitulo previo habiamos realizado una primera aproximacion para clasificar las distintas
UTRs 5°de las lipocalinas utilizando el arbol de decision del modelo CART [15]. Los resultados de
aplicar dicho modelo a estas UTRs (ver tabla 1 y 2 del capitulo IV) pusieron de manifiesto que un

gran numero de ellas pueden considerarse que tienen funcién inhibidora de la traduccion



( Clasificadas como categoria “ I ” segun este modelo). Sin embargo el modelo CART solo
considera pardmetros como la longitud, el contenido en G+C y la presencia o no de uAUGs, no
teniendo en cuenta aspectos relacionados con la estructura secundaria (2D) que adquieren las
secuencias de las UTRs 5°. Dicha estructura, es conocido, que juega un importante papel a la hora
de ejercer una determinada regulacion de la traduccion del ARNm, de la estabilidad de dicho

ARNm o de la localizacion del mismo [16y 17].

Asi mismo algunas estructuras secundarias que adquieren las UTRs 3’desempefian un papel

importante en la regulacion de la expresion génica [17].

La estructura nativa de un determinado ARN estructural no siempre es la estructura 6ptima o MFE,
sino que puede ser una de las estructuras suboptimas del repertorio de plegamientos posibles [1 y
2]. Por ello conocer el repertorio de estructuras 2D alternativas, que en un intervalo de energia
dado, puede presentar una determinada UTR 5" es de gran interés. Asi mismo conocer si estas
estructuras presentan elementos caracteristicos (como horquillas, o loops, entre otras), es

fundamental para dilucidar la funcion reguladora de dicha region.

3.1.1.- Repertorio de estructuras 2D de las UTRs 5" y 3 de lipocalinas

Existen algunos indicios de que los ARNs estructurales presentan un repertorio de estructuras 2D
alternativas mas reducido que otros ARNs no estructurales [2], por lo tanto conocer la magnitud del
repertorio de estructuras de las UTRs 5" y 3’de las lipocalinas puede darnos pistas sobre la

relevancia que dichas estructuras tienen en la funcion reguladora de estas regiones.

Para determinar el repertorio de estructuras 2D alternativas de las UTRs se utilizo la herramienta
bioinformatica RNAshape [2], ya que su algoritmo es muy eficiente para obtener informacion
biologica relevante (ver detalles en métodos). El valor medio del niimero de estructuras 2D
alternativas, para las regiones UTRs (5y 3") de diferentes longitudes, se represent6 frente al
numero esperado para ARNs estructurales conocidos, de longitudes equivalentes (pertenecientes a

una muestra de la base de datos de Rfam, ver métodos).

Como se observa en la figura 2, para las secuencias entre 75 y 200 nucleétidos el comportamiento

es semejante entre las tres clases (UTRS’, UTR3y ARNSs estructurales de Rfam). A partir de un



tamafio aproximado de 200 nucledtidos el nimero medio de estructuras alternativas es
apreciablemente menor en las secuencias UTRS que en la muestra de ARNs estructurales, mientras

que en las secuencias UTRs 3" el numero es mayor que las de dicha muestra de referencia.

450

== Esperadas
== UTR5’
==UTR 3’

n° estructuras alternativas

\ \ \ \ \
75 100 150 200 250 275 320 350

longitud secuencia (nt)

Figura 1. Representacion del numero promedio de
estructuras alternativas  obtenidas con RNAshape
(intervalo de Skcal/mol) para las UTRs 5°de lipocalinas
(rojo), y las UTRs 3" (verde), en funcion de su longitud,
frente a los valores esperados para una muestra de ARNs
estructurales (azul) de longitudes equivalentes .

Estos resultados de un menor repertorio de plegamientos alternativos en las UTRs 57, respecto a los
esperados, nos llevan a considerar un importante papel de la estructura secundaria global de dicha
region en el desempefio de sus funciones reguladoras. Asi mismo parecen confirmar la menor
relevancia de la estructura 2D global de las regiones UTRs 3°. Al hacer estas consideraciones
hemos de esperar que para las UTRs 5°, dado que su estructura secundaria parece estar muy
definida, las diferencias entre la estructura MFE y las estructuras subdptimas sean pequefias y que
podamos tomar a esta (MFE) como la estructura biolégicamente representativa en las UTRs 5'de

lipocalinas. Este aspecto es analizado en el siguiente apartado.



3.1.2.- Semejanza entre las estructuras 2D alternativas del repertorio de plegamientos de las UTRs 5

"y 3’de lipocalinas

Para abordar esta cuestion se analizaron las diferentes UTRs 5" y 3’de las lipocalinas humanas y de
raton, que previamente se habian obtenido con RNAshape en un intervalo de energia de 5 Kcal/mol,
eligiendo entre las 15 primeras estructuras predichas y comparando entre ellas, tanto su estructura
general como los principales elementos estructurales locales que las forman. Se utilizo para esta
tarea la herramienta RNAforester [4], que permite obtener el alineamiento entre multiples

estructuras secundarias y obtener resultados graficos facilmente interpretables (ver métodos).

3.1.2.1- Region UTR 5°

Tras realizar el analisis con RNAforester se observo que existen diferencias entre las UTRs 5’
cortas (< 100 nt) y largas (>100 nt). Asi para las UTRs 5’de mas de 100 nucle6tidos se encontraron
escasas diferencias entre la estructura MFE y las estructuras suboptimas. Podemos observar en las
figuras 2 a 4, ejemplos de como se mantiene la conformacion general entre la MFE y las
estructuras subdptimas, asi como también se mantienen los principales elementos locales presentes
(horquillas, bucles o loops, protuberancias o bulges, dobles hélices internas, etc). Comprobamos
que la semejanza entre la MFE y estructuras suboptimas ocurre incluso en UTRs 5" de gran tamafo
(donde el nimero de estructuras alternativas posibles es mas elevado) y que presentan una
estructura compleja, como es el caso de Apom-a de raton (ver figura 4). En funcion de estos
resultados podemos admitir que, en las UTRs 5” de cierta longitud de las lipocalinas (>100 nt), las

estructuras MFE pueden elegirse como estructuras representativas de sus formas nativas.

En UTRs 5°de menor longitud (<100 nt), a pesar de que el nimero de estructuras posibles es como
consecuencia de esto mdas reducido, se encuentran mayores diferencias entre su MFE y las
estructuras suboptimas. En la figura 5 puede verse un claro ejemplo de esto, para el caso de la UTR
5" Lenl2-b-humana, con una longitud de 72 nucleodtidos. Existiendo en este caso solo tres
estructuras alternativas en el intervalo de 5 Kcal/mol, apenas comparten elementos comunes. Otro

ejemplo puede verse en la figura 6, que corresponde a la UTR 5" Ptgds-b-ratén con 81 nucleétidos.



En este caso hay solo 5 estructuras suboptimas en el intervalo de energia de 5 Kcal/mol y sin

embargo las formas subdptimas muestran diferencias importantes entre ellas.

Este es un resultado esperable debido a que las UTRs 5’cortas no parecen cumplir una funcion
reguladora importante de la traduccion, por lo que la seleccion natural no ha actuado en el sentido
de mantener estructuras tan bien definidas como en las UTR 5" de mayor longitud, que si suelen

desempefiar un importante papel regulador.

3.1.2.2.- Region UTR 3’

En el caso de las UTRs 3" no se observan de forma clara las diferencias que se encontraron entre
las secuencias de distintas longitudes de las UTRs 5°. Al comparar las estructuras de las secuencias
MFE de las UTRs 3" con las estructuras subOptimas y estas mismas entre si, se observan mayores

diferencias que las observadas para las UTRs 5.

Como se observa en las figuras 7 y 8 hay diferencias apreciables entre las diferentes estructuras
alternativas globales de las UTRs 3’(en el intervalo de 5 Kcal/mol). Respecto a las estructuras
locales, si bien se conservan algunas de ellas entre las diferentes formas alternativas, lo hacen en

menor medida que lo hacen en las UTRs 5".

Estos resultados estan en consonancia con el mayor repertorio de estructuras alternativas encontrado
en las UTRs 3’ respecto al esperado, que ya es un indicio de una estructura menos definida. Estos
resultados nos sugieren que en estas regiones no es tan importante la estructura secundaria global,
como lo es en la region UTR 5’, sino que posiblemente son algunos elementos estructurales locales

los que desempefian un papel mas importante.
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3.2.- Motivos estructurales locales conservados en las UTRs ortologas de lipocalinas.

El hecho de que en las UTRs 5°de lipocalinas de cierta longitud exista un repertorio relativamente
reducido de estructuras alternativas y que las diferencias entre las formas subdptimas y las
estructuras mas estables (MFEs) de estas secuencias sean pequefias, nos lleva a sugerir que dichas
UTRs deben contener elementos estructurales importantes para la regulacion de la expresion génica
de esta proteina. De ser esto asi, dichos elementos estructurales deben haberse conservado
evolutivamente en las UTRs de lipocalinas ortdlogas. Aunque en el caso de las UTRs 3'no se den
estas mismas circunstancias, si se ha observado entre las formas alternativas de ellas, la presencia
de ciertos elementos estructurales locales y es de esperar que haya habido también cierta

conservacion de los mismos.

Dado que previamente se habian identificado UTRs 5" y 3’ort6logas en diversas especies de
mamiferos ( ver capitulo III de conservacion de UTRs), se utilizaron éstas para llevar a cabo el
estudio que permitiera identificar en cada conjunto de secuencias ortdlogas posibles motivos

estructurales locales conservados.

De entre las diferentes estrategias que pueden usarse para identificar nuevos candidatos a motivos
reguladores en ARNs se recurrio, como método principal, a un método “puramente estructural” ,
ya que estos enfoques, que se basan exclusivamente en la estructura secundaria de los motivos, han
mostrado dar buenos resultados [4, 5]. Para los casos que han dado resultado positivo con este
método, se ha aplicado de forma complementaria un método basado en la conservacion de las

secuencias ortblogas mencionadas.

3.2.1.- Método “puramente estructural”.

Se us6 una herramienta que utiliza un algoritmo con enfoque estructural, combinado con calculos
probabilisticos (ver métodos), llamada “Predict a Motif” [6]. Se analizaron con dicha herramienta
los diferentes grupos de UTRs 5 ortologas y tras filtrar los resultados mediante ciertos criterios
(ver métodos), finalmente se obtuvieron algunos candidatos a motivos estructurales en las UTRs 5

"de Apo-D y Apo-M.



3.2.1.1.- Resultados para la regién UTR 5°

Motivos de Apo-D

En la figura 9 se muestran las estructuras 2D de consenso predichas por “Predict a Motif” , que
cumplen los criterios previamente mencionados, en las UTRs 5° ortélogas de Apo-D. Como se
observa en dicha figura, hay buena conservacion de la estructura en los diferentes motivos.
Respecto a la secuencia, excepto para el motivo 2 con una secuencia consenso mas definida, en los
otros dos hay mas flexibilidad, manteniéndose algunas posiciones mas variables. Esta conservacion
de estructura con escasa o moderada conservacion en la secuencia es un indicio de sefal bioldgica
ya que pone de manifiesto sustituciones compensatorias para el mantenimiento de una cierta

estructura funcional [5].

En la figura 10 se muestra la ubicacion de dichos motivos dentro de la estructura global de las
UTRs 5’ortologas de diversas especies ( humano, toro y cerdo). Observamos que si bien las
distintas UTRs 5° se pliegan globalmente de diferente forma, localmente si comparten todos o
varios de los motivos mencionados. Puede observarse, que ademas de los motivos predichos por
“Predict a Motif”, es posible identificar un cuarto motivo (en amarillo en la figura 10) que es
facilmente identificable en las estructuras de las UTRs 5°de algunas de las especies de mamiferos y

que contiene en todos los casos la secuencia “UAUAAAAU” en el bucle (loop).

Motivos de Apo-M

En este caso solo se detectd un motivo 2D conservado entre las UTRs 5 ortologas de las especies
humano, perro y nutria. Dicho motivo se muestra en la figura 11. Observamos un alto consenso en
estructura y secuencia. Este motivo, al igual que los de Apo-D, también puede identificarse en las
estructuras globales de MFE de las UTRs 5 ortologas de Apo-M, ver figura 12. Puede observarse
que, aunque las estructuras globales de las UTRs 5" muestran diferencias en las diferentes especies,

todas ellas muestran localmente el motivo identificado.
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Figura 9. Estructuras de consenso de los motivos conservados en las UTRs 5 ortélogas de Apo-D de

mamiferos. Segun predicciones de “Predict a Motif”. El grdfico junto a cada motivo es una escala de la
frecuencia con que aparece en el consenso cada elemento de la estructura (escala de grises, negro presente
en todas las secuencia ortologas), asi como de cada una de las bases (verde a rojo, rojo base presente en
todas las secuencias ortologas). El extremo 5'es el extremo libre que contiene un circulo
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Figura 10. Presencia de los diferentes motivos conservados en las UTR s 5" ortélogas de Apo-D

I

(variante humana “a”). Motivo 1 en rojo, motivo 2 en verde, motivo 3 en azul. En amarillo se muestra

un motivo que no es predicho por “Predict a Motif”’, pero que aparece en la MFE de varias de las
especies de mamiferos.



Figura 11. Estructura de consenso del
motivo conservado en las UTRs 5
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3.2.1.2.- Resultados en la region UTR 3’

Se aplico el mismo procedimiento que en las UTRs 5" a las secuencias UTRs 3 ortologas de
mamiferos, que previamente se habian encontrado. En este caso, solo en la UTR 3’de Apo-D fué
predicho un motivo por Predict a Motif, que alcanzase los requisitos minimos establecidos (ver
métodos) para que este pueda considerarse candidato a tener un papel funcional. Pero este motivo
no se observa en la estructura MFE ni en las estructuras suboptimas de esta UTR 3, por lo que

finalmente fue descartado.

3.2.2.- Método basado en “alineamiento de las secuencias”.

Se utiliz6 este método como complemento al método “puramente estructural” y se aplicd
solamente a los casos de la UTR 5°de Apo-D y de Apo-M, ya que son los que con dicho método han
ofrecido resultados positivos. Para este andlisis se utilizo el algoritmo RNAalifold [7]. Dicho
algoritmo toma como partida el alineamiento multiple de las secuencias relacionadas (ortdélogas en

este caso) y calcula una estructura de minima energia de consenso para ellas.

El resultado de este andlisis para Apo-D se muestra en la figura 13. En esta estructura de consenso
se pueden identificar claramente los motivos estructurales 1, 2 y 3, previamente predichos por
Predict a motif, estos aparecen sefialados en dicha figura. Para Apo-M pudo identificarse

igualmente el Gnico motivo que habia sido predicho previamente (no se muestra imagen).

Figura 13. Estructura 2d de
consenso, de minima energia,
obtenida mediante RNAalifold a
partir del alineamiento multiple de
las secuencias ortologas de la UTR 5
‘de Apo-D de mamiferovs.




3.3.- Pruebas de contraste sobre la funcionalidad biolégica de los motivos 2D identificados en

la UTR S’de Apo-D.

Se han realizado varias pruebas adicionales para obtener un respaldo a las predicciones sobre los
motivos estructurales previamente identificados. Por motivos de mayor interés bioldgico, dado el
mayor numero de motivos encontrados, y de limitar la extension de la tesis, estas pruebas se han

aplicado solamente al caso de la UTR 5’de Apo-D.

En primer lugar se ha realizado un “proceso inverso”, en el que se han construido patrones de
busqueda de los motivos 2D previamente identificados. Dichos patrones se han aplicado
posteriormente a una muestra de secuencias de UTRs 5°de mamiferos, para comprobar en qué
medida se encuentran en estas motivos semejantes a los aqui tratados. En segundo lugar se ha
realizado un analisis sobre la “robustez estructural” (o robustez genética) de los mismos motivos
2D. Para ello se procedié a comprobar si el comportamiento de las secuencias nativas de dichos
motivos, frente a las mutaciones, es diferente del que muestran secuencias aleatorias, pero que

presentan la misma estructura secundaria que las nativas, al ser mutadas igualmente.

3.3.1.- Bisqueda de los motivos 2D mediante patrones aplicados a bases de datos.

La estrategia de obtener patrones de bliisqueda de hipotéticos motivos estructurales, encontrados en
secuencias de diversos ARNs estructurales, es una estrategia cominmente utilizada. Mediante este
procedimiento es posible contrastar si dichos motivos pueden formarse, al menos tedricamente, en
un conjunto dado de secuencias, mas o menos semejantes a la secuencia o secuencias donde dicho
motivo se ha identificado y asi obtener un contraste, en términos probabilisticos de su realidad

bioldgica.

En nuestro caso, para llevar a cabo este analisis, se procediod al disefio grafico de los motivos 2D y
la posterior conversion de estos en patrones de busqueda, que posteriormente se aplicaron a una
muestra de 3000 secuencias de UTRs 5°de mamiferos (obtenida de forma aleatoria de UTRdbase),
y asi mismo sobre una muestra de secuencias aleatorias (obtenida a partir de la misma muestra de
UTRs 5 citada), que sirve de control. Para obtener los patrones de blisqueda se ha utilizado el
programa Locomotif [10]. El mismo programa permite correr dichos patrones sobre el conjunto de

secuencias elegido (ver detalles en métodos).



En la figuras 14 a 17 se observan la representaciones graficas de los motivos y las especificaciones
del patrén de bisqueda para los mismos, que se disefiaron en Locomotif. Como se observa se ha
especificado la secuencia consenso de los bucles (hairpin loop), mientras que en las dobles cadenas
(stem) y los bucles internos (internal loop), solo se ha especificado el tamafio, con un minimo nivel
de flexibilidad, seglin la estructura consenso previamente obtenida por Predict a Motif para cada

motivo.

Motivo 1

Stem
3 min of basepairs: 3
max of basepairs: 5

— Internal Loop
m 5'loop length: 1
\ 3 loop length: 1

= Stem
= min of basepairs: 1
max of basepairs: 2

Hairpin Loop
loop length: 5
loopmotif: ageng

Figura 14

Motivo 2

I:.ﬁ_la':l ¥ Stem
min of basepairs: 6
max of basepairs: 8

Hairpin Loop
loop length: 3
loopmotif: uuc

Figura 15



Motivo 3

Stem
oy min of basepairs: 3
\5/ 3 max of basepairs: 5

Internal Loop
5" loop length: 1
3" loop length: 1

Stem
min of basepairs: 3
max of basepairs: 4

Internal Loop
5" loop length: 1
3" loop length: 1

Stem
min of basepairs: 2
max of basepairs: 3

Hairpin Loop
loop length: 5
Loop motif: accnn

Figura 16

Motivo 4

Sterm
min of base pairs: 4
max of base pairs: 6

Hairpin Loop

loop length: 8
loop motif: uauaaaau

Figura 17.



Los resultados de aplicar estos patrones de busqueda a las secuencias de UTRs 5°de mamiferos, y a

la muestra aleatoria ya mencionada, se muestran en la tabla 1.

1 PHTF: Homoedominio de factor de
transcripcion. E. caballus (XM_001499447)

SET: Dominio de proteina multidominio
implicada en regulaciéon de transcripcion
génica y estructura de cromatina. S. scrofa

(XM_001927800)

2 “Apo-D”: Apolipoproteina D. S. scrofa
(XM_001926063) 2

TIMM21: Translocasa de membrana
mitocondrial interna. C. lupus (XM _843471)
3 TCEAZ2: Factor de elongacion A2. H. sapiens
(NM_003195)

4 “Apo-D”: Apolipoproteina D. S. scrofa
(XM_001926063)

Tabla 1. Resultados obtenidos tras aplicar el patrén de busqueda de los motivos 1 a 4 de la
UTR 5°'de Apo-D a una muestra de UTRs 5'de mamiferos y a estas mismas secuencias
aleatorizadas.

Observamos que los resultados positivos son claramente mas frecuentes entre las secuencias UTRs
S'nativas que en las secuencias aleatorias. Solo en el “motivo 2" se encuentran el mismo niimero de
resultados positivos entre secuencias UTRs 5" nativas y aleatorias, en el resto solo se encuentra en
nativas. Comprobamos ademds que dos de los resultados positivos encontrados en las secuencias
nativas (motivos 2 y 4) son en la UTR 5'de Apo-D de cerdo (S. scrofa). Esto demuestra que el
algoritmo Locomotif es capaz de encontrar los motivos estructurales disefiados si se aplica a las
secuencias adecuadas. El resto de resultados positivos obtenidos coinciden con genes que por su
funcién (diversos factores de transcripcion, elongacion, etc) necesitan de una fuerte regulacion y
hemos de esperar que en sus UTRs 5’existan igualmente elementos estructurales funcionales, que

parecen mostrar semejanza con los motivos identificados en Apo-D.



Para contrastar la hipotesis de que estos resultados positivos obtenidos se correspondan con una
realidad bioldgica se llevd a cabo el siguiente test complementario. Se disefiaron los mismos
motivos identificados en Apo-D (motivos 1 a 3), pero sin ninguna especificacion de la secuencia y
estableciendo alguna flexibilidad en el nimero de bases que compone los elementos de la estructura
de cada uno de ellos. Se obtuvieron asi unas estructuras mdas genéricas, pero guardando su
configuracion general original. Se obtuvo con Locomotif el patron de busqueda ADP de estos
modelos y se aplicaron a una muestra de UTRs 5" nativas y otra aleatoria, pero de igual
composicion de nucledtidos que la primera. Dado que es logico pensar que a mayor longitud de
secuencia mayor probabilidad de que se formen ciertos apareamientos, y por lo tanto de que se
origine una cierta estructura, se quiso conocer como puede esto influir en los resultados, asi que se
realizd una clasificacion de las secuencias por tamano: 80-150 nt, 200-500 nt y > 600 nt. Se
aplicaron los patrones de busqueda mencionados a muestras de 1000 secuencias de UTRs 5'de
mamiferos (obtenidas de UTR database), para cada uno de los tamafios mencionados. Se realizo el
obtenida a partir de la

mismo procedimiento con una muestra de secuencias aleatorizada,

mencionada muestra de UTRs 5 nativas.

Los resultados de la frecuencia de aparicion de estos motivos estructurales mas genéricos se

observan en la tabla 2.

Longitud de| Motivo generico 1 Motivo generico 2 Motivo generico 3
secuencias nativas | aleatorias | nativas | aleatorias | nativas | aleatorias
80-150 0.57 0.54 0.07 0.13 0.01 0.01
200-500 0.93 0.95 0.30 0.31 0.07 0.04
>600 1 1 0.62 0.60 0.24 0.18

Tabla 2. Frecuencias de formacion de modelos estructurales semejantes a los motivos 1,
2y 3dela UTR 5'de Apo-D. Se indican: “n°de casos positivos / total de secuencias de
la muestra”, para cada longitud de secuencia y segun nativas o aleatorizadas.

De los resultados obtenidos sacamos diversas conclusiones. En primer lugar se hace evidente el
efecto que una mayor longitud de la secuencias tiene sobre la probabilidad de aparicion de los
motivos. En segundo lugar no parece haber diferencias en las probabilidades de aparicion de esta
clase de motivos, disenados genéricamente, entre secuencias nativas (UTRs 5°) y secuencias
aleatorias, ambas del mismo tamafio y composicion de nucledtidos. En tercer lugar la probabilidad
de formacion de los diferentes motivos es diferente para cada uno de ellos, a igual longitud de

secuencia, siendo el “motivo 3” el que muestra claramente una mas baja probabilidad de formacion.



El hecho de que, al ser disefiados genéricamente estos motivos sean igual de frecuentes en
secuencias UTRs 5'nativas que en aleatorias, hemos de interpretarlo como un respaldo estadistico
a los resultados positivos obtenidos previamente para los motivos especificos encontrados en la
UTR 5°de Apo-D. Ya que en el caso de estos ultimos, solo si su especificidad es una realidad
biologica, podria explicarse que se encuentren €stos con mas frecuencia en secuencias nativas que
en aleatorias (ver tablal). Especialmente relevante parece el motivo 3, ya que los resultados de este
test complementario lo muestran como una clase de motivo de baja probabilidad de formacion,

incluso en secuencias de ARN de tamaifio considerable.

3.3.2.- Pruebas de robustez genética de los motivos 2D identificados

Existen evidencias de que diversos ARNs estructurales, entre ellos miARNs [18] y elementos
reguladores de la replicacion del virus de la hepatitis C [11], muestran signos de robustez estructural
(también llamada robustez genética). Dicho concepto puede definirse como la capacidad de que la

estructura de estos ARNs se aleje poco de la estructura nativa, al sufrir éstos mutaciones.

Esta resistencia a los cambios de la estructura puede medirse si comparamos a los ARNs nativos,
con el comportamiento que muestran secuencias aleatorias, que son elegidas artificialmente para
que presenten una estructura secundaria como la de la secuencia nativa. Estas ultimas cuando sufren
dichas mutaciones, se ven afectadas por un mayor cambio respecto a su estructura original, ya que

no se han visto sometidas a un proceso de seleccion que optimice dichas secuencias [18].

Para poder realizar estas pruebas con los motivos estructurales identificados en la UTR 5°de Apo-D,
se obtuvieron subsecuencias de 50 nucléotidos que contuviesen completamente a los citados
motivos. Solo se pudieron obtener 2 subsecuencias inequivocas, una para el “motivo “l y otra para
los “motivos 3 y 4” de forma conjunta, dada la proximidad de los mismos en la UTR 5°.
Posteriormente se obtuvieron artificialmente secuencias aleatorias, del mismo tamafio y G+C que
las nativas, pero que mantuviesen la estructura secundaria de cada una de las subsecuencias nativas
mencionadas. A continuacion se mutaron (mediante distintos niveles de sustituciones) las
secuencias nativas y las correspondientes aleatorias y se calcularon las distancias, entre las
estructuras 2D de los diferentes mutantes y la estructura original correspondiente. Finalmente se
trataron estos datos estadisticamente, con objeto de comparar las secuencias nativas y aleatorias

(ver métodos para los detalles).



En las graficas de la figura 18 se muestran los resultados obtenidos. Los mismos parecen indicarnos
que realmente existe robustez estructural en la secuencia nativa que contiene al “motivo 1"y en la
que contiene al “motivo 3-4”, especialmente si observamos los valores para mutantes de 3 y 5
sustituciones. Para estos valores de mutacion observamos que la distancia media entre estructura de
secuencia original y mutada es mayor para las secuencias aleatorias. El test de diferencia de medias
aplicado a estos datos dio como resultado el rechazo de la hipotesis nula (los valores medios de
distancias de los dos conjuntos de datos son iguales), para los niveles de mutaciéon de 3 y 5
sustituciones (nivel de significacion p < 0.05). Estos resultados nos llevan a proponer que las
secuencias nativas y aleatorias tienen distinto comportamiento frente a las mutaciones, siendo mas
robustas frente a dichas mutaciones las secuencias nativas. Esto solo puede haber ocurrido por
accion de la seleccion natural, lo que es un argumento mas, a favor de que los motivos estructurales

identificados en la UTR 5°de Apo-D sean realmente funcionales.

En la figura 19 se muestran algunos ejemplos de como las estructuras de las secuencias nativas
mutadas, correspondientes al “motivo 1”7, se alejan menos de la estructura nativa original de lo que
lo hacen las secuencias aleatorias mutadas, las cuales se muestran en la figura 20. Puede observarse,
en esta figura, como se originan, en dichas secuencias aleatorias mutadas, nuevas horquillas no
existentes en la estructura original. En las figuras 21 y 22 se muestra lo mismo para el caso del
“motivo 3-4”. Comprobamos aqui como las secuencias nativas mutadas (Fig. 21) mantienen las dos
horquillas con pequefias modificaciones, mientras que las secuencias aleatorias mutadas (Fig.22)
presentan estructuras en las que bien se pierde el bucle terminal o bien aparecen elementos

inexistentes en la estructura original.

45 407 :
Motivo 1 Motivo 3-4
40 35
_ 35 — _
5 .E 30
S 30 2
= 5 25
b 25 2L
2 c 20 .
8 20 - M media % W media
E 15 nativa S 15 4 nativa
| ©
S M media e H media
§ 10- aleatorias & 10 aleatorias
= ®
T 5 © 5
0 0

1mut 3mut 5mut

1mut 3mut 5mut

n° mutaciones o .
n° mutaciones

Figura 18. Representacion de la distancia de la estructura 2d de los mutantes de 1, 3y 5 sustituciones a la estructura
2d nativa original, de los dos motivos estructurales identificados en la UTR 5'de Apo-D. Las barras coloreadas
representan el valor medio y los segmentos la desviacion tipica. Se muestran los datos de las secuencias nativas (azul)
frente a los de las secuencias aleatorias(rojo).
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D (arriba) y las estructuras de los mutantes de 3 y 5 sustituciones de esta misma secuencia
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ao_
i1 Fal
AT i
\\ N
e ”'\\\\\g,'
S N A
2 et
/II' A \\\U M :.
h'g hp1_aleatoria_mut3 i
7 i c
Y i
IO. 'U
:c I'.r.
5 v
s, E
\L',-— -
A=
"
9
# L
0. _I l.r‘
L~ i ¥
hp1_aleatoria_mut5
N
Y é ~a—a—a
' N
\ y—g—u
e €
u
L8 4 hp1_aleatoria_mut2
4 -_._
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Figura 21. Estructura original de la subsecuencia nativa que contiene a los motivos 3 y 4 de

Apo-D (arriba) y las estructuras de dos mutantes de 3 y 5 sustituciones de esta misma
secuencia (abajo). Motivo 3 representado con bases en negro, motivo 4 con bases en 1ojo.
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Figura 22. Muestra de las estructuras que adquieren las secuencias aleatorias basadas en las
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motivos 3 y 4 de Apo-D, con distintos niveles de mutacion. Motivo 3
representado con bases en negro, motivo 4 con bases en rojo. En recuadro estructura original.



3.4.- Interacciones entre los elementos de estructura secundaria de la UTR 5°de Apo-D.

Aproximacion a su estructura tridimensional.

La estructura terciaria de algunos tipos de ARN con actividades cataliticas o que desempenan
funciones de reconocimiento o regulacidon, descansa en cierta medida sobre estructuras como los
pseudoknots [19-21]. Estas estructuras son el resultado de formacién de pares de bases entre
diferentes elementos estructurales 2D mas o menos separados dentro de la estructura de un ARN

dado.

El hecho de haber encontrado que varios elementos estructurales 2D se han conservado en una de
las UTRs 5" alternativas de Apo-D, entre diferentes especies de mamiferos, y que los mismos
muestran signos de funcionalidad biolégica, puede hacernos pensar en la posibilidad de que
existan interacciones entre dichos elementos y que se originen pseudoknots. Dichos pseudoknots
podrian condicionar la formacion de una determinada estructura terciaria en dicha region, necesaria

para ejercer sus funciones reguladoras de la expresion génica de la mencionada lipocalina.

La cuestion de predecir la existencia de pseudoknots es un problema computacional complejo,
aunque se han disefiado algoritmos que mediante programacion dindmica ofrecen una
aproximacion a la deteccion de dichos elementos. En este caso se recurrio al programa pAliKiss

[13]. Este programa es el resultado hibrido de otros dos (ver métodos).

Se suministro6 al programa pAliKiss el alineamiento multiple de las secuencias UTR 5 ortélogas de
Apo-D de mamiferos y la salida del mismo ofrece una prediccion de los posibles pseudoknots que
pueden originarse por interacciones entre los diferentes elementos 2D, dentro de la estructura
secundaria de consenso obtenida. Al estudiar esta prediccidon no se observa que los motivos
estructurales 2D relevantes, previamente identificados (motivos 1 a 3), estén implicados en estas
interacciones. Los motivos que la prediccion muestra como formadores de pseudoknots no son
motivos que muestren ser significativos en la estructura de la UTR 5°de Apo-D, ademas el nimero

de bases apareadas en estos hipotéticos pseudoknots es escaso, por lo que su estabilidad seria baja.

A pesar de no poderse detectar la presencia de pseudoknots se quiso conocer la estructura terciaria
que adquiere esta UTR 5'de Apo-D. Se utilizdé el programa RNAComposer [14], el cual
descompone la estructura secundaria en elementos mas sencillos, determina su estructura terciaria
y los ensambla realizando finalmente un refinamiento de la estructura terciaria global (ver

métodos). Se analiz6 la UTR 5°de Apo-D humana (variante a) e igualmente, a modo de contraste,



se analizaron las siguientes secuencias:

* La UTR 5'de la lipocalina Rbp4 humana (variante b), la cual es de tamafio semejante a la de
Apo-D, pero no muestra presencia de motivos 2D conservados.
* Secuencias aleatorizadas a partir de la UTR 5 de Apo-D humana nativa.

* Secuencias UTRs 3de lipocalinas, de tamafio semejante al de la UTR 5" de Apo-D humana.

La estructura terciaria predicha para la UTR 5’de Apo-D(a) se muestra en la figura 23. Podemos
observar que dicha UTR adquiere una estructura tridimensional compleja tipo globular. Al
comparar esta estructura con las predichas para la UTR 5°de Rbp4 o con las secuencias aleatorias
(figura 24) vemos una clara diferencia, presentando estas una estructura terciaria de menor
complejidad y con una disposicion mas lineal. Respecto a las estructuras de las UTRs 3” de
lipocalinas observamos en la figura 25 que las predicciones ofrecen resultados similares a los de

UTR 5°de Rbp4 y las secuencias aleatorias.

Figura 23. Estructura terciaria de la UTR 5’ humana(a)
predicha por RNAComposer
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Figura 24. Comparacién de la estructura terciaria de la UTR 5
"humana(a) predicha por RNAComposer frente a las estructuras
predichas para la UTR 5'de rbp4 humana(b) y una secuencia
aleatoria obtenida a partir de la UTR 5 de Apo-D humana(a).
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Figura 25. Estructura terciaria de las UTRs 3’ humanas de las
lipocalinas Rbp4 y Len2  predicha por RNA Composer

4. - Discusion

El hecho de haber encontrado que las regiones UTRs 5°de las lipocalinas, de cierta longitud,
muestren un repertorio de formas de plegamiento alternativas menor que las esperadas para una
muestra de ARNSs estructurales, no es una prueba definitiva de la importancia que puede tener la
estructura secundaria en la funcion reguladora de estas regiones. Pero dado que las regiones UTRs 3
‘muestran, para tamafios comparables a las UTRs 5, un repertorio mayor que la citada muestra de
ARNSs y dado que al comparar entre si las formas alternativas del repertorio de plegamiento de las

diferentes UTRs, estas son mas semejantes entre si para el caso de las UTRs 5°, hemos de admitir



que estas evidencias apuntan en la direccion de que la estructura secundaria estd muy bien definida
en las regiones UTRs 5°de las lipocalinas y esto es un fuerte indicio de la mayor importancia de la

estructura secundaria global en dicha region.

Por otra parte ha quedado de manifiesto que en las UTRs 5’de ciertas lipocalinas (Apo-D y Apo-M)
existen motivos locales de estructura secundaria que muestran signos de relevancia biologica, por lo
que demuestran los resultados de las diversas pruebas de contraste a las que estos han sido
sometidos. Dichos motivos son desconocidos pero deben ejercer una funcion semejante a las de
otros bien caracterizados. Probablemente estos motivos sean sitios de unién de proteinas afines al
ARN que ejerzan alguna funcion de regulacion en la traduccion del ARNm. No podemos descartar
que los citados motivos sean directamente responsables, sin mediacion de proteinas, de ejercer
algln tipo de regulacion de la expresion génica, a modo de como actua el conocido motivo IRES

[22].

Aunque el estudio de la estructura terciaria de las UTRs, por su extension y complejidad, no era uno
de los objetivos de esta tesis, el hecho de haber encontrado en las UTRs 5" ortélogas de Apo-D(a)
de mamiferos varios elementos relevantes de estructura secundaria, ha llevado a considerar al
menos una aproximacion a dicho nivel de estructura en este caso concreto. Los resultados
obtenidos muestran que dicha UTR 5 muestra una complejidad tridimensional claramente superior
a las UTRs 5'de otras lipocalinas de semejante tamafio, asi como a secuencias aleatorias de
semejante tamafio y composicion de nucleodtidos. Estos indicios no hacen sino sugerirnos el

importante y complejo papel regulatorio que debe ejercer la UTR 5” de la mencionada lipocalina.

El hecho de no haber encontrado motivos estructurales en el resto de UTRs 5” de lipocalinas ni en
ninguna de sus UTRs 3’, atin habiendo evidencias de secuencias ortdlogas entre diferentes especias
de mamiferos, no debemos interpretarlo como que estos estan ausentes. Esta afirmaciéon podemos
hacerla ya que la mayoria del ARN no codificante parece ser especifico de cada especie [23], al
menos a nivel de la secuencia primaria. En este sentido ciertos estudios han puesto de manifiesto
que en el genoma de mamiferos se encuentran cientos de elementos de estructura secundaria
conservados, si bien no muestran evidencias de conservacion en sus secuencias primarias [24 y 25].
De manera que la identificacion de elementos reguladores estructurales en las regiones UTRs de las
lipocalinas, donde estos no se han podido identificar con los procedimientos aqui utilizados,

requeriria estudios mas amplios y con una metodologia adecuada a este propdsito.



5. - Bibliografia

[1] Ding, Y., Chan, C. Y. & Lawrence, C. E. RNA secondary structure prediction by centroids in a
Boltzmann weighted ensemble. RNA 11, 1157-1166 (2005).

[2] Giegerich, R., Voss, B. & Rehmsmeier, M.. Abstract Shapes of RNA, Nucleic Acids Research
32,4843-4851 (2004).

[3] Burgue, S. W. et al. Rfam 11.0: 10 years of RNA families. Nucl. Acids Res. doi:
10.1093/nar/gks1005 (2012)

[4] Hochsmann, M; Voss, B. ; Giegerich, R. Pure multiple RNA secondary structure alignments: a
progressive profile approach. IEEE/ACM Transactions on Computational Biology and
Bioinformatics 1, 53-62 (2004)

[5] Hochsmann, M . The Tree Alignment Model: Algorithms, Implementations and Applications for
the Analysis of RNA Secondary Structures. Thesis, Bielefeld University. (2005)

[6] Rabani, M., Kertesz, M. & Segal, E. Computational prediction of RNA structural motifs
involved in posttranscriptional regulatory processes. PNAS 30, 14885-14890 (2008 )

[7] Bernhart SH, Hofacker IL, Will S, Gruber AR, Stadler PF. RNAalifold: improved consensus
structure prediction for RNA alignments. BMC Bioinformatics. 2008 Nov 11;9:474.

[8] Grillo, G., et al. UTRdb and UTRsite (RELEASE 2010): a collection of sequences and
regulatory motifs of the untranslated regions of eukaryotic mRNAs. Nucleic Acids Res. Jan 2010;
38(Database issue): D75-D80.

[9] EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite (2000)
Rice,P. Longden,I. & Bleasby,A. Trends in Genetics 16, (6) pp276--277

[10] Reeder, J. ; Reeder, J. & Robert Giegerich. Locomotif: from graphical motif description to
RNA motif search. Bioinformatics Vol. 23 ISMB/ECCB 2007, pages 1392-1400

[11] Waldispiihll, J. et al. Efficient Algorithms for Probing the RNA Mutation Landscape. PLoS
Computational Biology, August 2008, Volume 4, Issue 8, ¢1000124

[12] Bonhoefter S, McCaskill J S, Stadler P F, Schuster P, (1993) RNA multistructure landscapes,
Euro Biophys J:22,13-24

[13 ] Janssen, Stefan & Giegerich, Robert The RNA shapes studio, Bioinformatics, 2015. Vol. 31,
Issue 3: 423-425.

[14] Popenda, M., Szachniuk, M., Antczak, M., Purzycka, K.J., Lukasiak, P., Bartol, N., Blazewicz,
J., Adamiak, R.W. Automated 3D structure composition for large RNAs, Nucleic Acids Research,
2012, 40(14):e112

[15] Ramana, V. D., et al. CART Classification of Human 5'UTR Sequences. Genome Research
10: 1807-1816. 2000

[16] Hughes, T.A. Regulation of gene expression by alternative untranslated regions. Trends Genet
22:119-122. 2006

[17] Pesole, G., et al. Structural and funtional features of eukaryotic mRNA untranslated regions.
Gene.276, 73-81. 2001

[18] Borenstein, E. & Ruppin, E. Direct evolution of genetic robustness in microRNA. PNAS April
25, 2006, vol. 103 no. 17, 6593—-6598



[19] Rastogi T, Beattie TL, Olive JE, Collins RA A long-range pseudoknot is required for activity
of the Neurospora VS ribozyme. EMBO J 15, 2820-2825. (1996).

[20] Theimer CA, Blois CA, Feigon J Structure of the human telomerase RNA pseudoknot reveals
conserved tertiary interactions essential for function. Mol Cell 17, 671-682 (2005).

[21] Nixon PL, Rangan A, Kim YG, Rich A, Hoffman DW, et al. (2002) Solution structure of a
luteoviral P1-P2 frameshifting mRNA pseudoknot. J Mol Biol 322: 621-633.

[22] Le, S.Y., & Maizel, J.V., Jr. A common RNA structural motif involved in the internal initiation
of translation of cellular mRNAs , Nucleic Acids Res, 1997, 25: 362-69.

[23] Hawkins PG, Morris KV (2008) RNA and transcriptional modulation of gene expression. Cell
Cycle 7:602-607.

[24] Torarinsson E, Sawera M, Havgaard JH, Fredholm M, Gorodkin J Thousands of
corresponding human and mouse genomic regions unalignable in primary sequence contain
common RNA structure. Genome Res 16, 885—-889 (2006).

[25] Torarinsson E, Yao Z, Wiklund ED, Bramsen JB, Hansen C, Kjems J, Tommerup N, Ruzzo
WL, Gorodkin J Comparative genomics beyond sequence-based alignments: RNA structures in the
ENCODE regions. Genome Res 18, 242-251 (2008).






CONCLUSIONES FINALES



Conclusiones finales

En este trabajo se ha pretendido caracterizar las UTRs 5’y 3°de lipocalinas de mamiferos. Asi
mismo se ha tratado de dilucidar el papel que las misma desempenan en la regulacion

postranscripcional de estas proteinas. Las principales conclusiones obtenidas son las siguientes:

* Las UTRs 5°de las lipocalinas de mamiferos estudiadas muestran valores de longitud y
composiciéon en G+C que se encuentran en consonancia con los valores medios de la
globalidad de las UTRs 5°de mamiferos. Sin embargo las UTRs 3’'de esta familia de
proteinas muestran tener una longitud menor y, por otra parte un contenido en G+C
claramente superior, que la media de la globalidad de UTRs 3’de mamiferos. Se ha
comprobado, que al contrario de lo que ocurre con las UTRs 5°, las UTRs 3" no reflejan el
contenido G+C de la region gendomica donde se ubican. Esto podria ser consecuencia de
algin mecanismo de adaptacion relacionado con las necesidades de regulacion de la

expresion génica propia de lipocalinas.

* Las UTRs de las lipocalinas de mamiferos presentan cierta diversidad, especialmente las
UTRs 5’, como es de esperar por el mayor nimero de exones alternativos existentes en estas
regiones. Esta variabilidad en las UTRs 5" se da especialmente en las lipocalinas mas
ancestrales como son Apo-D, Ptgds y Rbp4. Este hecho podria explicarse por la mayor

necesidad de regulacion de estas, debido a que cumplen funciones mas homeostaticas.

* Los mecanismos que originan las diferentes formas de UTR 5" mencionadas resultan de una
combinacion de promotores alternativos junto a splicing alternativo (barajado de exones,
omision de exon y retencion de intron, entre otros). Estos mecanismos parecen estar siendo
sometidos a una fina regulacion. La presencia o ausencia de los oportunos factores
reguladores de los promotores y del splicing, en ciertos tipos celulares o condiciones
fisioldgicas dadas, estaria dando lugar a la expresion UTRs 5° alternativas, segun las

necesidades.

* Los estudios experimentales llevados a cabo con ApoD de raton confirman la realidad
biologica de las UTRs 5’alternativas encontradas para dicha proteina en las bases de datos.
Los resultados ponen de manifiesto ademas que hay diferencias en la expresion de diferentes
alternativas en diferentes tejidos e incluso en diferentes condiciones fisiologicas. Lo que
indica que las UTRs 5’alternativas deben cumplir funciones reguladoras diferentes sobre la

expresion de ApoD.



El estudio de la conservacion de las UTRs 5" nos indica que existe un grado de
conservacion considerable (alrededor del 80% de identidad entre pares de secuencias
ortdlogas) de parte de la arquitectura de la UTR 5 entre las lipocalinas ortdlogas mas
ancestrales. Por otra parte hay nula conservacion en las lipocalinas mas recientes, a pesar de
tener una estructura genomica mas sencilla. Aunque hay conservacion de parte de la
organizacion gendmica de las UTRs 5, se ha producido igualmente divergencia en ella entre
los diferentes linajes de mamiferos, hemos de suponer que en funcion de las diferentes
necesidades de regulacion en cada uno de estos linajes. Respecto a las UTRs 3" se han
obtenido resultados semejantes. El grado de conservacion encontrado en los casos
mencionados nos estd indicando la importancia de la funcioén reguladora ejercida por estas

regiones.

Respecto a los elementos reguladores que pueden estar presentes en las UTRs 5" de
lipocalinas destacan los uAUGs y los uORFs. Estos se muestran abundantes en las
lipocalinas mds ancestrales, siendo frecuente que exista mas de un uAUG y uORF en cada
UTR 5'. Las caracteristicas que muestran dichos uORFs, asi como las evidencias de ciertos
uORFs ortdlogos entre mamiferos apuntan a la funcionalidad de los mismos y a su
importancia por haberse mantenido en la evolucion. La presencia en las UTRs 5 alternativas
de una misma lipocalina, como el caso de ApoD, de una diferente combinacion de uORFs
podria dar cuenta de la diferente capacidad de regulacion postranscripcional de estas formas
alternativas. Aunque los miARNs actiian generalmente sobre la UTR 3" se han encontrado
indicios de que en las UTRs 5°de lipocalinas de mamiferos estos elementos podrian
desempeniar algiin papel regulador, especialmente en las lipocalinas humanas mas

ancestrales.

En cuanto al papel regulador que ejercen las UTRs 3’de lipocalinas hemos de destacar el
papel que parecen desempefiar las sefiales de poliadenilacion alternativa (PAS). Dichas
sefiales alternativas se han encontrado especialmente en las lipocalinas mas ancestrales
como Ptgds, Rbp4 y ApoD. Los analisis realizados ponen de manifiesto que la presencia de
estas PAS alternativas pueden dar lugar a distintas eficiencias en la poliadenilacion y por lo
tanto a la estabilidad de los ARNm correspondientes, pudiendo ejercer asi diferentes niveles
regulacion de la expresion génica. Por otra parte los andlisis llevados a cabo sobre los
miARNs sugieren que estos podrian desempefian un papel importante en la regulacion
ejercida por las UTRs 3°de las lipocalinas mas ancestrales, especialmente las humanas. Las

diferencias que muestran las formas largas o cortas de las UTRs 3” de estas lipocalinas



respecto a la presencia/ausencia o la diferente composicion de dianas de miARNSs ofrece la

posibilidad de ejercer una regulacion alternativa de la expresion génica.

* Los estudios realizados para conocer las estructuras 2D globales de las UTRs han revelado
que dicha estructura global esta mas definida en las UTRs 5" que en las UTRs 3. Este hecho
sugiere la gran importancia que dicha estructura tiene para la accion reguladora que ejercen
estas regiones UTRs 5°. Al menos para las lipocalinas ApoD y ApoM han podido
identificarse elementos estructurales locales (horquillas) que muestran signos de relevancia
bioldgica y que se han conservado en la evolucion. La complejidad que muestra la estructura
terciaria de una de las UTRs 57 alternativas de ApoD de mamiferos (variante “a” humana y
sus ortdlogas) pone de relieve la complejidad de la regulacion ejercida por las UTRs 5'de
esta lipocalina, que segin todos los indicios se encuentra muy regulada a nivel

postranscripcional.

. Ya hemos mencionado que parte de la diversidad de los mecanismos reguladores ejercidos
por las UTRs de las lipocalinas se ha conservado dentro del clado de los mamiferos, si bien se ha
dado cierta divergencia entre los diferentes linajes. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto
que la complejidad y diversidad encontrada en estos mecanismos de regulaciéon es mayor en
humano que en raton, como era de esperar por la mayor complejidad organica del primero. Estos
resultados son especialmente interesantes para lipocalinas como ApoD, que interviene en diversos
procesos en sistema nervioso, por lo que podrian tener implicaciones en los procesos cognitivos que

nos diferencian respecto a otros linajes de mamiferos.
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