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RESUMEN

El control de la traduccidn en células eucariotas, en particular de la fase de iniciacidn
es una etapa critica para la regulacién de la expresion génica. Son extensos los
ejemplos donde se observa una desregulacién a nivel del compartimiento traduccional
en patologias severas como el cancer. Al respecto se ha identificado un gen supresor
de tumores denominado Programmed Cell Death 4 (PDCD4) el cual se ha propuesto
que regula la expresién génica tanto a nivel transcripcional, como a nivel traduccional.
Se ha propuesto, aunque no se conocen con detalles los blancos de accién, que PDCD4
como factor proteico compite con los ARNm celulares y con elF4G por unir a elF4A en
la formacion del complejo de pre-iniciacion 43S de la traduccion. Al interactuar PDCD4
con elF4A podria interferir con la accion helicasa de dicho factor de iniciacién, lo cual
repercute en la capacidad del mismo para resolver estructuras secundarias de los
ARNm traducidos de forma cap-dependiente. Dichas estructuras estan presentes

particularmente en los mensajeros de oncogenes.

El principal objetivo que nos propusimos fue encontrar nuevos blancos traduccionales
de la proteina PDCD4, mediante el andlisis de datos generados previamente por
secuenciacion masiva de huellas polisomales obtenidas mediante la técnica de
ribosome profiling. Esta tecnologia fue desarrollada por Ingolia et al. en 2009 y se basa
en la secuenciacion masiva de bibliotecas de ADN construidas a partir de los
fragmentos de ARNm que quedan protegidos por la maquinaria traduccional de la
digestion por ARNasas (huellas polisomales). Se cuenta con dichas huellas, tanto en
condiciones de supresion del factor PDCD4 mediante siARN, como en condiciones
normales. La cuantificaciéon del mapeo de estas huellas polisomales y el analisis de
expresion génica de ARNm nos permiten estimar el estado traduccional para cerca de

6.000 genes en modelos humanos.

A modo de preparacion para el anadlisis de datos de secuenciacién masiva, se trabajo
con los datos generados en la publicacién donde los autores que desarrollaron vy
pusieron a punto la técnica de ribosome profiling, la aplican por primera vez en un
modelo de levaduras sometidas a privacion de aminoacidos. En esta instancia previa se

comprobd que nuestros métodos informaticos eran capaces de reproducir resultados
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presentes en dicha publicacidn e incluso explorar aspectos que no fueron cubiertos en

su momento por los autores.

Asi pasamos al estudio detallado de la influencia traduccional de PDCD4 y la busqueda
de genes candidatos a ser sus blancos traduccionales. Para esto se realizaron
alineamientos, mapeos y cdlculos de eficiencia traduccional de ARNm mediante la
metodologia RNA-Seq. Los valores de expresion fueron normalizados, y luego de
evaluar la distribucion de los mismos, se compararon las dos condiciones de trabajo en
busqueda de genes que aumentaran considerablemente sus niveles traduccionales en
condiciones de supresion de PDCD4. De esta forma se pudo detectar un amplio
espectro de regulacidn traduccional (mas de 400 genes) ejercido por dicho factor. La
lista con dichos genes candidatos fue sometida a estudios de ontologia de genes, los
cuales revelaron que las funciones propuestas para PDCD4 en la literatura se
verificaban, en parte, en nuestros estudios. Las principales funciones celulares-
moleculares involucradas en los estudios de ontologia fueron las de sefializacién
celular, morfologia, organizacién y desarrollo celular, asi como control de la expresién
génica. Muchos genes también mostraron una relacidon directa con la respuesta
inmune mediada por interferén tipo | en donde PDCD4 podria estar implicado de
forma novedosa. Dentro de los candidatos a ser blancos traduccionales de PDCD4
resaltan los ARN mensajeros de oncogenes como RET, WNT3A y MLLT10, ya que
estarian regulados negativamente por PDCD4 y se trata de genes pro oncogénicos en

diversas situaciones conocidas previamente.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1) TRADUCCION Y EXPRESION GENICA

1.1) GENERALIDADES Y REGULACION DE LA TRADUCCION

Las proteinas se consideran unas de las mas importantes moléculas en los procesos de
la vida. Estas constituyen una importante fraccion de las macromoléculas que catalizan
reacciones de significancia para la vida, por ejemplo sirven de soporte estructural,
transporte, reguladores y muchos mas otros roles en todos los organismos, con lo cual
son un factor clave a la hora de determinar el fenotipo de un individuo. Como dato
puntual, las proteinas constituyen cerca del 44% del peso seco humano[1]. Por estas
razones gran parte de las reservas energéticas celulares son destinadas a la sintesis
proteica, un proceso sofisticado que requiere de una maquinaria bioldgica que abarca
una larga lista de componentes. A modo de ejemplo, descontando los genes que son
dispensables para el crecimiento celular en el laboratorio, puede calcularse que cerca
de un 40% del total de un genoma minimo, es necesario para un correcto
funcionamiento de la maquinaria traduccional[2] (nota: de aqui al final de la seccidn
1.1.1 se utilizé como referencia el capitulo aqui citado, por lo que, a menos que se
indique una referencia adicional, las afirmaciones presentadas fueron derivadas del

mencionado capitulo).

Inicialmente, la idea central del control traduccional estuvo basada en que la expresidn
génica es regulada mediante la eficiencia en la utilizacién de ARN mensajeros (ARNm)
en la sintesis de proteinas especificas. Esta nocidén surgié solo unos pocos afios
después del establecimiento del dogma central de la biologia molecular[3] y muy poco
después de la formulacion de la hipdtesis del ARN mensajero[4]. Con el transcurso del
tiempo, la informacidn aportada por los distintos avances en este campo de estudio,
han permitido revelar un mecanismo de regulacién traduccional que actua de forma

precisa para regular la sintesis proteica e integrando sefializacion muchas vias
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presentes en la célula. En muchos casos este mecanismo no es considerado como se
debe y puede ser pasado por alto o tenido en cuenta sélo superficialmente. Sin
embargo como se explicard a lo largo de este punto, la regulacion de la traduccidn de
proteinas, en particular la regulacién de la iniciacion de la misma, es un proceso clave
para regular la expresion génica donde cualquier desajuste en el mismo puede

conducir a patologias severas como el cancer.

1.1.1) PROPIEDADES, BLANCOS Y MECANISMOS GENERALES DEL CONTROL
TRADUCCIONAL

En un proceso de multiples pasos como la sintesis de proteinas, la regulacién puede
ser ejercida en varios puntos. Al respecto, los ejemplos en la regulacién de la
traduccién se encuentran en distintos niveles, aunque existe una mayor acumulacién
de literatura a favor de considerar el inicio de la traduccidn como el punto clave de
regulacién. Esta observacién empirica estd de acuerdo con el principio biolégico y
légico de que es mas eficiente regular un fendmeno en sus comienzos, mas que
interrumpirlo en la mitad del mismo, lo que gastaria energia celular para generar
solamente productos intermedios, que habria que reciclar o descartar[2]. Sin embargo,
se han caracterizados casos donde la regulacidn ocurre en pasos posteriores a la

iniciacidn, especialmente a nivel de la elongaciéon[5,6,7].

De todas formas, la pregunta acerca de cudl es la fase limitante debe ser especifica
para cada ARNm en particular, mas que a la poblacién entera de los mismos. Una
manera de discriminar cual de las fases de la traduccidon es la limitante en la sintesis
proteica, es examinar los perfiles polisomales (ver Figura 1.1). Esta técnica representa
una herramienta flexible y de alto alcance para estudiar e investigar el control
traduccional. El tamafio de un polisoma en particular es determinado por tres
parametros: i) el largo de la secuencia codificante del mensajero que esta traduciendo,
ii) la tasa de iniciacidn, y iii) la tasa de elongacién/terminacién; siendo directamente
proporcional a los dos primeros e inversamente proporcional al tercero. En promedio,
se encuentra un ribosoma cada 80-100 nucledtidos en los polisomas, lo cual
representa una baja densidad ribosomal en los polisomas ya que un ribosoma ocupa

cerca de 30 nucledtidos del mensajero[8]. Si se supone que el proceso de iniciacion es
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Figura 1.1: Perfil polisomal. A) Se observa el valor de absorbancia a 254nm para sucesivas
fracciones de un gradiente de 10% a 50% de sacarosa, de izquierda a derecha como se
muestra. Se indican las subunidades menor (40S) y mayor (60S), y el ribosoma libre (80S), asi
como la fraccion correspondiente a los polisomas; B) Se observa el gradiente antes
mencionado con las diferentes poblaciones de mensajeros y como aumenta el numero de
ribosomas sobre estos a medida que avanzamos hacia el fondo del tubo. Figura adaptada de
Arava et al. 2005.

regulado de forma mads intensa y es por lo tanto la fase limitante, esta baja densidad
polisomal en los mensajeros se explica por una menor tasa de iniciacion respecto de la

tasa de elongacién/terminacion.

Bajo condiciones estables, es razonable concluir que el nimero de proteinas
producidas sea aproximadamente igual al numero de eventos de iniciacién
traduccionales. De todas formas, a la hora de definir los pardametros que influyen o
definen la tasa traduccional de determinado ARNm, podemos encontrar

principalmente cuatro parametros que se describen brevemente a continuacién:

e Cantidad de ARNm: el nivel de mensajeros en el citoplasma es determinado tanto
por la tasa de transcripcion, como por la proporcion de transcriptos primarios que son
procesados y transportados al citoplasma como mensajeros maduros. En células de
mamiferos activas traduccionalmente, los mensajeros se encuentran formando parte
de los polisomas, como ocurre por ejemplo con la actina[9], por lo cual es légico
pensar que la tasa de sintesis de determinada proteina es limitada por la cantidad de
su ARNm. De todas formas, el total de mensajeros en el citoplasma frecuentemente
aparece en exceso, donde cerca del 30% de mensajeros en células en cultivo se
presenta como particulas ribonucleoproteicas libres[9,10,11]. Por esto, los niveles de

ARNmM, no son generalmente el factor limitante de la traduccién de un ARNm.
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e Abundancia de ribosomas: Los niveles celulares de ribosomas no suelen ser el
factor limitante en la mayoria de las condiciones. Por ejemplo, en la mayoria de los
tejidos de mamiferos y en algunas células en cultivo de rapida proliferacién, los
ribosomas no activos y sus subunidades constituyen aproximadamente el 20% de la
poblacion total de ribosomas, como ha sido observado en analisis por centrifugacion
en gradientes de sacarosa de lisados celulares de tejidos[13]. Esta observacién sugiere
qgue, mas que ser el factor limitante, los niveles de ribosomas capacitan a la célula para
responder rapidamente a sefales extra o intracelulares que impliquen una activacion

traduccional.

e Actividad de la maquinaria de sintesis proteica: En aquellas células donde la
tasa de sintesis proteica no es determinada por los niveles ribosomales o de ARNm,
puede ocurrir que la misma sea afectada por algin componente soluble de la
magquinaria el cual puede estar limitado en cantidad o actividad. Parte de este tipo de
regulacion involucra el estado de fosforilacidn de estos componentes. A priori este tipo
de regulacién afectaria la traduccién de todos los mensajeros por igual, sin embargo,
se ha visto que una desregulacion de los primeros pasos de la traduccién afecta de
forma mas significativa a aquellos mensajeros “débiles” que de por si ya tienen bajas
tasas de iniciacion, respecto al otro tipo de mensajeros denominados “fuertes”[14].
Reciprocamente, la activacién de la iniciacion tiende a estimular la traduccién de les
mensajeros “débiles”. Por esto, es de esperarse que la alteracién de la actividad de los
componentes que interactuan con los mensajeros y que son capaces de afectar su
unidn al ribosoma, genere diferentes efectos en la traduccién de la poblacidn total de

mensajeros[15].

e Tasa de iniciacién y elongacion: La tasa de iniciacién puede ser inhibida si un
ribosoma ya instalado abandona la region de iniciacién muy lentamente, ya que un
ribosoma unido al coddn de iniciacién ocupa unos cuantos nucleétidos “rio abajo”
(downstream)(12-15) y cerca de la misma cantidad “rio arriba” (upstream). P Esta
huella es de 28 a 30 nucleotidos en total. Por esto, otro ribosoma no podra unirse al
sitio de iniciacidn si el primero no se ha movido cerca de 10 codones abajo por el
mensajero. Este ejemplo sencillo ilustra como la tasa de elongacidon afecta la de

iniciacidon y repercute directamente en la sintesis proteica. Asimismo existen mas casos
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donde la elongacién repercute en la iniciacion, por ejemplo, la presencia de
estructuras secundarias en los mensajeros o la presencia de codones raros o pausas

ribosomales[16].

Mas alla de que estos cuatro parametros presentados definan la tasa de traduccién
observada para cada ARNm, esto no implica que se defina una tasa fija invariable. Por
el contrario, sobre la iniciacién, por ser la etapa limitante de la traduccién, se aplica la
mayoria del control traduccional. Esta regulacién es variada y opera mediante muchos
mecanismos, algunos reconocen estructuras secundarias de los mensajeros, otras
actlan sobre el aparato traduccional en si, y otras mediante proteinas que actdan en

trans o factores de ARN.

Los blancos mas comunes sobre los cuales opera el control traduccional son el
mensajero, los factores de iniciacion y de elongacién, y el ribosoma. Brevemente
respecto a los factores de iniciacion se puede aportar que su actividad es
generalmente modulada por los efectos de varios elementos en cis presentes en el 5'-
UTR del mensajero, asi como también existen otros factores que actdan en trans.
Respecto a los factores de elongacién, se sabe que la tasa de elongacién es modulada
por la fosforilacién de dichos factores, particularmente a través de la regulacién de la
actividad del factor de elongacién traduccional eEF2. Este factor junto con los otros
factores de elongacién, ademas de estar regulados por fosforilacién, estdn sujetos a
muchas otras modificaciones post-traduccionales que regulan su actividad. Respecto al
ribosoma, éste es también un sitio de regulacién importante donde se encuentran
muchas proteinas ribosomales que son blancos de modificaciones post-traduccionales,
por ejemplo fosforilaciones, metilacién y ubiquitinacidén. Esto sugiere que una posible
heterogeneidad en la poblacién celular de ribosomas podria ser importante para la

traduccién de clases especificas de mensajeros.

De todas formas el punto mas importante de regulaciéon opera a través del ARN
mensajero. Practicamente todos los mensajeros maduros de eucariotas tienen un 5°-
terminal m’G[5 ]ppp[5'IN cap, donde N es un nucleétido cualquiera, y una cola de poli-
(A) de 50 a 300 nucledtidos de largo. La caperuza o cap es importante pero no esencial,

mientras que la cola poli-(A) solo estimula la iniciacién de forma modesta. Sin embargo
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en condiciones normales actian de forma sinérgica para iniciar la traduccién. Este
sinergismo es mediado por interacciones entre proteinas que unen estos dos
elementos de los mensajeros, haciendo que estos adopten una conformacion circular.
Dichas proteinas son: el complejo elF4F y la proteina de unién a la cola poli-(A) (PABP).
Los mensajeros también pueden presentar estructuras secundarias a nivel del 5'-UTR,
asi como distintos largos del mismo, lo cual repercute en el grado de “traducibilidad”
del mensajero. Por otro lado, la sintesis proteica propiamente dicha comienza con el
primer coddn de iniciacion, frecuentemente AUG, aunque pueden presentarse mas de
un cododn de iniciacién, o codones de iniciacién no candnicos, como CUG, ACG y GUG.
La eleccién del coddn de iniciacion apropiado es determinada por el contexto
nucleotidico en torno al AUG, por ejemplo la secuencia GCC(A/G)CCAUGG es la dptima

en células de mamiferos.

La eficiencia traduccional intrinseca para un mensajero depende de importantes
elementos estructurales que acttan en cis, los cuales también juegan roles criticos en
la regulacién de la utilizacién de dicho mensajero. Es conveniente dividir estos
elementos dentro de dos categorias, aquellos elementos que actuan a través del
aparato traduccional, y aquellos cuyos efectos estdn mediados por factores especificos

gue actuan en trans.

En eucariotas, donde el principal mecanismo de iniciacién es cap-dependiente, los
elementos estructurales distribuidos a lo largo del mensajero determinan y modulan la
eficiencia traduccional del mismo. Mensajeros que son eficientemente traducidos
poseen un 5 -cap que es accesible a los factores de iniciacion, un coddn de iniciacién
cercano al extremo 5’, asi como una cola poli(A) de tamafio adecuado. Por otra parte,
la eficiencia traduccional de los mensajeros se ve disminuida por la presencia de
estructuras secundarias en el 5-UTR y/o por la presencia de codones de iniciacién o

UORFs (upstream Open Reading Frame).

Ademads de estas propiedades innatas, mds elementos en cis pueden estar presentes
en los mensajeros (principalmente en el 5 -UTR), permitiendo una regulacion temporal
de la eficiencia traduccional mediante factores que actien en trans. El nivel de

complejidad aumenta si consideramos la posible presencia de sitios internos de
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entrada ribosomal (IRES) los cuales requieren solo algunos de los factores de iniciacién
candnicos, o hasta ninguno de ellos en algunos casos. La presencia de estos IRES
permite al mensajero evadir los mecanismos reguladores que afectan la traduccién
cap-dependiente, lo cual permitiria que la traduccién del mismo ocurra en condiciones
donde la sintesis proteica ha sido inhibida, por ejemplo como ocurre en algunas

infecciones virales.

Por otro lado, el 3’-UTR posee un rico catalogo de elementos en cis que determinan la
estabilidad del mensajero y su localizacién en el citoplasma, y también sirven para
regular el inicio de la traduccion. Este tipo de control es mediado por proteinas que
actuan en trans y por micro ARN, los cuales han sido descubiertos recientemente y
poseen funciones reguladoras relevantes, que por razones de espacio no cubriremos

en esta tesina.

La estabilidad de los mensajeros es un factor de suma importancia a la hora de
determinar los niveles citoplasmaticos de ARNm y en cierta forma los niveles de
sintesis proteica. En muchos casos, la traduccidn tiene un rol directo en determinar la
estabilidad de los mensajeros, ya que se ha observado que puede ocurrir la
degradacion de los mismos de forma acoplada con su traduccién cuando existen
grandes pausas ribosomales (“no-go” decay) o fallas en la terminacién de la traduccion

(“nonstop” decay).
1.1.2) INICIACION DE LA TRADUCCION

El proceso de iniciacidn en eucariotas consiste en una serie de etapas en cada una de
las cuales intervienen uno o mas factores de iniciacién eucariotas (elF). Se han
caracterizado al menos 13 elF (mds de 30 cadenas polipeptidicas), con varias isoformas
y numerosos co-factores, cuyas funciones e importancia en la iniciacién todavia no se
comprende de forma completa[17,18]. Los factores candnicos son agrupados de
acuerdo a la etapa en la que actian, de todas formas, muchos factores son

multifuncionales y pueden actuar en varias etapas.

El primer paso en la iniciacidn es el ensamblado de elF2, GTP y el ARN de transferencia

Met

de la metionina de iniciacién (Met-tRNA;"") en un complejo ternario, cuya funcidn es
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transportar dicho transfer a la subunidad 40S, asi como también juega un rol clave en
identificar el coddn de iniciacidn. Luego de cada ronda de iniciacién, elF2 (una GTPasa
heterotrimérica) es liberado formando un complejo inactivo con GDP[19]. Como la
liberacion del GDP de elF2 es muy lenta, es necesaria la presencia de un factor
intercambiador de nucleétidos de guanina (GEF), llamado elF2B, el cual acelera el
remplazo de GDP por GTP al menos diez veces[20]. El cambio de GDP por GTP en elF2,

aumenta la afinidad de dicho factor por el transfer de iniciacidon[21,22].

Posteriormente, la interaccion entre el complejo ternario con la subunidad 40S forma
el complejo de pre-iniciacidon 43S (ver Figura 1.2), facilitado por la presencia de elF1,
elF1A y elF3[23,24]. También se ha implicado a elF5 en éste proceso ya que este
interactua con las subunidades de elF2 y elF3, por lo que pareceria ser reclutado a la
subunidad 40S por estos factores. Los mecanismos por los cuales todos estos factores
promueven de forma cooperativa la formacion del complejo 43S incluyen
interacciones directas entre elF2 y la subunidad 40S, interacciones entre los factores,
asi como cambios conformacionales inducidos en la subunidad 40S[25,26]. A pesar de
gue la mayoria de los mensajeros celulares presenten alguna estructura secundaria en
su 5°-UTR, el complejo 43S es capaz de unirlos gracias a la actividad cooperativa de
elF4F, elF4B y posiblemente PABP. La unién del complejo al ARNm comienza con el
reconocimiento del cap por parte de elF4E (subunidad del complejo elF4F). elFAE
consiste en ocho ldminas B curvadas antiparalelas, apoyadas en tres largas hélices[27].
Una vez unido el cap, este ultimo se mantiene entre dos residuos de triptéfano en la
superficie concava de elF4E, mientras que contactos adicionales entre el factor y el

nucledtido adyacente al cap estabilizan la unién de elF4E con el mensajero. Esta unién

Figura 1.2: Formacion del
complejo  43S. El complejo
ternario constituido por elF2, GTP
y Met-tRNAM se une a la
subunidad 40S formando el
complejo de pre-iniciacion 43S,
donde participan elF1, elF1A, elF3
y elF5. Figura adaptada de Acker
and Lorsch 2008.
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de elF4E al mensajero sirve a lavez para  a)

mediar la unién de los otros dos O
m7G AUGI—

componentes del complejo elF4F: elF4A

y elF4G. El complejo resultante es muy C g ‘)
m7G A UG m—
estable, muestra una alta afinidad por el

, . . . C
5’-cap y se disocia del mismo en forma )

lenta[28]. A la vez, la uniéon de PABP a
elF4G, aumenta aun mas la interaccion D)
entre elF4F y el cap, posiblemente al

inducir cambios conformacionales

adicionales en elF4E[28].

Figura 1.3: Representacion esquemdtica de
Asi, una vez cargado el complejo 43S en los posibles mecanismos de scanning del
complejo 43S sobre el ARNm A) Busqueda
lineal; B) Saltedndose algunos nucledtidos y
scanning del coddn de iniciacién sobre buscando en otros; C) Buscando solo en
determinadas regiones D) Pasando por alto

un mensajero, comienza la busqueda o

la regidon 5-UTR en direccién 3" hasta - ) )
toda la region y saltando directo al coddn

encontrar el codon de iniciacion de iniciacién. Figura adaptada de Mauro et
al. 2007

correcto en el contexto adecuado.

Estudios en microscopia crioelectrdnica, asi como otros estudios, sugieren que elFl y
elF1A colaboran en mantener el complejo 43S es una conformacién “abierta”
competente para buscar el coddn de iniciacidn, hasta que el correcto apareamiento de
bases entre el coddn y el anticoddn sea logrado[29]. Iniciar la traduccién en un codén
incorrecto es un problema potencialmente serio para la célula ya que resulta en la
produccién de una proteina truncada o fuera del correcto marco de lectura. De todas
formas la evolucion permitié incorporar numerosos pasos de control para asegurar

gue sea elegido el coddn de iniciacidn correcto.

Se ha propuesto que el movimiento o scanning del complejo 43S sobre el mensajero
puede ocurrir de varias maneras: i) de forma lineal buscando en todos los nucleétidos;
ii) saltedndose algunos de ellos y buscando en el resto; iii) buscando solamente en
determinadas regiones y saltearse las otras; iv) pasando por alto toda la regién y
saltando directo al coddn de iniciacion[30] (ver Figura 1.3). Sin importar por cual de

estas maneras el complejo 43S encuentra el coddn de iniciacién, una vez que lo hace,
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se detiene y forma el complejo de
iniciacion  48S donde existe una
interaccidon adecuada en el sitio P entre
el coddén y el anticodén[31] (ver Figura

1.4).

El apareamiento de bases entre el codén
y el anticoddn induce la hidrélisis de GTP

unido a elF2, mediada por elF5, con la

liberacion de P; lo que conduce a la

disociacion parcial de elF2-GDP[32]. La
Figura 1.4: Modelo del complejo de

forma Un'da a GDP del faCtOF e|F2 pOSE‘e iniciacion 48S. Se muestran las

una baja afinidad por el Met—tRNAiMEt, lo | interacciones entre los factores elF1, 2, 3,
4A, 4E, 4G, 5, Mnk, PABP, ARNm y la
subunidad 40S. La linea delgada representa
ARNt en el sitio P del la subunidad | el mensajero. Los tamanos de las proteinas
son  proporcionales a sus  masas

cual lo libera del ribosoma dejando el

40S[33]. A ti i6 IF5B dia |
331 continuacion € media 1a moleculares. Figura adaptada de Rhoads et

subsecuente disociacion de todos los | al. 2006.

factores de iniciacion, salvo elF1A, de la subunidad menor 40S. Como muchos de estos
factores de iniciacién se unen a la superficie correspondiente a la interface definida
entre las subunidades, impiden el cargado de la subunidad mayor. En este punto, la
funcién de elF5B pareceria ser el de remover todos esos factores para permitir el
ensamblado del ribosoma completo[33]. Posteriormente la hidrdlisis de GTP unido a
elF5B determina su liberacién del ribosoma entero 80S (ver Figura 1.5). Aqui ocurre
algo curioso, en el sentido que elF1A permanece unido al complejo de preiniciacién
una vez que se ha reconocido el codén de iniciacién. Esto se debe principalmente a
gue elF5B presenta un dominio de unién a elF4A, de esta forma elF5B puede ser
reclutado al complejo para ejercer su funcién y permitir el consecuente armado del

ribosoma completo.

Una vez completada la traduccidn, la disociacion de los ribosomas es esencial ya que
una nueva iniciaciéon solo puede ocurrir a partir de las subunidades libres. En
eucariotas no se conocen factores citoplasmaticos que medien el reciclaje ribosomal,

Unicamente se ha observado que elF3 tiene una actividad de disociacién ARN-dte[26],
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Figura 1.5: Representacion
esquemdtica de todo el proceso de
iniciacion de la traduccion. A) En
primer lugar, se forman los
complejos elF4F (compuesto por
elF4G, 4A y 4E) y el complejo 43S
formado por elF3, 1, 1A, elF2—GTP-
ARNt iniciador (Met-tRNAMeti),
elF5 todos unidos a la subunidad
ribosomal 40S; B) elF4E une el 5°-
cap del mensajero. La interaccion
entre elF4G y elF3 recluta el
complejo 43S. elF4B y elF4H
comparten un sitio de union comun
a elF4A y sus interacciones son
mutuamente  excluyentes. La
circularizacion  del  mensajero
mostrada en la figura 1.4 no se
muestra. C) El complejo 43S busca
en direccion 5°-3" hasta encontrar
alguna estructura secundaria que
lo detiene. D) elF4A, junto con otras
helicasas no candnicas y proteinas
accesorias desarman las
estructuras secundarias presentes
en los mensajeros. elF4B y elF4H
potencian la actividad de elF4A.
Asi, el complejo 43S retoma el
scanning hasta encontrar el coddn
de iniciacion. E) El reconocimiento
del coddn de iniciacion conduce a la
formacion del complejo 48S gracias
a la hidrdlisis de elF2-GTP mediada
por elF5. elF5B—GTP colabora con
el reclutamiento de la subunidad
mayor 60S al complejo 48S, para
formar el complejo 80S
desplazando elF2—GDP, elF1, 3, 4A,
4B, 4G, 4H y 5. F) elF5B-GDP junto
con elF1A son desplazados del
complejo ribosomal 80S. G) El
ribosoma completo se ha formado
correctamente y estd competente
para la  elongacion.  Figura
adaptada de Sonenberg et al. 2009
y Jackson et al. 2010.
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la cual es mejorada por elF1A y particularmente por elFl. Hoy en dia existe
controversia acerca de cual es el mecanismo que permite el reciclaje ribosomal y los
factores participes varian segun los autores. Sin embargo, es importante marcar que la
disociacion del ribosoma 80S vacio estd ligada directamente con la formacién del

complejo de pre-iniciacién 43S, el cual juega un rol clave en el inicio de la traduccién.
1.1.3) elF4A

elF4A es un factor de iniciacién altamente conservado en eucariotas[34], forma parte
del complejo elF4F y presenta funciones variadas en la iniciacion de la traduccién como
colaborar en la formaciéon de un complejo 43S estable y estimular la unién del
complejo ternario a la subunidad ribosomal 40S[35], colaborar con la busqueda del
coddn de iniciacidn, la seleccidon del mismo, con el cargado de la subunidad mayor 60S,
asi como también junto con elF1 reconoce errores de apareamiento entre el codén vy el
anticodoén, y previene la hidrdlisis prematura de GTP unido a elF2 inducida por

elF5B[36].

A nivel de su estructura, elF1A es un factor de iniciacién conservado: su ortélogo
procariota, IF1, es de una menor complejidad y consiste Unicamente de un dominio de
unién a oligonucledtidos/oligosacaridos (OB)[37]. La regidn central de elF1A presenta
un dominio OB de estructura similar a IF1, pero elF1A presenta ademads un pequefio
subdominio carboxi-terminal constituido por dos a hélices, asi como dos largas colas
no-estructuradas en sus extremos amino- y carboxi-terminal[24], denominadas NTT y
CTT por sus siglas en inglés: N-terminal tail y C-terminal tail. Las NTT y CTT son
importantes para la actividad de elF1A y han sido implicados en la estimulacidn del
reclutamiento ribosomal por parte del complejo ternario y la seleccién del coddn de
iniciacién[24]. Sin embargo, las NTT y CTT presentan efectos opuestos en la seleccién
del coddn de iniciacion: mientras que la CTT aumenta la estringencia en la seleccidn
del coddn de iniciacién y promueve la conformacién “abierta” del complejo mientras
que realiza el scanning, la NTT disminuye la precisién en la seleccién y promueve la

conformacion “cerrada ”[38].

elF4A, como subunidad del complejo elF4F, es el factor responsable del desarmado de

estructuras secundarias presentes en los 5°-UTR de los mensajeros[39]. elF4A es una
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helicasa del tipo DEAD-box, ubicada dentro de la superfamilia de proteinas SFll, por la
presencia de un motivo conservado de Asp-Glu-Ala-Asp (DEAD). Es posible que las
proteinas del tipo DEAD-box utilicen ATP para generar cambios estructurales sobre si
mismas y asi desarmar los duplex de ARN[40]. De esta forma, elF4A presenta una
activad ATPasa ARN-dependiente y una actividad helicasa ATP-dependiente la cual no
esta restringida de forma direccional, con lo cual puede actuar tanto hacia el extremo

3’,como 5" de la hebra de ARN[41].

Las diversas familias de helicasas presentes en la célula cumplen varias funciones
dentro de las cuales se incluyen la biogénesis ribosomal, transcripcidn, splicing,
exportacion de mensajeros, maduracion, degradacion y traduccion de transcriptos, asi
como el remodelado de particulas ribonucleoproteicas (RNP)[39]. Un caso donde se
resalta la importancia de las helicasas es en el inicio de la traduccién, dado que la
amplia mayoria de los mensajeros celulares presentan 5°-UTR estructurados. Mas aun,
se podria decir que mas de la mitad de los mensajeros transcriptos humanos presentan
de moderadas a fuertes estructuras secundarias en sus 5°-UTR[39], lo cual repercute
de modo directo en sus niveles de traduccion. De esta forma, debe existir un complejo
e integrado nivel de regulacién capaz de determinar cuales mensajeros deben ser
sometidos a la accion de elF4A para asi desarmar sus estructuras y ser correctamente

traducidos.

La reciente resolucion de la estructura cristalina de elF4A en levaduras ha permitido
empezar a comprender mejor su funcidn e interacciones con otros factores[42]. elF4A
presenta una estructura tipo mancuerna abierta, con dominios globulares conocidos
como NTD y CTD (dominios amino- y carboxi-terminales respectivamente, distintos a
las colas NTT y CTT presentadas mas atras) conectados por un fragmento de 11
residuos. Esta estructura se encuentra en equilibrio con una forma compacta en la cual
los dos dominios interactian uno con el otro. Tanto el ATP como el ARN, se unen a la
forma compacta y desplazan el equilibrio hacia esta conformacion. Las actividades
helicasa y ATPasa de elF4A son fuertemente estimuladas cuando éste forma parte del
complejo elF4F o cuando esta asociado a otros factores como elF4B y elF4H[41]. elF4B
es un homoélogo de elF4H a nivel de su secuencia aminoacidica, aunque contiene

dominios adicionales a nivel de los extremos amino- y carboxi-terminales. Estos dos
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factores estimulan la actividad helicasa de elF4A para resolver duplex mds largos y
estables[43]. Ambos son capaces de modular la afinidad de elF4A por ATP o ADP[44].
Recientemente se ha encontrado que elF4B y elF4H comparten un dominio de unién a
elF4A y sus interacciones con este factor son mutuamente excluyentes[45]. Estas dos
proteinas también aumentan la afinidad de elF4A por el ARN. A la vez, estos dos
factores interactian con el ARN mediante sus dominios con motivos de
reconocimiento de ARN[46], y esta interaccion podria ser importante para modular
estructuras locales sobre el ARNm. Por ejemplo, es posible que tanto elF4B como
elF4H estabilicen regiones de simple hebra en el 5'-UTR donde el complejo 40S se une
inicialmente[47]. También se ha postulado que estos dos factores pueden prevenir que
se vuelvan a formar las estructuras secundarias que recién han sido resueltas. A su vez,
pueden favorecer una procesividad 5° = 3’ para el movimiento de elF4A[44] y esta
misma direccionalidad para el complejo 435[39], ya que como se dijo mas atras elF4A
como helicasa no tiene definida una procesividad direccional y puede actuar en ambas

direcciones.

Como se menciond, elF4A es un componente clave de la iniciacién de la traduccién en
eucariotas, sin embargo todavia no se conoce con detalle como factores auxiliares
como elF4B (6 elF4H) y elFAG estimulan elF4A, asi como esta estimulacién contribuye
al proceso de iniciacion. A su vez, se han propuesto varios modelos para explicar las
interacciones entre elF4A y elF4G en la formacién del complejo elF4F, a continuacidn
se detallan los modelos aceptados hasta el momento. elF4G se conoce como una
proteina de scaffolding en el sentido que presenta varios sitios de unidon a otras
proteinas y le permite actuar como una plataforma en la cual convergen varios
factores. Por ejemplo, tanto el elF4G de mamiferos como de levaduras, contiene sitios
de unién a PABP, elF4A y elFAE, mientras que sélo el elFAG de mamiferos contiene
sitios de unidn adicionales para elF3 y la quinasa Mnk1[48] (ver Figura 1.6). Como se
decia, elF4G presenta dominios de unién a elF4A, particularmente elF4G de mamiferos
presenta tres dominios HEAT repetidos (Huntingtin — Elongation factor 3 — Subunidad
A de la fosfatasa 2A — Target de rapamicina) de unién a elF4A, uno en el tercio central
denominado elF4Gm y otros dos hacia el extremo carboxi-terminal denominado

elF4Gc[49]. Este ultimo es un dominio MA-3[50]. La interaccién entre elF4A y elFAGm
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Figura 1.6: Representacion estructural de elF4G. A) En colores se observan los distintos
motivos involucrados en interacciones proteina-proteina que justifican el término
asignado a elF4G como proteina de scaffolding, por la gran cantidad de interacciones
que mantiene; B) Se muestran los dos principales dominios de elF4G: elF4G-m y elF4G-c.
Figuras adaptadas de Nielsen et al. 2010 y Suzuki et al. 2008.

es suficiente para la traduccién cap-dependiente de mensajeros[51], y se cree que esta
interaccidon ayuda a unir el mensajero con elF4A y asi estabilizar la orientacion de los
interdominios amino- y carboxi-terminales de elF4A. También elFAGm ha sido
implicado en interacciones tanto con el mensajero, como con elF3[52]. Por otro lado,
el dominio MA-3 elF4Gc se piensa que jugaria un rol modulatorio, en el sentido que
competiria con el mensajero por unir elF4A y, en el caso de unirlo, estabilizaria la
conformacion inactiva del mismo[53]. Asi, los dos dominios de unidn a elF4A de elF4G

interaccionan de formas anticooperativas.

Mas alld de esto, un modelo tipo abrazadera se ha propuesto para explicar la
estimulacion de elF4A por parte de elF4G en humanos[54]. En este modelo elF4G
estabiliza una conformacion particular de elF4A que favorece su actividad. Acorde a
esto, una estructura cristalina del complejo elF4G-elF4A en levaduras ha demostrado
gue elF4A se mantiene en una conformacién ligeramente abierta[55] comparada con
la conocida conformacion cerrada de varias ATPasas que unen ARN[39]. De esta
manera, elF4G orienta los motivos conservados de elF4A de una forma tal que estos
sean capaces de unir ARN y ATP. En esta estructura, elF4A en ausencia de ATP,
interactla con elF4Gm de forma débil principalmente a través su dominio carboxi-
terminal (CTD). También interactia con el dominio MA-3 elFAGc al cual se une
fuertemente a través de sus dos dominios amino y carboxi-terminales, lo cual lo
estabiliza en su conformacion abierta inactiva y bloquea al menos parcialmente el sitio
de unién al mensajero. Sin embargo en presencia de ATP, se rompe la interaccién

entre el dominio MA-3 elF4Gc y el NTD, mientras que la interaccién entre elFAGm vy los
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dos dominos NTD y CTD se estabiliza (ver Figura 1.10 parte superior). Esto favorece la
conformacion cerrada activa, a la cual se unen de forma cooperativa el ARN, elF4H o

elF4B estimulando asi la traduccion cap-dependiente[49].
1.1.4) REGULACION AL INICIO DE LA TRADUCCION

El control de la traduccién en células eucariotas, en particular de la fase de iniciacidn,
es critica para la regulacidn de la expresién génica durante la privacién de nutrientes y
condiciones de estrés, desarrollo y diferenciacién, funcionalidad del sistema nervioso,
envejecimiento y enfermedades. Por ejemplo, en condiciones de estrés o de falta de
algun nutriente, los factores de iniciacion de la traducciéon son inactivados por
determinadas modificaciones post-traduccionales, lo cual inactiva la traduccién para la
amplia mayoria de los mensajeros celulares (ver mds adelante). Sin embargo,
mecanismos especializados han evolucionado para permitir que bajo esas condiciones
de estrés donde la gran parte de la traduccién estd reprimida, determinados
mensajeros que codifican para factores de transcripcidon particulares, por ejemplo,

sean traducidos.

Uno de los mecanismos claves del control traduccional que actda durante condiciones
de estrés, es la fosforilacion de elF2 a nivel de su serina 51 en la subunidad a (elF2-P),
lo cual repercute negativamente en el ensamblado del complejo ternario[56] (elF2,
GTP vy el transfer iniciador de metionina; ver secciéon 1.1.2). De forma paraddjica,
ademas de reducir los niveles de iniciacion de traduccidn generales en levaduras en
condiciones de privacion de aminodcidos, elF2-P induce la activacién traduccional de
un activador de la transcripcion en levaduras, GCN4, ya que puede superar los efectos
inhibitorios de cuatro uORFs (upstream open reading frames). En detalle lo que sucede
es que luego de la traduccién del primer uORF (UORF1), la subunidad 40S es capaz de
retomar el scanning y reiniciar la traduccién luego de unir un complejo ternario en los
siguientes UORFs que se presentan a continuacion (UORF2, 3 y 4). Sin embargo, cuando
los niveles del complejo ternario bajan por la privacién de aminoacidos por ejemplo, la
subunidad 40S luego de traducir el uORF1 no encuentra complejos ternarios
disponibles y recién reinicia la traduccién cuando ya superd los uORFs 2-4 y se

encuentra con el coddn de iniciacion de GCN4. Este factor de transcripcién activa una
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bateria de genes encargados de la biosintesis de aminoacidos[57]. Otro mecanismo
usado de forma extensa en eucariotas es el control de la tasa de iniciacidn regulando el
proceso de reconocimiento del 5°-cap por el complejo elF4F. Este reconocimiento
puede verse afectado por problemas en la interaccidon entre elF4G con elF4E. Esta
interaccion es inhibida por miembros de la familia de proteinas de unién a elF4E,
denominadas 4E-BPs[58], las cuales compiten con elF4G al compartir sitios de unién a
elF4E[59]. La unidn de las 4E-BP a elF4E es controlada por fosforilacidon, de modo tal
que las formas hipo-fosforiladas de 4E-BP unen fuertemente a elF4E, mientras que las
formas fosforiladas presentan una interaccién mds débil[58]. Una de las quinasas
criticas que fosforila las 4E-BPs es mTOR (mammalian target of rapamycin). mTOR se
ubica downstream de la quinasa Ser/Thr en la via de sefializacién PI3K/Akt por lo cual
es capaz de censar e integrar sefiales de estimulacién extracelular, disponibilidad de
aminodcidos y oxigeno, asi como el estado energético de la célula. De esta forma, en
presencia de las adecuadas sefiales extracelulares anteriores, mTOR se encuentra
fosforilada y activa, por lo cual determina la fosforilacion de, entre otros blancos, las
4E-BPs disminuyendo su atraccién por elF4E, activando en consecuencia la traduccion
(ver Figura 1.7). mTOR es responsable directo o indirecto de la fosforilacién de
importantes sustratos relevantes para la traduccidn, incluyendo elF4G y la quinasa S6,
la cual fosforila elF4B en su serina 422 y esto aumenta su interaccion con elF3[60]. La
quinasa S6 también fosforila PDCD4, un supresor de tumores presentado mas
adelante, lo cual lo conduce a su ubiquitinacién y degradacién por parte del
proteosoma[61]. La rapamicina es la droga mdas comun utilizada para inhibir la via de
MTOR en variadas situaciones patolégicas desde cancer hasta en el rechazo a
transplantes de dérganos. Los extensos estudios realizados con esta droga y su amplio
uso resaltan la importancia de la via de mTOR en un conjunto variado de procesos y
funciones celulares, que incluyen el crecimiento, envejecimiento, plasticidad sinaptica,

memoria, metabolismo, obesidad, cancer, etc.[62,63,64].
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EXTRACELLULAR STIMULLI:
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Figura 1.7: Mecanismos de activacion de la traduccion via mTOR. Las sefales extra-
celulares (nutrientes, factores de crecimiento), activan mTOR el cual forma un complejo
con otras proteinas y fosforila principalmente dos blancos: 4E-BPs y S6Ks lo cual activa la
traduccion por los mecanismos que se muestran (derecha). En ausencia de las
apropiadas sefiales extra-celulares, mTOR se encuentra inactivo y por lo tanto, 4E-BPs y
S6Ks se encuentran desfosforiladas, inhibiendo la traduccion como se muestra
(izquierda). Figura adaptada de Mamane et al. 2006.

1.2) COMPARTIMIENTO TRADUCCIONAL COMO REGULADOR DE LA
EXPRESION GENICA

Han sido varias las aproximaciones moleculares y tecnoldgicas que se han ido
desarrollando con los objetivos de comprender los mecanismos regulatorios de la
expresion génica y aproximarse a perfiles de expresiéon capaces de caracterizar y

explicar distintas condiciones fisioldgicas y/o patoldgicas. En este sentido, los primeros
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analisis se centraron en el estudio de la transcripcidn y la poblacién celular de ARNm,
los cuales a groso modo se han encargado de la caracterizacion de la expresion génica
durante las ultimas dos décadas. En este contexto, los analisis por microarrays
introducidos en la comunidad cientifica hace cerca de 15 afios[65] revolucionaron los
estudios de expresion que analizaban todo el genoma, lo cual reforzé en gran nivel el
entendimiento biolégico y molecular acerca de lo que ocurre en la regulacion de la
expresion génica, y los distintos patrones de expresidn que se observan en los modelos

particulares de estudio.

Sin embargo, desde una perspectiva bioldgica, el interés en este tipo de estudios de
expresion génica se centra en determinar exhaustivamente la poblacion de proteinas
gue componen el sistema de estudio, lo cual es conocido como proteoma. Sin
embargo, al analizar la poblacién total y estable de mensajeros en determinada
condicidn celular, conjunto conocido como transcriptoma, se estd todavia muy lejos de
obtener una estimacién que correlacione en forma adecuada con el
proteoma([66,67,68,69]. Esto se debe a varios mecanismos que actian desde que un
gen se transcribe hasta que se forma una proteina estable y funcional, considerando su
propia tasa de degradacion. Mas alld de los niveles de regulaciéon detectados vy
considerados cuando se trabaja a nivel del transcriptoma (sintesis de transcriptos,
estabilidad de los mismos y regulacidon a nivel de splicing alternativo), existen otros
mecanismos posteriores que afectan la correlacién entre transcriptoma y proteoma.
Entre ellos se encuentran el transporte de mensajeros, la eficiencia y control
traduccional, y la estabilidad de proteinas[70]. También existen otros mecanismos mas
puntuales como por ejemplo, el hecho de que no es posible una prediccién exacta del
producto proteico a partir de la secuencia nucleotidica del mensajero debido a la
presencia de IRES (internal ribosome entry sites), iniciacion en codones no tradicionales
(no AUG)[71] y otros mecanismos propios de la traduccién, como por ejemplo la
existencia de pausas ribosomales programadas que detienen la sintesis proteica

momentaneamente hasta que determinada sefial celular la re-active[16].

Estudios del genoma y su expresién han mostrado que la eficiencia traduccional
aparece como uno de los mecanismos claves para entender las diferencias entre la

cantidad estimada de ARNm y la poblacién de proteinas estable[70]. Por esto debe ser
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considerada como un factor clave en la determinacién de los niveles proteicos

estables.

Uno de los ejemplos que sefialan a la regulacion traduccional como un compartimiento
de considerable importancia para determinar la expresidn génica, son los estudios
relacionados al factor general de iniciacién traduccional eucariético elF4E. Este factor
es la limitante del reclutamiento ribosomal y de la eficiencia traduccional y se pudo
mostrar en los mencionados estudios, una relacion directa entre este factor de

expresion ubicua y el cancer([72].

Con el tiempo mas evidencia ha sido acumulada a favor de considerar el
compartimiento traduccional como un componente clave de los mecanismos efectores
de la regulacién génica. Esto implica cambiar el punto de vista mediante el cual
entendemos lo que ocurre en condiciones normales respecto a la expresion génica y
sus mecanismos regulatorios, y también respecto a lo que ocurre cuando dichos
mecanismos se desregulan causando condiciones patoldégicas severas como el
cancer[70]. Estas evidencias han hecho notar de forma consistente que la magnitud de
la regulacion originada en base a fendmenos implicados en la traduccién supera
ampliamente la regulacidon proveniente del nivel transcripcional, particularmente en
aquellos estudios donde estos dos niveles se estudiaron por separado en la misma

condicion.

A continuacion se plantea brevemente una serie de ejemplos de estudios que resaltan
la significancia de lo anterior. El primero de estos ejemplos abarca estudios acerca del
transcriptoma y traductoma (mensajeros asociados a maquinaria traduccional activa)
en un modelo de progresién de cancer colorrectal[73]. En este trabajo los autores
mostraron que la expresion génica diferencial se observaba en promedio cuatro veces
mejor a nivel traduccional que a nivel transcripcional. Los autores encontraron un
incremento en la forma hiperfosforilada de 4E-BP1 en el modelo mas avanzado de
cancer, lo cual resultaria en un incremento de la actividad de elF4E, el cual activa la
traduccional cap-dependiente. Los autores concluyen que la principal diferencia entre
la condicién tumoral primaria y avanzada radica en la habilidad de traducir, y no de

transcribir, ARNm, gracias a la activaciéon del factor de iniciacion elF4E. También se
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observo que mientras algunos procesos eran regulados en los dos niveles, otros como

la apoptosis, solamente se regulaba a nivel traduccional.

Un segundo ejemplo cubre el drea de estudio del estrés celular donde se han realizado
varios estudios de reclutamiento ribosomal. En éste ambito se ha encontrado una
importante regulacion a nivel del reclutamiento e inicio de la traduccién en
condiciones donde se inducen cambios en la expresién génica mediante radiacién
ionizante[74]. Estos autores encuentran que diez veces mas genes son afectados a
nivel traduccional respecto al nivel transcripcional luego de exponer a células
tumorales de cerebro humano a radiacién ionizante. Otro estudio al respecto involucra
distinta formas de estrés celular, por ejemplo la hipoxia en células HelLa[75]. También
un estudio mas reciente, analiza los cambios a nivel traduccional y transcripcional, en
condiciones de privacién de aminoacidos como elemento de estrés celular[76], en
levaduras mediante una nueva tecnologia que denominan ribosome profiling (6
ribosome footprinting), la cual se detallard mas adelante (ver seccion 3.2.2), donde los
autores encuentran las mismas caracteristicas de regulacion sesgada al control

traduccional que los ejemplos anteriores.

La lista de ejemplos recopilados puede seguir extendiéndose, donde cada vez mas
areas de estudio y funciones celulares son sometidas a este tipo de analisis. Sélo por
mencionar algunos casos donde la regulacién a nivel de la traduccion ha sido
demostrada como factor clave, se pueden mencionar los fenémenos de diferenciacion
celular[77], desarrollo celular estudiado en un modelo de embriogénesis de
Drosophila[78], espermatogénesis en los gametos masculinos[79], aprendizaje y la
memoria en mamiferos etc.[80]. También se encuentran aquellos genes criticos que
requieren un control preciso, como los relacionados al crecimiento y sobrevida celular.
La expresion de estos debe ser regulada cuidadosamente ya que su desregulacion
termina por afectar varias vias celulares que se ven generalmente desreguladas en
cancer[81]. Por ultimo se encuentran los sistemas biolégicos donde no existe control
transcripcional, por ejemplo en reticulocitos, ovocitos y virus ARN, en los cuales la
oportunidad de ejercer un control transcripcional es minima o nula, por lo cual la
expresion génica debe ser regulada Unicamente a nivel traduccional. También, un fino

control de la traduccién posibilita la regulacion del sitio de sintesis proteica dentro de
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la célula mediante el cual se generarian gradientes de proteinas. Estos gradientes se
sabe que afectan la eficiencia traduccional de otros mensajeros especificos, con lo cual
se podrian generar patrones de traduccién, lo cual es clave por ejemplo en el

desarrollo temprano.

Estas evidencias presentadas hasta el momento apuntan claramente a considerar la
traduccién como un fendmeno determinante en la modulacidn de la expresion génica.
La traduccion tiene la ventaja de ser uno de los ultimos actores capaces de determinar
y regular la poblacién celular proteica que explica los variados fenotipos encontrados
en los distintos modelos de estudio. A la vez, esta posicidn privilegiada la convierte en

un sitio importante de convergencia de varias vias celulares.

Respecto a este ultimo punto, es sabido que funciones aberrantes de los componentes
propios de la maquinaria traduccional subyacen una gran variedad de enfermedades
humanas incluyendo ciertos tipos de cancer y desordenes metabdlicos[56]. La mayoria
de los cancer son causados por desregulacion a nivel de las vias de sefalizaciéon
celulares que controlan el crecimiento y la proliferacion celular, y estas vias también
afectan la traduccion. Particularmente, el cancer se encuentra asociado a cambios
aberrantes en las cantidades y actividad de los factores de iniciacion, factores de

regulacién traduccional y ARNt[82].

2) PDCD4Y SUS FUNCIONES EN CANCER

2.1) PDCD4 COMO GEN SUPRESOR DE TUMORES

Programmed Cell Death 4 (PDCD4) es un gen supresor de tumores el cual fue
inicialmente identificado en una busqueda de genes cuya expresion aumentaba
durante la apoptosis[83]. Estudios posteriores mostraron que PDCD4 es realmente un
gen supresor de tumores involucrado en la regulacion de la transcripcion y traduccion
de ARNm, en las vias de transduccién de seiiales celulares y en la apoptosis, entre

otros[84]. Ha sido demostrado que PDCD4 suprime la transformacién celular en un
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modelo de progresion tumoral in vitro en queratinocitos de ratones[85], asi como
también se vio que inhibe la formacién tumoral en un modelo de carcinogénesis
cutanea in vivo también en ratones[85]. A su vez, recientemente ha sido reportada la
importancia funcional de PDCD4 en células tumorales humanas[86]. Se ha observado
que PDCD4 presenta bajos niveles de expresién en numerosos tipos de céncer
humanos, como los cancer de pulmén, mama, colon, higado, pancreas y ovario, entre
otros[86]. También una baja o nula expresién de PDCD4 ha sido asociada a la
progresién tumoral, movilidad e invasion de células tumorales y metdstasis[87,88].
Mds puntualmente, en un reciente trabajo se han encontrado en muestras de tumores
de estroma gastrointestinal bajos niveles de PDCD4 tanto a nivel de ARNm, como a
nivel proteico, respecto a muestras de tejidos normales[86]. En este mismo estudio
también se han asociado niveles alterados de expresién de PDCD4 con parametros
clinico-patoldgicos incluidos el grupo de riesgo, el tamafio del tumor y la mitosis. Por
otro lado se ha visto que una baja expresion de PDCD4 afecta la respuesta celular al

dafio al ADN[89,90].

PDCD4 codifica para una proteina muy conservada en vertebrados[84]. El gen humano
estd ubicado en la banda cromosdmica 10q24[91] y codifica para las dos isoformas
encontradas. La variante mas abundante es una proteina de 469 aminodcidos mientras
gue la segunda variante presenta un tamafio menor. Esta segunda variante utiliza un
coddn de iniciacion down-stream y un exén alternativo que se encuentra en marco de

lectura[92].

PDCD4 consta de tres dominios, uno amino-terminal de unién al ARN y dos dominios
MA-3 de interaccion proteina-proteina, uno central (MA-3m) y otro carboxilo-terminal
(MA-3c)[84]. A nivel de secuencia, la proteina cuenta con varios sitios plausibles de
modificaciones post-traduccionales, como pueden ser fosforilaciones que regulan su
actividad, degradacion y localizacién subcelular (ver Figura 1.8). Respecto a ésta
ultima, se especula que la proteina se encuentra en un continuo trafico nucleo-
citoplasma, ya que se ha reportado tanto una localizacion nuclear en tejidos normales
y una citoplasmatica en tumores[93], como también se ha observado lo opuesto:

localizacion citoplasmatica en tejidos normales y nuclear en tumores[94].
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Figura 1.8: Representacion estructural de PDCD4. Se observan los tres dominios de PDCD4:
el dominio de unién a ARN a la izquierda, y los dos dominios de interaccion proteina-
proteina  MA-3. También se observan los dos principales residuos plausibles de
modificaciones post-traduccionales. Figura adaptada de Lankat-Buttgereit et al. 2009.

PDCD4 es una proteina expresada en forma ubicua en los tejidos, pero se ha visto que
su expresion se ve disminuida en tumores y en apoptosis. Aun asi dependiendo del
inductor apoptdtico utilizado, su expresion puede verse incrementada[83] o
disminuida[95]. Esto sugiere que la expresién de dicha proteina estda sujeta a una
compleja red de regulacion dependiente de contextos celulares especificos. Algunos de
los mecanismos que controlan su expresion son conocidos: el mensajero de PDCD4 es
blanco de dos microARN que regulan su traduccidn en condiciones fisioldgicas
alteradas. miRNA-21 inhibe la traduccion de PDCD4 en tumores, particularmente
sélidos[96]. Recientemente se ha encontrado otro microARN, miARN-199a-5p, el cual
disminuye los niveles traduccionales de PDCD4 en células inducidas a apoptosis[92].
También como se comentd anteriormente la secuencia aminoacidica de PDCD4 incluye
dos sitios de fosforilacidon particulares, las serinas 67 y 457[97] (ver Figura 1.8). Al
respecto, la fosforilacion de PDCD4 por Akt y S6K1 en la serina 67 desencadena su
posterior degradacion mediante la ubiquitin-ligasa SCEPTP por la via proteosomal[61].
Los niveles proteicos de PDCD4 no son solo regulados por los mecanismos descritos
anteriormente (microARN y degradacién proteosomal disparada por fosforilacion),
sino que también existe regulacidn a nivel de la transcripcion y mecanismos
epigenéticos involucrados. Al respecto se puede aportar brevemente que se ha
encontrado que el factor de transcripcién v-Myb es un inductor de la transcripcion de
PDCD4[98]. Mientras que, a nivel epigenético, el grado de metilaciéon del ADN también
podria regular la expresion de PDCDA4. Se ha visto que la desmetilacion global del ADN
induce su expresion[99], y también la metilacion de las islas CpG hacia el extremo 5’
del gen han sido asociadas con niveles reducidos de mensajero de PDCD4 en lineas

celulares humanas de glioma[100] (ver Figura 1.9).
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Respecto a las funciones de PDCD4 es
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Sin embargo, tanto el mecanismo por el cual actia PDCD4 a nivel traduccional y cuales
son sus blancos traduccionales, no se conocen con certeza. Son varios los estudios que
proponen distintos mecanismos para explicar la accion de PDCD4 en la maquinaria
traduccional. Los trabajos mas actuales proponen que son necesarias interacciones
ARN-proteina y proteina-proteina para que PDCD4 reconozca estructuras secundarias
en los 5-UTR o reconozca una secuencia dentro de la region codificante e inhiba la
traduccién de forma especifica de ciertos ARNm. Se ha visto que PDCD4 interacciona
tanto con los factores de iniciacidon eucaridticos elF4A y elF4G asi como con proteinas
del scaffolding que se encuentran en el complejo de iniciacién 40S y complejo de
preiniciacion 435[50,102,103]. En condiciones normales elF4G une elF4A e
interacciones adicionales activan este ultimo factor para que manifieste su actividad
de ARN helicasa. Esta permite resolver estructuras secundarias en los 5-UTR que
inhiben la traduccién de los ARNm, involucrados principalmente en la oncogénesis.
Esto activa la traduccién cap-dependiente de esos ARNm. Evidencias recientes apuntan
hacia el hecho de que PDCD4 compite con elF4G y con el ARNm por la unién a elF4A,
pudiendo lograrlo en determinadas condiciones aunque sin desplazar por completo a

elF4G del complejo de iniciacion en formacion[53]. Esta unidon de PDCD4 a elF4A, que
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pareceria ser de gran estabilidad, bloquearia el sitio de unién de elF4A al ARN,
estabilizando la conformacién abierta inactiva del complejo de iniciacion[53] (ver
Figura 1.10 y seccién 1.1.3). De esta forma, la interaccion de PDCD4 con elF4A inhibe

su actividad helicasa, lo cual de forma directa inhibe la traducciéon cap-dependiente de

ciertos mensajeros que aun no se conocen con detalle.

Figura 1.10: Representacion esquemdtica del mecanismo de accidon propuesto para
PDCD4. En este modelo simplificado, en ausencia de ATP la interaccion entre elF4Ay el
dominio MA-3 de elF4G estabiliza la conformacion abierta inactiva de elF4A (elF4Ai),
y bloque al menos en parte el sitio de union a ARN de elF4A. Ademds esta interaccion
disminuye la afinidad de elF4A por ATP y ADP cerca de tres veces, favoreciendo este
estado libre de nucledtidos. En presencia de ATP, ARN, elFAGm, y elF4, estos se unen
de forma cooperativa a elF4A promoviendo su conformacion cerrada activa (elF4Aa),
y estimulan la actividad helicasa de elF4A. Se ha propuesto que PDCD4 bloquea el sitio
de union a ARN de elF4A, lo cual previene el cambio conformacional requerido para la
formacion del complejo activo. Interacciones adicionales entre PDCD4 y elFAGm
podrian ayudar a mantener atrapado a elF4A en su conformacion inactiva,
inactivando asi todo el complejo elF4F. Figura adaptada de Waters et al. 2011.
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2.2) PDCD4 COMO REGULADOR DE LA TRADUCCION

Actualmente se conoce la existencia de tres blancos traduccionales de PDCD4. Esto
implica que los ARN mensajeros de dichos blancos, son reconocidos de forma
especifica por PDCD4 y su traduccién es inhibida. Estos tres blancos traduccionales
encontrados son los mensajeros de c-Myb[104], procaspasa-3[92] y p53[105]. Genes

que se encuentran implicados de forma directa en procesos tumorales y apoptéticos.

e c-Myb: El gen c-myb codifica para un factor de transcripcion clave para la
hematopoyesis[106], asi como para el desarrollo normal de los linajes mieloides y
eritroides y la diferenciacién de células B y T[107]. La actividad de c-myb como factor
de transcripcidon es sumamente variable y depende tanto de modificaciones post-
traduccionales, como de los eventos de splicing alternativo y el importante uso de
exones alternativos que ocurre en este gen. Estas variaciones pueden convertirlo en
una potente oncoproteina capaz de transformar células[107], por lo cual ademas de su
actividad como factor de transcripcion también es descrito como un oncogen

humano[108].

En este caso en particular, los autores mostraron mediante ensayos de Western blot,
Northern blot, fraccionamiento subcelular y ensayos con inhibidores del proteosoma,
gue PDCD4 es capaz de inhibir la traduccion del mensajero de c-myb sin afectar sus
niveles transcripcionales, su estabilidad ni su exportacién nucleo-citoplasma. Este
resultado también fue confirmado analizando las cantidades de mensajero de c-myb
en las distintas fracciones ribosomales, donde se vio que en presencia de PDCD4 las
cantidades de mensajero de c-myb en la fraccion polisomal disminuyen
significativamente. Por otro lado, mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion y qRT-
PCR para detectar el ARN co-inmunoprecipitado, los autores demostraron la asociacidn
directa de PDCD4 con el mensajero de c-myb in vivo. Por Ultimo generando distintas
deleciones en el mensajero de c-myb y aplicando los métodos anteriores de co-
inmunoprecipitacién y deteccién del ARN co-inmunoprecipitado por gRT-PCR, los
autores mostraron que la regién de unidon de PDCD4 al mensajero de c-myb se

encuentra dentro de la secuencia codificante de dicho mensajero[104].
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e Procaspasa-3: Por otro lado, se identific6 a PDCD4 como un regulador de la
apoptosis ya que se demostrd que era capaz de inhibir la traduccién del mensajero de
la procaspasa-3[92]. Las caspasas son una familia de cistein-proteasas encargada de
ejecutar la apoptosis, en las cuales convergen las distintas vias que se inician en los
fenédmenos de muerte celular programada[109]. Las caspasas son expresadas como
zimégenos (procaspasas) de forma tal que son activadas por protedlisis limitada una

vez se ha inducido la apoptosis.

En este caso los autores observaron que PDCD4 regulaba la sensibilidad a la apoptosis
de las células. Para encontrar como ejercia dicha regulacién, analizaron que factores
apoptéticos aumentaban su expresion al silenciar PDCD4. Resultados preliminares
mostraron que la pérdida de PDCD4, aumentaba la traduccidon del mensajero de la
procaspasa-3. Para confirmar que PDCD4 inhibe la traduccidn del mensajero de la
procaspasa-3 los autores trabajaron en un sistema libre de células donde realizan la
traduccién de dicho mensajero, en presencia o ausencia de PDCD4. Luego mediante
Western blot, co-inmunoprecipitacion y deteccién del ARN co-inmunoprecipitado por
RT-PCR, se puede concluir que PDCD4 suprime la traduccién de forma especifica del

mensajero de la procaspasa-3 y que existe una interaccion directa entre ellos.

Los autores también demostraron un nuevo mecanismo de represién traduccional
ejercido sobre PDCD4 y operado por un microARN, el cual es capaz de explicar los
bajos niveles proteicos de PDCD4 encontrados en condiciones de estimulacidon
apoptética[92]. Ese nuevo microARN, miARN-199a-5p, derivé de andlisis
computacionales preliminares y fue confirmados mediante ensayos donde se
transfectan células con dicho microARN vy luego se cuantifican los niveles proteicos de

PDCD4 por Western blot.

e p53: Por ultimo también se demostré que el mensajero de p53 es otro blanco
fisioldgico de PDCD4[105]. En este caso, los autores demostraron que este efecto
inhibitorio de PDCD4 depende de su habilidad de interactuar con elF4A y esta mediado
por la region 5-UTR de p53, la cual se sabe que forma una estructura secundaria

estable particular[110]. A su vez, también observaron que la expresion de PDCD4 se
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encontraba disminuida luego del tratamiento con agentes de dafo al ADN,

involucrando de forma directa a PDCD4 con la respuesta celular al dafio en el ADN.

La proteina p53 es un factor clave regulador de la sobrevida y muerte celular cuyas

funciones se encuentran finamente controladas en varios niveles. Ha sido bien

establecido que p53 participa en el balance entre la muerte celular, la senescencia y la

sobrevida celular en respuesta a varios agentes genotodxicos. A la vez hay evidencias

claras de que p53 presenta roles en la regulacidon del metabolismo energético celular,

funciones antioxidantes, autofagia, invasién y movilidad, angiogénesis, diferenciacion,

necrosis e inflamacion[111,112].

En este caso los autores demostraron por co-inmunoprecipitacion y RT-PCR para

detectar el ARN co-inmunoprecipitado, que PDCD4 interacciona con el mensajero de

p53. También por PCR cuantitativa en tiempo real
de las distintas fracciones ribosomales
demostraron que al silenciar PDCD4 la cantidad
de mensajero de p53 en la fraccidn polisomal
aumentaba. Con esto, los autores concluyen que
PDCD4 se asocia al mensajero de p53 y suprime
su traduccion. Por otro lado, los autores también
observaron que los niveles proteicos de PDCD4
disminuyen luego de tratar las células con agentes
de dafio al ADN como luz UV por ejemplo. Esto
sugiere un modelo en el cual PDCD4 suprime la
traduccién de p53 en ausencia de dano al ADN,
manteniendo bajos niveles de p53 en condiciones
normales. En presencia de dafio al ADN, los
niveles de PDCD4 disminuyen lo cual incremente
de forma directa los niveles de p53 necesarios
para mantener la homeostasis de la célula (ver

Figura 1.11).
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Figura 1.11: Modelo esquemdtico
propuesto para explicar la funcion
de PDCD4 en la inhibicion de la
traduccion del mensajero de p53,
en condiciones normales (A) y
luego de la induccion de dafio en
el ADN (B). Figura adaptada de
Wedeken et al. 2011
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3) METODOS DE ESTUDIO DE EXPRESION GENICA
ENFOCADOS A LA TRANSCRIPCION Y TRADUCCION DE ARN
MENSAJEROS.

3.1) METODOS CLASICOS

La determinacidon de la identidad y cantidad de proteinas producidas en una situacion
biolégica determinada es informacion muy preciada para comprender diversos
aspectos fisioldgicos de un sistema en estudio. Con los objetivos de entender los
distintos fenotipos observados, el estudio de la expresién génica implica entre otras
cosas, determinar la poblacién total de proteinas del sistema en estudio, incluyendo el
estudio de los niveles de ARNm. Los métodos actuales conocidos hoy en dia para la
determinacién de proteinas son muy variados y diversos e incluyen desde los mas
basicos con poca sensibilidad, como medidas espectrofotométricas de absorbancia,
hasta técnicas mds complejas y modernas como espectrometria de masas. Sin
embargo, la identificacion y caracterizacién de todas las proteinas individuales
producidas por una célula (en el orden de varios miles proteinas) mediante
espectrometria de masas puede requerir de mucho entrenamiento. También la
sensibilidad de la técnica no permite siempre detectar proteinas presentes en bajas
cantidades, asi como tampoco es capaz de detectar pequefios cambios en los niveles
de determinadas proteinas[113,114], lo cual es a veces el principal fundamento para
explicar un fenotipo en particular. Por ésta razén es continuo el esfuerzo llevado a
cabo para desarrollar técnicas nuevas, que permitan poder alcanzar visiones
alternativas del proteoma celular. Una aproximacion utilizada con frecuencia para
lograr esto es la identificacion masiva de los ARN mensajeros presentes en un
momento dado de la vida de un sistema biolégico por microarrays de ADN[115]. El set
completo de transcriptos de una célula en un estado fisioldgico y de desarrollo
particular, asi como sus cantidades, es conocido como transcriptoma[116] y representa
una conexion importante entre la informacién codificada en el ADN y el fenotipo. Al
respecto, la tecnologia de expresidon génica cuantificada por microarrays ha tenido

resultados muy importantes acerca de como el transcriptoma cambia en funcion del
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tipo celular y tejido, y de como cambia la expresion génica a lo largo del desarrollo y en

fenotipos alterados[117].

Respecto a la metodologia de esta técnica, los microarrays constan de un set de
oligonucleédtidos (aproximadamente de 60 nucledtidos de largo) conocidos como
sondas, los cuales se encuentran inmovilizados a un soporte sélido llamado chip. Este
chip es sometido a una hibridacidon con el conjunto de transcriptos extraidos de la
muestra bioldgica que se estd estudiando. Antes de la hibridacidn, estos fragmentos
son marcados con determinado fluorescente. De esta forma, luego de hibridar, por
complementariedad de bases y reacciones de color, puede ser detectada la presencia
de algun mensajero en particular y la intensidad de luz puede ser entendida como una
medida de la expresidn génica (ver Figura 1.12). Asi los microarrays de ADN son una
técnica dependiente de conocimientos previos ya que se debe conocer la secuencia del
transcripto cuya presencia se estd cuestionando, o parte de ella, para disenar la sonda
del chip. De todas formas, su principal ventaja es ser una técnica cuantitativa, capaz de

generar informacion de forma masiva[117,118].

La informacién generada por microarrays acerca de la identidad y cantidad relativa de
todos los ARNm presentes en una muestra biolégica en un momento dado[115], es
sumamente Gtil en cuanto a estudiar la transcripcidon del genoma en una célula, pero
es solo aproximado o indicativo de que proteinas van a ser traducidas a partir de
dichos mensajeros observados. Esto es debido mayoritariamente, a la extensa
regulacién post-transcripcional ya mencionada. La disparidad entre la prediccién del
proteoma por parte del transcriptoma identificado y cuantificado por microarrays y el
proteoma en si determinado por espectrometria de masas se observa en que el
coeficiente de correlacion (R?) entre ambos es, en algunos casos, tan bajo como

0,17[76].

Una mejor aproximacion al estudio del proteoma celular es identificar y cuantificar los
mensajeros presentes en la maquinaria traduccional activa, o sea en polisomas[119].
De esta forma se analizan solamente los transcriptos que se estan traduciendo vy
generando proteinas, lo cual mejora la correlacidn con el proteoma. Sin embargo, no

se han eliminado problemas o desventajas inherentes a la técnica como el
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requerimiento previo de informacién, su deficiencia para detectar variantes de

splicing, y el hecho de que se detecte la cantidad de acidos nucleicos presentes en la

muestra de forma indirecta, asi como su menor sensibilidad respecto de las técnicas de

secuenciacion masiva como se comentara mas adelante.
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Figura 1.12: Esquema de flujo de trabajo y produccion de datos en un experimento de
microarrays de ADN. Estos experimentos requieren el marcado fluorescente del material a
analizar, hibridaciones, lavados y un scanning con un Idser adecuado para obtener
medidas de expresion génica. Si la muestra consta de ARN, primero debe ser convertida a
ADNc. De esta forma los genes mds expresados se verdn reflejados en mds sitios de
hibridacion y mayor intensidad de fluorescencia. Figura adaptada de Malone and Oliver

2011
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3.2) NUEVAS METODOLOGIAS: SECUENCIACION MASIVA DE ARNm

Las tecnologias de secuenciacion masiva de moléculas de ADN permiten que un
fragmento de ADN sea secuenciado repetidamente en un muy pequefio lapso de
tiempo. Este procedimiento permite un incremento en la sensibilidad y precisién de la
informacién generada[117]. Estas técnicas en particular han sido modificadas para su
aplicacion en al andlisis del transcriptoma, lo cual se denomina RNA-Seq[120]. En lugar
de recurrir a la hibridacién molecular para capturar los transcriptos de interés, como
ocurre en microarrays, en los analisis mediante RNA-Seq los transcriptos se detectan
por secuenciacion directa del ADN copia generado a partir de ellos. Asi, las secuencias
de los transcriptos son mapeadas contra un genoma de referencia, y las lecturas
mapeadas son contadas para evaluar el nivel de expresion génica. De esta forma la
expresion génica es entendida como el nimero de lecturas mapeadas en un gen o
region gendmica. Particularmente la expresidén génica es cominmente expresada en
unidades de RPKM (Reads Per Kilobase of exon model per Million mapped reads). El
valor de expresidn génica evaluado en RPKM es una medida de la densidad de lecturas
a lo largo del gen, lo cual refleja la concentracién molar inicial de dicho transcripto en
la muestra, ya que normaliza el nimero de lecturas por el largo exénico del gen y por

el total de lecturas mapeadas.

Existen varias cosas que los analisis del transcriptoma mediante RNA-Seq pueden
hacer que los microarrays no. Como el RNA-Seq nos aporta un acceso directo a la
secuencia, las uniones entre los distintos exones pueden ser detectadas sin un
conocimiento previo de la estructura génica. También pueden ser detectados eventos
de edicion de ARN y el conocimiento a priori de los polimorfismos, puede aportar una
medida directa de la expresidon alelo-especifica. Debido a que los microarrays son
disefiados en base a inferencias derivadas de una secuencia gendmica conocida de
ante mano y se utiliza la intensidad de la luz como medida de la expresidon génica,
éstos no son capaces de responder las interrogantes planteadas anteriormente[117].
Por ultimo, como el RNA-Seq nos provee un acceso directo a la secuencias, esta técnica
puede ser utilizada en especies donde el genoma entero de las mismas no se
encuentra disponible, mediante analisis de novo. En este caso la Unica opcién en el

contexto de los microarrays seria hibridizar las moléculas de ARN en un chip disefiado
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para otra especie cercana, asumiendo las limitaciones generadas por la divergencia a

nivel de secuencia.

Otra caracteristica importante de los analisis mediante RNA-Seq es su capacidad de
cuantificar isoformas individuales de los distintos transcriptos[121]. El splicing
alternativo, mecanismo por el cual se generan distintas isoformas de una misma
proteina, se sabe que es una importante fuente de diversidad funcional en eucariotas.
Sin embargo, ha sido poco estudiado a nivel del transcriptoma principalmente por la
dificultad de medidas de expresidn capaces de discernir entre las distintas isoformas.
Experimentos de microarrays para splicing han sido disefiados pero requieren sondas
capaces de reconocer las uniones exon-exén, y esto solo puede ser generado si el gen
y las distintas isoformas producidas son conocidas a priori[122]. En contraste, la
secuenciaciéon masiva y andlisis mediante RNA-Seq nos aportan un acceso directo a las
secuencias que mapean en las uniones, y esto en teoria nos permite estudiar la
expresion diferencial de las isoformas para un gen y comparar su diversidad y
abundancia[123]. Por ejemplo mediante andlisis por RNA-Seq, se confirmaron en
humanos 31.618 eventos de splicing conocidos y se identificaron 379 eventos
nuevos[124]. También se identificaron correctamente los extremos 5 y 3" de los
genes, y los resultados arrojados han sugerido la existencia de un gran nimero de
regiones del genoma transcriptas, ya sea para A. thaliana[125], ratén[120],
humano[124], S. cerevisiae[126] y S. pombe[127]. Estas nuevas regiones transcriptas,
combinadas con muchas variantes de splicing encontradas que no se conocian,
sugieren que existe una complejidad mayor en el transcriptoma respecto de la

apreciada previamente.

Sin embargo, las caracteristicas de un RNA-Seq no son siempre ventajosas respecto a
microarrays. Por ejemplo la mayor ventaja actual de microarrays es su relativo bajo
costo comparado con la secuenciacion, que cuesta aproximadamente 10 veces mas
que los microarrays[117]. Otra de las principales ventajas de microarrays es el
conocimiento del sesgo de los datos y de las diversas estrategias y disefios
experimentales planteados para solucionarlos. Por su lado, las fuentes de sesgo en los

datos provenientes de secuenciacidn masiva estan todavia en una intensa bldsqueda, a

pag. 39



la vez que se desarrollan continuamente estrategias Optimas para perfeccionar los

analisis[128].

La capacidad tecnolégica de secuenciar muestras de ADN ha jugado un rol mas que
importante en los avances de la biologia molecular. Mds alld del caso puntual de
analisis mediante RNA-Seq para el estudio del transcriptoma, las tecnologias de
secuenciacion masiva han alcanzado el estudio del genoma, epigenoma vy
metagenoma. Dentro del genoma, se destaca la secuenciacién de novo de grandes
genomas eucarioticos[129], asi como el re-secuenciado de todo el genoma humano en
busca de mutaciones puntales, nimero de copias y variaciones estructurales, entre
otros[130,131]. Respecto al epigenoma se han generado varios avances respecto a la
identificacidon de factores de transcripcion y sus blancos directos[132] y patrones de
metilacion del ADN[133]. Por ultimo respecto al metagenoma, las contribuciones mas
importantes se han hecho en el drea del ambiente[134] y en el drea del microbioma

humano[135].

3.2.1) NEXT GENERATION SEQUENCING (NGS)

Como una de las tecnologias claves en la investigacidn bioldgica, la secuenciacién del
ADN no solo ha incrementado su productividad en los ultimos afios de manera
exponencial, sino que también se ha expandido a nuevas areas con diversas
aplicaciones. Esto se debe principalmente a la llegada de nuevas generaciones de
plataformas de secuenciacién que ofrecen un camino mas rapido y barato para
generar y analizar secuencias[136]. Puntualmente las tecnologias de Next Generation
Sequencing corresponden a la segunda generacion de técnicas de secuenciacién de

acidos nucleicos.

A continuacién se describen brevemente dos de los instrumentos correspondientes a
las tecnologias de NGS, los cuales fueron utilizados para generar las secuencias que se
utilizan en el capitulo 3 y 4. Estas son las plataformas de lllumina Genome Analyzer, y
Life Technologies SOLiD System respectivamente. Existe una tercer plataforma
disponible que corresponde a la tecnologia de Roche 454 Genome Sequencer, no
descrita aqui. Todas ellas adoptan conceptualmente similares flujos de trabajo, en el

sentido de que constan de la preparacién de una biblioteca de ADN, amplificacion de la
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misma y posterior secuenciacién. Las diferencias principales entre estas tres respectan
a la bioquimica y enzimatica propia de la secuenciacidn, asi como también existen

variaciones en los soportes fisicos utilizados donde ocurre la secuenciacién[136].

e [llumina (Solexa) Genome Analyzer

En este caso la muestra de ADN a secuenciar es fragmentada por un mecanismo
hidrodindmico de ondas sonoras, que genera fragmentos de menos de 800 pares de
bases (pb) de longitud. Los fragmentos generados tienen extremos romos y son
fosforilados, de esta forma un nucleétido de adenina es agregado a los extremos 3'de
los fragmentos. Luego los fragmentos son ligados a adaptadores que presentan una
timina saliente que reconozca la adenina incorporada anteriormente. Los fragmentos
con un tamafio de entre 200 y 300 pb son seleccionados. Dichos fragmentos son
sometidos a una PCR donde el disefio de los primers permite incorporar a los
fragmentos las secuencias P5y P7 que seran de utilidad en los préximos pasos. De esta
forma la secuencia de interés queda flanqueada en ambos lados, primero por los
adaptadores, y de forma mas externa por las secuencias P5 y P7. Previa
desnaturalizacion, los fragmentos son inmovilizados por uno de sus extremos en un
soporte sélido, conocido como flow cell, donde los fragmentos se unen al azar a la
superficie. Esta superficie se encuentra densamente recubierta por los adaptadores
gue reconocen las secuencias P5 y P7, y por sus adaptadores complementarios. De
esta forma cada fragmento simple hebra es inmovilizado generando una estructura de
puente ya que una vez que un extremo del fragmento se une a la superficie sélida, el
otro extremo libre es unido por los adaptadores complementarios. A continuacion, los
adaptadores de la superficie actian como primers para la amplificacion por PCR:
aportando mezclas adecuadas al flow cell que contengan los reactivos necesarios, los
fragmentos de ADN son amplificados por una “PCR puente”, del inglés “bridge PCR”,
proceso caracteristico de esta tecnologia[137,138]. Después de varios ciclos de PCR, se
generaron cerca de 1000 copias de cada fragmento original lo cual representa una
colonia o cluster, fijado a la superficie. Posteriormente, la superficie es lavada y se
agrega la mezcla para la reaccién de sintesis de ADN y secuenciacion. Esta mezcla
contiene cuatro nucledtidos de terminacion reversibles acoplados a un fluoréforo

particular. Luego de incorporarse a la cadena de ADN, una cdmara es capaz de detectar
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segun el color, tanto que nucledtido fue incorporado como la posicion en la superficie
de la cual deriva el color identificando cada clister de forma individual. Después, tanto
el grupo de terminacion en el extremo 3°, como la marca fluorescente del nucledtido
recién incorporado son removidos. De esta forma se procede a la repeticidon de este
ciclo por un niumero determinado de veces, entre 35 y 100 veces. Un algoritmo propio
del instrumento asigna un valor de calidad a cada nucleétido lo que permite evaluar la
calidad de los datos generados en cada corrida para remover aquellas secuencias de

baja calidad.

En 2008 I/llumina presenté una actualizacién de la tecnologia presentada
anteriormente, dicha actualizacién fue nombrada el Genome Analyser ll, el cual ofrece
una poderosa combinacién entre los modulos cBot y Paired-End[139]. El cBot es un
sistema automatizado revolucionario capaz de crear los clusters clonales a partir de
una simple molécula de ADN. Por su parte, el médulo Paired-End introduce una simple
modificacion en la preparacién de la libreria para leer hebras simples de ADN,
mediante la cual facilita la lectura de ambas hebras (forward y reverse) de cada cluster.
Esto permite obtener informacién adicional ya que ademds de conocerse las
secuencias de los dos extremos o ends, se conoce informacidon acerca de su
posicionamiento, ya que en funcidén del protocolo establecido se puede saber que
ambas lecturas se encuentran separadas por determinada cantidad de nucleétidos.
Esta informacion adicional tiene como principal ventaja que permite un alineamiento
mas preciso. Una corrida tipica de Paired-End puede alcanzar cerca de 200 millones de

lecturas dobles de 75 bases.

Recientemente lllumina presentd su ultimo modelo, el HiSeq 2000. Este instrumento
maximiza las cantidades de lecturas simples y paired-end realizadas, alcanzado valores
de 187 y 374 millones de lecturas por linea respectivamente. También duplica la
cantidad de bases capaz de leer respecto a su antecesor, el HiSeq 1000, alcanzando las

600 gigabases[140]

e Life Technologies SOLID system
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Life Technologies SOLID system es una tecnologia basada en la secuenciacién por
ligacidn, que tiene sus origenes en el 2005[141,142]. En esta tecnologia, dos tipos de
bibliotecas pueden ser construidas: bibliotecas de fragmentos simples o apareados.
M3s alla de esto, la tecnologia implica que los fragmentos de las muestras sean ligados
a determinados adaptadores y unidos a pequefias perlas, como en la tecnologia 454.
Luego dichos fragmentos son amplificados por una PCR en emulsién o emPCR,
desnaturalizados y seleccionados (etapa de enriquecimiento). Estos fragmentos son
modificados a nivel de su extremo 3’, lo cual permite su unidn covalente a una ldmina
de vidrio, donde ocurrira la reaccion de secuenciaciéon. El método de secuenciacion es
basado en una ligacidn secuencial con oligonucledtidos marcados[143]. En un primer
paso, se procede a la hibridacién de uno de los primers que reconoce una secuencia
correspondiente al adaptador. A continuacién un set de 16 oligonucleétidos
(octameros) marcados de forma fluorescente con cuatro fluorocromos distintos,
compiten para unirse al primer de secuenciacion y a la hebra de ADN a secuenciar.
Estos octameros presentan bases degeneradas (N) en sus primeros tres nucledtidos,
mientras que las ultimas tres bases son universales (Z). Solo la cuarta y quinta base del
octamero son las interrogadas. Como existen 16 arreglos posibles de dos bases, y solo
se trabaja con cuatro fluorocromos, la seial de un color da lugar a cuatro posibles
dinucledtidos, sin embargo un sistema de doble interrogante elimina esta

indeterminacion.

En esta primera instancia, se determinan que cuatro posibles dinucledtidos estan
presentes en la posicion definida como 1y 2 (bases 4 y 5 del octamero) en funcién del
color aportado por el fluorocromo particular. A continuacién, se remueven tres
nucledtidos del octdmero desde su extremo 3°, hasta los nucledtidos recién
determinados. De esta forma la marca fluorescente del octdmero es removida. Luego
otro ciclo de hibridaciéon y ligacidn es llevado adelante donde en este caso se
determinaran las bases 6 y 7 de la secuencia problema. En el ciclo posterior las bases
determinadas seran las nimero 11y 12, y asi consecutivamente. Subsiguientes rondas
de hibridacion vy ligacién permitiran el secuenciado del fragmento de ADN cada cinco

bases.
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Luego de dichos ciclos, el producto de extensidn sobre la hebra a secuenciar es
removido y el ciclo vuelve a comenzar. En esta segunda etapa, un proceso conocido
como reseteado de primers determina que el octdmero se una en posicion n-1. Luego
de cinco de estas rondas, toda la secuencia fue determinada y cada base en particular
fue interrogada dos veces, en dos reacciones de ligacion independientes, con distintos
primers. Por esto, este método llamado “Two Base Encoding”[142], es una
herramienta Unica disefiada para identificar con mayor precision las base (mas de
99,99% de precisidon[144]. Este concepto de “Two Base Encoding” viene acompafiado
del concepto de espacio color, o en inglés color space. Este ultimo es el que mediante
una matriz de decodificacion nos permite leer la secuencia problema a partir del
patrén de colores registrado por el instrumento. La combinacidn de la enzimologia de
la ligasa, con el reseteado de los primers y este sistema de “Two Base Encoding”

conjugado con el espacio color, contribuyen todos en conjunto a un sistema con baja

tasa de error y poco ruido[136].

3.2.2) “RIBOSOME PROFILING”

Entendiendo que una de las forma de evaluar la expresidn génica es cuantificar la tasa
de sintesis proteica generada a partir de cada gen en particular, una de las mejores
aproximaciones para estimar dicha sintesis proteica es realizar un analisis por
microarrays a partir de los mensajeros extraidos de la maquinaria traduccional activa o
polisomas[119]. Sin embargo, dicha aproximacién sufre de ciertas limitaciones de
resolucién y precision. Por ejemplo la presencia de uORFs (pequefas secuencias
traducidas encontradas en los 5'-UTR de muchos genes) resulta en un ribosoma unido
a un mensajero que en realidad todavia no esta traduciendo la proteina codificada por

dicho gen[145].

La llegada de las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva y su gran poder de
resolucién y sensibilidad abrieron nuevas puertas al andlisis de la expresién génica
utilizando el compartimiento traduccional. De esta forma Ingolia y colaboradores en el
afo 2009 publicaron un articulo[76] en el cual presentaron el siguiente razonamiento:
la posicién de un ribosoma activo en la traducciéon puede ser determinada de forma

precisa considerando el hecho de que dicho ribosoma protege de la digestion por
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de la traduccién in vivo con una resolucion a

nivel de subcodones[76] (ver Figura 1.13).

Para poder establecer el ribosome profiling como una herramienta cuantitativa para
evaluar la traduccién, los autores debieron poner a punto tres pasos: i) la generacién
robusta de las huellas (footprints) o fragmentos de mensajeros protegidos por los
ribosomas, cuya secuencia indica la posicidon de un ribosoma activo; ii) convertir dichas
huellas de ARN en una biblioteca de moléculas de ADN listas para ser secuenciadas de
forma masiva con la menor distorsién posible; vy iii) lograr medir la abundancia de las
diferentes huellas generadas por la secuenciacion masiva. De esta forma, evaluando el
numero de veces que aparece un fragmento determinado, se puede obtener una
medida cuantitativa de su abundancia en la biblioteca[76]. Esta medida nos permite
evaluar cuantos ribosomas hay presentes sobre cada mensajero, y de aqui estimar de

forma relativa la expresion proteica de cada gen.

Utilizando técnicas de mapeo y alineamiento adaptadas a procesar datos de

secuenciacion masiva es posible estimar los niveles de traduccidn para todos los ARNm
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presentes en la muestra estudiada. En forma adicional, se obtiene informacién acerca
de la composicion de secuencia exacta del transcriptoma estudiado, informacién util

para detectar variantes génicas en el genoma.

Los resultados de Ingolia y colaboradores, son en cierta manera, impactantes: para un
punto experimental Unico son capaces de estimar la tasa de traduccién de cerca de
4000 mensajeros en levaduras. El rango dinamico de la técnica llegaria
aproximadamente a detectar ARNm que son diferencialmente traducidos en dos
ordenes de magnitud. Los autores fueron capaces de estudiar la regulacion de la tasa
de traduccién frente a diferentes condiciones experimentales, observando fases de la
traduccién novedosas e identificando numerosas iniciaciones en codones diferentes a
AUG. Un detalle no menor es que al correlacionar la tasa de traduccién obtenida con
resultados del proteoma de levaduras previamente publicados, logran obtener valores
de R? tres veces mayor al obtenido simplemente al correlacionar niveles de ARNm con

niveles de proteinas.

Este mismo método ha sido empleado por segunda vez con éxito para determinar con
alta precision cual es la influencia de microARN especificos en la traduccion de sus
ARNm blancos, en células en cultivo humanas[146]. El resultado fue también
sorprendente: el efecto principal de estos pequefios ARN reguladores es
principalmente la degradacion de los blancos en lugar de la inhibicién de la traduccién

de los mismos.

Recientemente dicha metodologia ha sido aplicada por tercera vez, en este caso en
células madre de embrién de ratén[147]. En este trabajo los autores mejoraron la
metodologia con el uso de otra droga, con la cual establecieron un método para
estimar la tasa de elongacion. También mediante la aplicacion de algoritmos
computacionales lograron estimar los codones de iniciacién con gran resolucién.
Brevemente en este nuevo articulo los autores trabajan con la droga harringtonina la
cual genera la acumulacién de los ribosomas en los sitios de iniciacion de la traduccién.
Esta droga inhibe la iniciacion ya que al unir solamente la subunidad mayor libre
impide la formacién del primer enlace peptidico, sin afectar a las subunidades mayores

ya cargadas en ribosomas activos[148,149]. De esta forma se obtiene el patron de
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ejemplo, el nimero de transcriptos con 2,

3, 4 6 5 sitios de iniciacidon supera en conjunto, en mas de dos veces a la cantidad de
transcriptos con un solo sitio de iniciacidon. También la distribuciéon de los codones de
iniciacion utilizados muestra que mds de la mitad de dichos codones no son el

canonico AUG.

También los autores monitorean la cinética de traducciéon o tasa de elongacion,
conjugando el uso de las drogas cicloheximida y harringtonina. En este experimento se
detienen nuevas traducciones con el uso de harringtonina, luego se abre una pequeia
ventana de tiempo (At) sin drogas donde los ribosomas avanzan por el mensajero para
después detener la traducciéon de los mismos agregando cicloheximida. Variando el
lapso de tiempo en el cual ocurre la elongacién se pueden obtener distintas “fotos”
que pueden reconstruir una “pelicula” de lo que ocurre con la traduccién in vivo (ver

Figura 1.14).

Actualmente existen otras dos publicaciones mas donde se aplicd la tecnologia de
ribosome profiling[150,151]. En una de ellas, los autores estudiaron a alta resolucion
los cambios en la abundancia de mensajeros y en la produccidén de proteinas en un
modelo de levaduras en meiosis, estudiando cada estadio meidtico en particular[151].
En el otro trabajo mas reciente, los autores aplicaron la técnica para estudiar la

distribucién y organizacion subcelular de la traduccion de ARNm[150].
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CAPITULO 2

HIPOTESIS DE  TRABAJO, OBJETIVOS Y
ESTRATEGIAS EXPERIMENTALES

Problemas relacionados a la biosintesis de proteinas han sido consistentemente
asociados a la transformacion tumoral y a las distintas metastasis
estudiadas[81,152,153]. En particular una elevada y eficiente iniciacién de Ia
traduccién, resultado de procesos alterados o de una mayor abundancia de factores de
iniciacion disponibles, ocurre en muchos tipos de cancer. En este contexto resulta
atractiva la presencia de PDCD4, un gen supresor de tumores implicado en el control
del inicio de la traduccion. Como se comentd en la seccién 2.1 del capitulo 1,
Programmed Cell Death 4 (PDCD4), es un supresor de tumores que regula la expresiéon
génica a nivel transcripcional y traduccional. Se ha propuesto, aunque no se conocen
con detalles sus blancos de accién, que PDCD4 compite con el ARN mensajero y con
elF4G por unir a elF4A en la formacién del complejo de pre-iniciacidn de la traduccién.
Esta interaccidn con elF4A podria interferir con su accion helicasa, lo cual repercute en
la capacidad del mismo para resolver estructuras secundarias presentes en mensajeros
gue se traducen de forma cap-dependiente. De esta forma suena interesante
detenerse en la busqueda de dichos mensajeros blancos de la accion de PDCD4
considerando que se trata de un gen supresor de tumores y teniendo en cuenta la

importancia del compartimiento traduccional en los procesos tumorales.

De esta forma la hipdtesis de trabajo planteada es la siguiente: el supresor de tumores
Programmed Cell Death 4 modula la expresién de un conjunto de ARN mensajeros
mediante el control de su traduccién, por lo cual se denominan blancos traduccionales.
Dado que se trata de un supresor de tumores, cuya expresion se ha visto disminuida
en varios tumores[84], se postula que PDCD4, en condiciones normales, inhibe la
traduccién de ciertos genes relacionados a la activacién de procesos tumorales
(oncogenes), diferenciacion, movilizacion celular, control del ciclo celular, etc.

Mientras, en condiciones tumorales, la ausencia de PDCD4 o problemas respecto al
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desarrollo normal de su actividad, permiten la expresion traduccional de muchos

genes entre los cuales se encuentran aquellos que favorecen el desarrollo de tumores.

Teniendo en cuenta que dichos blancos traduccionales no son conocidos con detalle
(excepto los tres casos reportados recientemente con relevancia en procesos
tumorales[92,104,105]) el principal objetivo planteado en este trabajo fue lograr
identificar grupos de genes candidatos a ser regulados justamente por PDCD4. Para
lograr cumplir con esto, se plantearon otros objetivos previos, como lograr un
adecuado entrenamiento en el manejo de datos generados por secuenciacién masiva,
asi como en el manejo de las herramientas de analisis disponibles para realizar los
estudios con dichos datos. Por otro lado, para lograr comprender en forma detallada
en que fendmenos estd implicado PDCD4, nos propusimos un tercer objetivo que
implica una adaptacién al manejo de herramientas disponibles para realizar analisis y
estudios de ontologia, para asi llevarlos adelante e identificar las funciones asociadas a

los genes candidatos anteriormente mencionados.

La estrategia experimental definida para estudiar dicho problema fue la aplicacién de
la técnica ribosome profiling 6 ribosome footprinting presentada en la seccion 3.2.2 del
capitulo 1. Mediante esta técnica se tiene acceso directo al estudio de los cambios a
nivel traduccional a alta resolucidn mediante la aplicacion de la secuenciacién masiva
de regiones protegidas por los ribosomas en polisomas activos[76]. De esta manera se
podria estudiar a gran escala la influencia de PDCD4 en la traduccion en modelos
celulares de cancer, mediante la supresién de dicho gen via siARN. Luego mediante el
alineamiento y mapeo (términos que de aqui en adelante seran utilizados como
equivalentes) de las huellas producidas sobre todo el genoma, se procede a la
cuantificacion de dichas huellas y al calculo de los niveles de expresion génica. Al
comparar el anterior analisis con respecto a una condicidon control de referencia, se
podria llegar a observar el espectro posible de regulacion traduccional por parte de

PDCD4 a niveles de resolucidén no anticipados previamente.

Puntualmente, las aproximaciones experimentales definidas para cumplir con los
objetivos presentados pueden ser separadas en dos instancias de trabajo. En una

primera instancia en base a la publicacién del articulo donde se describe por primera
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vez el uso de la metodologia ribosome profiling (ribosome footprinting)[76] y en base a
los datos generados por dichos autores y disponibles libremente, se buscé trabajar con
éstos a modo de entrenamiento en el manejo de datos de secuenciacion masiva y en el
uso del software disponible en el laboratorio (CLC Genomics Workbench 4.6.1 © by CLC
bio Aarhus, Denmark - www.clcbio.com). Esta primera instancia de entrenamiento y
familiarizacién del trabajo con datos de secuenciacién masiva, satisface los requisitos
definidos en el primer objetivo planteado y sirve de preparacién para el pasaje a una

segunda instancia de trabajo.

Dentro de esta primera instancia, la posibilidad de reproducir algunos de los resultados
presentados por los autores en base a los analisis realizados por nuestra cuenta, asi
como comparar y verificar parametros de expresion, plantean desafios interesantes.
En particular se trabajara con los datos generados por Ingolia et al. 2009. En este caso,
Ingolia y colaboradores desarrollaron sus propios métodos computacionales para
realizar el estudio y andlisis completo de sus datos, generando un material
suplementario de cerca de cien paginas. En nuestro caso se utilizaran herramientas
analiticas distintas, que utilizan diferentes algoritmos tanto para realizar los
alineamientos, como para realizar los complejos calculos asociados a determinar los
niveles de expresidon génica de los mensajeros. Estas diferencias tornan adun mas
interesante y significante la posibilidad de reproducir resultados y parametros de

expresion.

El esquema de trabajo en general, sin importar cual sea el articulo del cual se extraen
los datos, marca el diagrama de tareas presentado en forma esquematica en la figura
2.1. En este contexto, el flujo de trabajo a seguir determina en una primera instancia
proceder a descargar las secuencias de la correspondiente base de datos a partir del
numero de acceso depositado en el articulo. Los bancos de datos mas utilizados son el
SRA (Sequence Read Archive - www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) y el GEO (Gene Expression
Omnibus - www.ncbi.nlm.nih.gov/geo), los cuales forman parte del NCBI/ (National
Center for Biotechnology Information). Previo a descargar las secuencias, es
aconsejable estudiar en forma profunda la informacién, figuras y tablas aportadas en
el articulo para comprender como se generaron los datos en cuestion y asi definir

cuales son los adecuados para trabajar. Lo siguiente consta en descomprimir los datos
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BANCO DE DATOS
(por ejemplo SRA, GEO)

|

DESCARGAR SECUENCIAS

|

DESCOMPRIMIR ARCHIVOS

|

IMPORTAR AL PROGRAMA
DE TRABAJO

|

PROCESAMIENTO DE
LAS SECUENCIAS
(TRIMMING)

|

CONTROL DE CALIDAD
(Quality score, largo de las
secuencias)

}

ALINEAMIENTO
Y RNA-Seq

|

ANALISIS PRELIMINARES
(Boxs y Scatters Plots,
Normalizar los datos,

Porcentajes de Mapeos)

|

ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Figura 2.1: Diagrama de

tareas planteado como
estrategia experimental para
de datos de

secuenciacion masiva

el andlisis

al formato adecuado e importarlos al software de
trabajo. Asi se procede a depurar y procesar las
secuencias disponibles en funcién de algunos
pardmetros como los valores de calidad (quality
score), largo y posible presencia de adaptadores. Este
proceso es denominado trimming. A continuacién ya
se estd en condiciones de alinear las secuencias vy
realizar los calculos correspondientes para
determinar los niveles de expresion génica de ARNm,
en este caso, mediante analisis mediante RNA-
Seq[120]. Dichos analisis generan distintas tablas de
datos con informacién variada, donde se incluyen los
valores de expresidn para cada mensajero, a partir de
las cuales se construyen los analisis posteriores. En
este caso, dichos analisis posteriores involucran en
forma preliminar, controles de calidad de los datos y
mapeos realizados mediante la evaluacién de los
porcentajes de lecturas que mapean contra el
genoma, que son descartadas o que mapean contra
los genes de ARN ribosomal, lo cual representa
contaminacién en la muestra. Los controles de
calidad también implican la construccién de box plots
mediante los cuales podemos estudiar la distribucién
global de los datos y su variabilidad. También se
pueden construir scatter plots comparando las dos

condiciones de trabajo estudiadas, para observar a

priori cdbmo se comportan los datos y cudl es la tendencia global observada resultado

de modificar parametros en el sistema de estudio. Otros analisis posteriores que se

llevaran a cabo son la

reproduccién de algun resultado presentado en el articulo

original, la comparacién de patrones y valores de cambio en los parametros evaluados,

asi como el analisis de alguin punto novedoso no cubierto previamente por el articulo.

Para esto ultimo se utilizard el Microsoft Office Excel 2007 con el cual se pueden
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manejar grandes tablas de informacion, construir figuras y mediante la aplicacion de
las variadas funciones de las cuales dispone, se puede extraer informacién util y de
forma rapida la cual luego se presenta a lo largo del capitulo 3 y 4. De todas formas, a
lo largo del desarrollo del capitulo 3 donde se presentan los resultados producidos se
detalla en forma puntual que herramienta se utilizé y bajo que pardmetros, para llevar

a cabo los andlisis efectuados.

Respecto a la segunda instancia, esta consta del manejo y analisis de datos generados
por el laboratorio, con el objetivo de extraer alguna conclusién preliminar acerca de la
hipdtesis de trabajo presentada. Dado que ya se cuenta con las secuencias generadas
previamente mediante la aplicacidn de la técnica ribosome profiling en esta instancia
se intentard cumplir con los otros dos objetivos delineados mds atrds. Asi las
principales tareas a desarrollar en este punto son intentar responder las interrogantes
acerca de quiénes son los genes regulados traduccionalmente por PDCD4, qué
funciones cumplen dichos genes, qué caracteristicas generales se observan en los
mapeos de estas huellas ribosomales sobre un genoma humano y cuales son las
razones para explicar algunos patrones de mapeos particulares observados. Con
respecto a la interrogante acerca de las funciones a cargo de los potenciales blancos
encontrados, esta instancia se centra en el analisis de vias celulares y ontologia de
genes, para lo cual se utilizara el software comercial Ingenuity Systems © Redwood
city, California, USA — www.ingenuity.com), ya que en el laboratorio se cuenta con la
licencia del mismo. De todas formas, al igual que en la instancia anterior, a lo largo de
la presentacion de los distintos resultados encontrados se explica en forma detallada

las herramientas utilizadas y sus caracteristicas puntuales.
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CAPITULO 3

ENTRENAMIENTO EN EL ANALISIS DE DATOS DE
SECUENCIACION MASIVA

La publicacién de Ingolia et al. Science 2009 fue el articulo elegido para obtener los
datos de secuenciacion masiva con los cuales se procede a realizar los primeros
analisis, ya que corresponde a la primera publicacién donde se hace uso de la técnica
ribosome profiling desarrollada por los propios autores. En este trabajo, los autores se
propusieron estudiar los cambios a nivel transcripcional y traduccional observados en
levaduras en condiciones de privacion de aminodcidos. Para esto desarrollaron una
metodologia a la cual llamaron ribosome profiling, de utilidad para estudiar los
cambios a nivel traduccional de los distintos mensajeros, a escala gendmica. De forma
paralela también realizaron estudios de RNA-Seq para evaluar los cambios a nivel

transcripcional.

Respecto a la metodologia de trabajo, los autores analizaron dos condiciones
experimentales: una condicién control (levaduras en fase logaritmica de crecimiento
en medio rico) y otra condicién de privacion de aminodcidos (levaduras sujetas a 20
minutos de crecimiento en medio deficiente de aminoacidos). Cada condicién fue
sometida al estudio transcripcional mediante RNA-Seq, y traduccional por ribosome

profiling, por separado.

A la hora de evaluar los cambios observados, los autores definieron un parametro que
denominaron eficiencia traduccional que cuantifica cuanto se traduce un mensajero de
un gen en particular en funcién de la cantidad de transcripto presente en la célula.
Dicho parametro se calcula como el cociente entre el valor de RPKM (valor de
expresion; ver seccion 3.2 del capitulo 1, pagina 38) para el gen en cuestién segun el
mapeo de las lecturas derivadas de la técnica de ribosome profiling, y el valor de RPKM

derivado del mapeo de las lecturas procedentes de la poblacion total de mensajeros.
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1) DESCARGA DE SECUENCIAS, CAMBIO DE FORMATO E
IMPORTACION AL PROGRAMA

En este articulo en particular los autores depositaron los datos generados en el
National Center for Biotechnology Information’s Gene Expression Omnibus
(www.ncbi.nlm.nih.gov/geo). De todas formas el acceso y la descarga de cada uno de
los set de datos de secuenciacidn se realiza desde la base de datos Sequence Read
Archive (SRA), que forma parte del National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov/sra). Los set de datos estan organizados segun el origen de la
muestra (ribosome profiling o ARNm total), la condicidn de la misma (log-phase —
levaduras en fase logaritmica de crecimiento; o starvation — levaduras creciendo en

medio deficiente de aminoacidos) y se especifica el nUmero de réplica.

Cada set de datos consta de varios archivos que se descargan en formato .lite.sra, el
cual es un formato comprimido del que se puede extraer la secuencia y sus
caracteristicas de calidad, en formato .fastq por ejemplo (ver mas adelante). Estos
archivos se descargaron utilizando la tecnologia Aspera Connect 2.7.0 disponible en la
PC de trabajo en el laboratorio, para acelerar la descarga de los mismos ya que en
promedio cada uno de dichos archivos .lite.sra tienen un tamafo entre los 160 y 180
Mbytes. La tecnologia de transferencia Aspera permite eliminar fundamentalmente los
cuellos de botella de las tecnologias convencionales de transferencia de archivos como
FTP, HTTP Windows, por lo cual acelera drasticamente las velocidades de

transferencias[154].

Una vez descargados todos los archivos se procede a convertirlos de su formato
lite.sra, a formato .fastq. El formato .fastg es un formato basado en lineas de texto
utilizado para almacenar secuencias nucleotidicas y sus quality scores
correspondientes. Originalmente fue desarrollado por el Wellcome Trust Sanger
Institute para agrupar una secuencia FASTA y la calidad de sus datos, de todas formas
recientemente se ha convertido en el formato estandar para el almacenamiento de
datos de secuenciacion masiva. Particularmente cada archivo consta de cuatro lineas
de texto por secuencia (ver Figura 3.1). La primera linea comienza con un "@’ y sigue

con la identificacion de la secuencia, mas una descripcidén opcional. La segunda linea
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@SRR001666.1 071112 SLXA-EASI s 7:5:1:817:345 length=36
GGGTGATGGCCGCTGCCGATGGCGTCAAATCCCACC
+SRR001666.1 071112 SLXA-EASL s 7:5:1:817:345 length=36

IITIIIITIIIITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIOIGOIC

Figura 3.1: Se muestra una secuencia en formato FASTA a modo de ejemplo

presenta las bases nucleotidicas descritas en letras. La tercer linea comienza con un "+’
y puede ser seguida también de la identidad de la secuencia y alguna otra descripcion
opcional. Por ultimo la cuarta linea codifica los valores de calidad de la secuencia
presentada, segun el instrumento utilizado para la secuenciacion, y debe contener el

mismo numero de simbolos que letras en la secuencia.

Para descomprimir los archivos a formato .fastg se copia la aplicacion ejecutable fastg-
dump.exe en la carpeta donde se encuentran los archivos a convertir (por ejemplo:
../sra/download/SRR000299/). Dicha aplicacion deriva del SRA-Toolkit
disponible libremente. De esta forma, se ejecuta en una linea de comando del

“simbolo de sistema” (Windows) el siguiente comando:
../sra/download/fastg-dump SRR000299

De esta forma se genera en la misma carpeta, un nuevo archivo con el mismo nombre,

pero en formato .fastq.

Los archivos en formato .fastq estan en condiciones de ser importados al software de
trabajo CLC Genomics Workbench. Este programa permite importar datos de
secuenciaciéon masiva generados por las distintas tecnologias disponibles (ver secciéon
3.2.1). Las opciones son: Roche 454, lllumina, SOLID, Fasta, Sanger, lon Torrent. En este
caso los autores secuenciaron haciendo uso de la maquina /lllumina Genome Analyzer
I, por lo que lo correcto es elegir la opcidn lllumina. En el proceso de importar las
secuencias deben especificarse las caracteristicas particulares de las secuencias, asi
como otros pardmetros generales. Por ejemplo si se trata de secuencias tipo paired-
end (ver seccidn 3.2.1); o si se desean descartar los nombres y/o los valores de calidad

de las secuencias a los efectos de reducir el espacio del disco utilizado y el consumo de
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memoria. También se debe definir la escala utilizada para leer los quality score de las
secuencias. En el formato .fastq existen varias versiones distintas respecto al quality
score. Las opciones varian segun la plataforma utilizada al momento de secuenciacion
y las opciones generales para datos generados por la tecnologia /llumina son:
Automatic, NCBI/Sanger Phred scores, Illumina Pipeline 1.2 and earlier, Illumina
Pipeline 1.3 and 1.4 y Illumina Pipeline 1.5 and later. En este caso segun la fecha del
articulo y segln informacién aportada en el material suplementario, se opté por elegir

la tercera opcion.

Debe considerarse en los sucesivos procesos de importacion de datos de secuenciacién
masiva, la generacién y disposicion de carpetas ordenadas y organizadas, donde se
agrupen las distintas secuencias en funcién de su origen y condicién como se comenté
anteriormente. Este proceso de importar archivos con secuencias generadas de forma

masiva no supera los 5 minutos para cada condicién experimental.

2) PROCESAMIENTO DE LAS SECUENCIAS, ALINEAMIENTO Y
ANALISIS MEDIANTE RNA-Seq

Antes de proceder a los mapeos y al andlisis de la expresion génica mediante RNA-Seq,
las secuencias importadas deben ser depuradas y procesadas, funcién conocida como
trimming. La utilidad de este proceso recae en mejorar los posteriores mapeos, ya que
la gran mayoria de las secuencias que se leen en el instrumento de secuenciacidn
masiva no reflejan exactamente el fragmento original. Esto se debe a que las
secuencias leidas contienen nucleétidos de los adaptadores o nucledtidos
incorporados resultado de la metodologia utilizada para construir las bibliotecas.
Dichos nucleétidos deben ser removidos antes de mapear las secuencias para que
estas alineen en el lugar correcto. Por otro lado, también existen secuencias dentro de
los archivos que presentan bajos valores de calidad, por lo cual se recomienda

descartarlas antes de realizar los mapeos ya que su identidad no es confiable.

Las opciones al momento de realizar este procesamiento o trimming de las secuencias
incluyen: i) quitar secuencias que presenten un quality score menor que determinado

umbral; ii) descartar los extremos de las secuencias con bases determinadas de forma
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ambigua (N); iii) quitar los adaptadores de las secuencias; iv) remover o seleccionar
aquellas secuencias que no presenten los adaptadores; v) remover nucleétidos desde

los extremos de las secuencias.

En nuestro caso se eligieron las opciones i) y v). La primera se eligié a los efectos de
eliminar aquellas secuencias cuyas bases fueron determinadas de forma no confiable.

La quinta opcidn se eligié en base a los argumentos que se presentan a continuacion.

Si uno estudia con detalle el articulo encuentra en el soporte de materiales y métodos
afadido al material suplementario que, si bien los autores utilizan otro software para
el mapeo de las secuencias (SOAP v1.10), ellos alinean en una primera instancia
Unicamente los primeros 21 nucledtidos de las secuencias. Esto se determind asi por el
hecho de que las secuencias con las que se cuenta en la biblioteca estdn compuestas
por una region de largo variable del fragmento de ARN capturado, seguido de una cola
poli-A, resultado de la metodologia utilizada para generar dichas bibliotecas. En forma
mas detallada, a nivel experimental primero se generan los fragmentos protegidos por
el ribosoma y los fragmentos generados por el fraccionamiento de la poblacién total
de mensajeros. Estos se seleccionan por tamafio, entre 20 y 30 nucleétidos y luego se
agrega una cola poli-A. Sobre esta pueden alinear primers con adaptadores necesarios
en los futuros pasos para la construccién de las bibliotecas[76]. De todas formas, los
autores afirman que mediante estudios preliminares han demostrado que
esencialmente todos los fragmentos de ARN capturados tienen al menos un largo de
21 nucledtidos, por eso la eleccion de alinear esos primeros 21 nucledtidos. Después
de estos primeros 21 nucleétidos, una base secuenciada puede derivar ya sea del

propio fragmento de ARN capturado o de la cola poli-A agregada.

Esta idea del largo variable de los fragmentos puede observarse en una de las figuras
del articulo que se creyd conveniente citar (ver Figura 3.2). En dicha figura se observa
la distribucion de largos de los fragmentos de ARN generados discriminando segun su
origen: ARN ribosomal (contaminacién generada durante la digestién con ARNasa de
fragmentos expuestos del ribosoma), ARNm (los fragmentos derivados de una
fragmentacion azarosa de la poblacién de mensajeros celulares), y los fragmentos

protegidos por los ribosomas. En esta figura puede observarse como los fragmentos
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presentan largos distintos segun su ribosome footprints —

0.3 — mRBNA I
origen, por lo cual elegir los rRNA fragments
primeros 21 nucleétidos para §
realizar los mapeos es adecuado, ya -.g 02 —
que es el largo minimo que .g
presentan todos los fragmentos. s 01 —

Por esto se decidié cortar las J
secuencias desde su extremo 3’ 0 J'—T—'r—r—r—r—

22 24 26 28 30 32 34 36
Fragment length (nt)

hasta que queden solo esos

primeros 21 nucleétidos en cuestién.

Sin embargo también se decidié Figura 3.2: Distribucion de largos de los
fragmentos de ARN generados discriminados

cortarlas hasta los primeros 28 | so00n sy origen. Figura adaptada de Ingolia et

nucledtidos, que es en teoria la | al Science 2009.

cantidad de nucledtidos de los fragmentos protegidos por la maquinaria traduccional
de la accién de ARNasas durante el experimento de ribosome profiling[8] (ver Figura
3.2). Esta posibilidad nos permite en principio, no solo poder analizar y comparar los

mapeos generados a partir de secuencias de 21y 28

nucledtidos de largo en busca de diferencias y similitudes, sino que también nos
permite visualizar la reproducibilidad de la técnica. Esto Ultimo se plantea en el sentido
de que los mapeos realizados a partir de las secuencias derivadas de los ensayos de
ribosome profiling recortadas a 21 o a 28 nucledtidos, no deberian variar mucho en sus
porcentajes de mapeos. Esto se debe a que al ser las secuencias (en teoria) de 28
nucledtidos, al recortarlas a 21 nucleétidos se quitan de forma segura bases que se
sabe que derivan del fragmento de ARN capturado. Aun asi, esto Ultimo no se espera
para los fragmentos de 21 y 28 nucledtidos derivados de las muestras de ARNm total,
ya que dichos fragmentos fueron generados por una ruptura al azar de la poblacién de
mensajeros totales. En este caso, no existe ninguna razén por la cual se pueda afirmar
gue dichos fragmentos deben tener un largo comun, sino que por el contrario es ldgico
pensar que la poblacidon de fragmentos presente un rango de longitud sumamente
variable. Esto determina que los mapeos realizados en este caso si sean sensibles al

largo del fragmento que se mapee.
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Este proceso de trimming tarda entre 5 y 10 minutos en funcién de la cantidad de

archivos presentes en cada condicién (ver Tabla 3.1), ya que como se puede observar

deben removerse nucledtidos y secuencias de baja calidad, de un total de entre 15y

20 millones de secuencias por condicion.

Una vez que finalizan todos los procesos de trimming, se cuenta con todas las

secuencias de cada condicidn con un largo de 21y 28 nucledtidos listas para mapearse

y cuantificar la expresion génica. Asi se procede a realizar un RNA-Seq para el conjunto

la muestra sujeta a privacion de aminodcidos por 20 minutos.

Tabla 3.1: Nombre, descripcion y tamafio de los archivos en megabases (Mbases),
descargados a partir de los datos generados por Ingolia et al. Science 2009. Origen
"ARNm total" implica que la muestra deriva de una extraccion de mensajeros totales,
mientras que origen "RFP", significa que se secuenciaron los fragmentos protegidos por el
ribosoma, como describe la técnica ribosome profiling. La condicién "control" deriva de la
muestra en fase logaritmica de crecimiento, mientras que la condicion "no aac." deriva de

origen | condicion | réplica a.rchivo cantidad de secuencias | tamaiio
(.lite.sra) y su largo (Mbases)
1 SRR014385 4.700.324 36 (nt) 169,2
control SRR014386 4.912.441 36 176,8
2 SRR014387 1.762.132 36 63,4
'iitNaT SRR028774 6.343.497 35 222,0
1 SRR014382 4.135.727 36 148,9
no aac. 5 SRR014383 4.915.502 36 177,0
SRR014384 5.743.864 35 201,0
SRR014374 4.601.558 36 165,7
1 SRR014375 4.737.798 36 170,6
SRR014376 4.221.683 36 152,0
control SRR014377 4.237.384 36 152,5
SRR014378 4.211.315 36 151,6
2 SRR014379 4.,758.893 35 166,6
SRR014380 5.322.596 35 186,3
RFP SRR014381 5.468.170 35 191,4
SRR014368 4.485.329 36 161,5
! SRR014369 4.588.611 36 165,2
SRR014370 4.323.096 36 155,6
no aac. SRRO14371 | 4.223635 | 36 152,1
2 SRR014372 5.222.229 35 182,8
SRR014373 5.072.716 35 177,5
TOTALES 97.988.500 3.489,7
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de archivos que definen cada condicidon en particular, sin considerar las réplicas,
mapeando contra el genoma de referencia de levaduras. En el programa disponible en
el laboratorio, la herramienta RNA-Seq puntualmente es capaz de realizar los mapeos
de todas las secuencias y posteriormente cuantificar la expresién génica en funcién de

la cantidad de mapeos realizados sobre cada gen.

Respecto al algoritmo de mapeo utilizado por el programa, debe considerarse que
existen dos tipos de algoritmos de alineamientos. Estos discriminan en funcién de
largo de las secuencias que mapean: uno aplica para secuencias cortas (menos de 56
nucledtidos), y otros para largas (las lecturas pueden tener cualquier largo hasta 8000
pb). En nuestro caso se trabaja con el primero. Particularmente los algoritmos de
mapeo de secuencias cortas realizan alineamientos locales contra la secuencia de
referencia. La ventaja de trabajar con alineamientos locales frente a alineamientos
globales es que los extremos pueden ser automaticamente descartados si existen

demasiados errores de secuenciacién alli[155].

Al igual que Magq, Soap y otros programas similares que realizan mapeos de secuencias
cortas, por defecto se utiliza un alineamiento “sin espacios” (en inglés ungapped
alignment). De esta forma cada alineamiento realizado presenta un score que evalua la
calidad del mismo. Para esto se definen los scores para las coincidencias (+1) y para las
discrepancias (-2). Aceptar o rechazar un alineamiento implica evaluar el score del
mismo para cada lectura en funcién de un score limite definido. Por ejemplo, si el
score limite es 8 por debajo de la longitud de las secuencias, y se trabaja con
secuencias de 20 nucleétidos de largo, esto implica que se aceptardan mapeos con
scores mayores o iguales a 12. De esta forma se toleran mapeos con hasta dos
discrepancias y dos nucleétidos de los extremos sin alinear (ndtese que considerar una
discrepancia implica no sumar 1y restar 2, por lo que se pierden 3 puntos en total en
el score final). También se tolerarian mapeos con 8 nucledtidos de los extremos sin
alinearse, 6 con un solo error en el mapeo y hasta 5 nucleétidos sin alinear, etc. (ver

Figura 3.3).
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CGTATCAATCGATTACGCTATGAATG CGTATCAATCGATTACGCTATGAATG

FEErererrerrererrd 20 FEErerrrrerrer e 19
TCAATCGATTACGCTATGA TTCAATCGATTACGCTATGA
CGTATCAATCGATTACGCTATGAATG CGTATCAATCGATTACGCTATGAATG
FEETETT] FEETETTTE 17 FEErerrt rerrer e 16
TCAATCGGTTACGCTATGA TTCAATCGGTTACGCTATGA
CGTATCAATCGATTACGCTATGAATG CGTATCAATCGATTACGCTATGAATG
[T FEETETTTE 15 FEEr et 14
CTCAATCGGTTACGCTATGA ATCAACCGGTTACGCTATGA
CGTATCAATCGATTACGCTATGAATG CGTATCAATCGATTACGCTATGAATG
T 11 [T 13 LT RN 12
TTCAATCGGTTACCCTATGA ATCAATCGATTGCGECTCTTT
CGTATCAATCGATTACGCTATGAATG CGTATCAATCGATTACGCTATGAATG
[T [ 1] [T 1z FEETEEEr el 12
TTCAATCGGTTACCCTATGC AGCTATCGATTACGCTICTTT

Figura 3.3: Ejemplos de alineamientos permitidos para una lectura de 20 pb de largo con
un score limite de 8. Los scores asignados a cada alineamiento se presentan a la derecha
del correspondiente alineamiento. Figura adaptada de “White paper on reference
assembly in CLC Assembly”, disponible en www.clcbio.com

El score limite definido se calcula en funcién del costo de aceptar un error en el mapeo

(definido en 2), a través de la siguiente férmula[155]:
score limite = 3 x (1 + costo de un error) - 1

De esta forma se define el score limite de 8 utilizado en el ejemplo anterior. Esta
férmula asegura que mas alla del valor asignado al costo de aceptar un error y mas alla
del largo de las secuencias mapeadas, siempre se aceptaran alineamientos mejores

gue uno con tres discrepancias.

Al momento de realizar el mapeo y andlisis por RNA-Seq debe definirse el genoma
contra el cual las secuencias seran mapeadas, en este caso se utiliza el genoma de
referencia de levaduras (Saccharomyces cerevisiae S288c) con las correspondientes
anotaciones para identificar cada uno de los genes. También deben definirse varios
parametros especificos del alineamiento, entre ellos: i) nimero maximo de errores
aceptado (este parametro solo se encuentra disponible si trabajamos con secuencias
cortas como ocurre en nuestro caso), definido en 2. ii) nUmero maximo de veces que
una lectura mapea inespecificamente en la referencia, antes de ser descartada;

definido en 10. En este caso si una lectura mapea 10 o menos veces en el genoma de
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referencia sera asignada a un gen en particular en funcion de la cantidad de lecturas
génicas unicas que presente el gen, normalizado por el largo exénico de dicho gen.
Esto método asigna mas de estas lecturas inespecificas a los genes de mas alta
expresion. El software también tiene en cuenta que una lectura puede mapear mas de
una vez si mapea contra un mismo exon comun presente en varios tipos distintos de
transcriptos, por esto el programa tiene en cuenta el nUmero de transcriptos anotados
en el genoma de referencia para no descartar lecturas de este tipo. iii) alineamiento
hebra-especifico, si se activa esta opcidn las lecturas solo serdn mapeadas en su
orientacién forward. En nuestro caso esta opcidn se encuentra desactivada. iv) tipo de
organismo, se debe especificar si se trata de un organismo procariota o eucariota a los
efectos de que el software conozca si la secuencia de referencia tiene intrones o no. v)
hallazgo de exones, el programa da la posibilidad de reportar nuevos exones en
funciéon de los siguientes parametros: a) nivel de expresidon relativa requerida,
representa el porcentaje de expresion que, al menos, debe tener el nuevo exdn
respecto del gen que lo contiene; b) nimero minimo de lecturas, mientras que la
opcién anterior referia a un ndmero relativo a la expresion global del gen, aqui se

especifica un valor absoluto; c) largo minimo del nuevo exén en nucleétidos.

Existen otros dos parametros por definir, pero que solo aplican para lecturas largas, y
en todos estos casos se trabaja con secuencias cortas, menores a 56 nucledtidos.
Dichos parametros son: i) la fraccion minima del largo de la secuencia que debe
alinear, por ejemplo por defecto este valor es de 0,9 lo que significa que al menos el
90% de las bases deben alinear con la referencia. ii) la fracciéon minima de similitud, la
cual representa cuan exacta debe ser la similitud en el mapeo. Esto significa, por
ejemplo, que si se utilizan los valores por defecto de estos ultimos dos parametros, 0,9
y 0,8 respectivamente, esto significa que al menos un 90% de la lectura debe alinear

con un minimo del 80% de similitud con la referencia para incluir la lectura.

Respecto a las opciones de salida de los resultados, este programa crea un reporte
donde se especifica informacidn variada relacionada al mapeo de secuencias sobre
cada gen en particular, donde se presenta el valor de expresién génica calculado

medido en RPKM (Reads Per Kilobase of exon model per Million mapped reads).
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Tabla 3.2: Duracion de los distintos RNA-Seq. Se
especifica el origen y la condicion de cada RNA-Seq
respetando el mismo criterio presentado en la Tabla
1 a partir de los datos generados por Ingolia et al.
Science 2009. También se especifica el largo de los
fragmentos utilizados para realizar los mapeos.

. . largo de los duracion
origen | condicién X
fragmentos (minutos)
21 70
control
ARNmM 28 80
total 21 70
no aac.
28 70
21 100
control
28 40
RFP
21 80
no aac.
28 20
TOTAL 8 hs 50 minutos

El valor de RPKM es una medida de la densidad de lecturas a lo largo de un gen, lo cual
refleja la concentracion molar inicial de dicho transcripto en la muestra. También
normaliza el numero de lecturas por el largo exénico del gen y por el total de lecturas

mapeadas[120] (ver seccion 3.2 del capitulo 1).

Estos andlisis por RNA-Seq suelen tardar unos cuantos minutos, en la Tabla 3.2 se

especifica la duracién de cada una de las corridas.

Culminados los analisis por RNA-Seq, la cantidad de informacién generada requiere de
diversos tipos de analisis a posteriori para su mayor comprension. Estos analisis se irdn
presentando de aqui en adelante. En una primera instancia se pueden estudiar los
reportes generados por los RNA-Seq recientemente culminados. Dichos reportes
presentan una amplia informacion respecto al alineamiento y mapeo realizado. Por
ejemplo detallan los archivos utilizados, asi como la cantidad y el largo de secuencias
presentes en cada archivo. También presentan informacién acerca de la referencia
utilizada y su tamafio en bases nucleotidicas, asi como el numero de genes
identificados presentes en dicha referencia y distintos graficos tipo histogramas donde

se detallan el nimero de transcriptos por gen, el nimero de exones por gen, etc. A la
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Figura 3.4: Histograma de mapeos especificos. Se muestra mediante un histograma y sus
correspondientes valores numéricos en una tabla, la cantidad de lecturas que mapean de
forma especifica de cero a diez veces en el mapeo realizado. A modo de ejemplo, existen
36.351 lecturas que mapean tres veces en la referencia. Las lecturas derivan de la
condicion de privacion de aminodcidos luego de aplicar la técnica de ribosome profiling.

vez se presentan las cantidades de secuencias mapeadas y descartadas en forma de
tablas con informacién general y detallada, y un gréafico interesante también del tipo
histograma, donde se presenta cuantas lecturas tienen un numero de mapeos

especificos determinado (ver Figura 3.4).

Teniendo a disposicidn los valores y porcentajes de los distintos mapeos realizados en
los andlisis llevados a cabo por Ingolia y colaboradores en el trabajo en cuestion
(accesibles en el material suplementario de dicho articulo) se procedié a comparar
dichos valores con los que derivaron de los analisis propios, ya sea para los fragmentos
de 21 y 28 nucledtidos de largo con los que se contaba, en las cuatro condiciones
experimentales de trabajo. Dichas comparaciones se muestran mediante gréficas de

barras en las figuras 3.5, 3.6, 3.7 y 3.8.

Al momento de interpretar los resultados mostrados en las distintas figuras anteriores,

se debe tener en cuenta que los resultados obtenidos son distintos respecto del origen
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Figura 3.5: Comparacion de los porcentajes de mapeos propios respecto a los presentados
por Ingolia et al. 2009. Se presenta la condicion y el origen de las secuencias. En este caso
las mismas derivan de la condicion control y provienen de una poblacion total de
mensajeros. La primer barra del grdfico presenta los porcentajes de mapeo aportados por
el trabajo de Ingolia et al. 2009, y a continuacion se presentan los porcentajes propios
resultado de mapear las secuencias descargadas de dicho trabajo y recortadas
previamente a largos de 28 y 21 nucledtidos respectivamente (ver texto).Se distinguen los
porcentajes de secuencias descartadas, que mapearon contra ARN ribosomal
(contaminacion) y que mapearon contra el genoma.

de la muestra, sea esta proveniente de la poblacién total de mensajeros o de los

fragmentos protegidos por los ribosomas (ribosome profiling).

En el primer caso, se observa como los andlisis efectuados son sensibles al largo de las
secuencias mapeadas (ver Figuras 3.5y 3.6). Por ejemplo, en la figura 3.5 se presentan
los porcentajes de secuencias mapeadas para la condicidn control, partiendo de la
poblacion total de mensajeros. Los valores presentados por Ingolia y colaboradores en
su articulo revelan que cerca de un 40% de sus lecturas mapearon en regiones
correspondientes al ARN ribosomal, por lo que se consideran contaminacién. Por otro
lado, cerca del 15% de las secuencias fueron descartadas por caracteristicas intrinsecas
0 porgque no mapearon contra el genoma de levaduras de referencia utilizado. El
restante 45% aproximadamente de las secuencias leidas mapearon efectivamente

contra el genoma utilizado.

pag. 65



60 1 i ORIGINALES

. 51.3
,,51 1, M 28 nt
50 -

41.6 M 21nt

34.3

Descartados ARNr Gendmico

Figura 3.6: Comparacion de los porcentajes de mapeos propios respecto a los presentados
por Ingolia et al. 2009. Figura andloga a la figura 3.5, solo que en este caso se presentan los
porcentajes de mapeos efectuados en base a la condicion de privacion de aminodcidos. Las

secuencias se generaron también a partir de una poblacion de mensajeros totales.

Cuando se realizdé el mapeo en el laboratorio con las mismas secuencias recortadas a
largos de 28 y 21 nucledtidos de largo los resultados fueron los esperados. El mapeo
de las secuencias de 21 nucleétidos se asimilé claramente al mapeo descrito por
Ingolia y colaboradores. Al trabajar con ese largo de secuencia aconsejado por los
autores, los porcentajes de lecturas que eran descartadas y que mapeaban contra el
genoma o ARN ribosomales fueron similares (14,9% y 15,9%; 46,1% y 44,3%; y 39,0% y
39,9% respectivamente; ver Figura 3.5). En cambio al realizar el mapeo partiendo de
secuencias de largo mayor (28 nucleétidos) los porcentajes no fueron nada parecidos.
La razén que explica estas diferencias se basa en que al trabajar con secuencias de este
largo mayor se estan incluyendo en las lecturas nucleétidos que no derivan de los
fragmentos de ARN originales, sino que son resultados de la metodologia utilizada para
producir las bibliotecas. Por esto, el porcentaje correspondiente a las lecturas
descartadas y que no mapean contra el genoma es ampliamente mayor en el caso del
analisis con secuencias de 28 bases de longitud respecto a los estadisticos aportados
por Ingolia (40,0% y 14,9% respectivamente). También disminuyd el ndmero de
lecturas que alinean tanto contra el genoma, como contra los ARN ribosomales (de

46,1% a 31,5% y de 39,0% a 28,5% respectivamente, ver Figura 3.5).
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Figura 3.7: Comparacion de los porcentajes de mapeos propios respecto a los presentados
por Ingolia et al. 2009. Figura andloga a la figura 3.5, solo que en este caso se presentan
los porcentajes de mapeos efectuados en base a secuencias derivadas de la condicion
control y que provienen de los fragmentos protegidos por los ribosomas (ribosome

El mismo patrén de resultados se obtiene para los mapeos realizados con las
secuencias provenientes de la condicion de privacion de aminodcidos originados a

partir también de una muestra de mensajeros totales (ver Figura 3.6).

Por otro lado se encuentran los porcentajes de mapeos generados en base a las
secuencias derivadas de los fragmentos protegidos por los ribosomas, presentados en
las en forma gréfica en las figuras 3.7 y 3.8. En estos dos casos los resultados obtenidos
y la interpretacidn de los mismos es distinta a lo explicado hasta el momento, con los

fragmentos derivados de la poblacion total de mensajeros.

Los fragmentos que se mapearon en estas dos condiciones experimentales (control y
privacién de aminoacidos) derivaron del ensayo de ribosome profiling, por lo que se
espera que dichos fragmentos presenten un largo promedio de 28 nucledtidos[8] (ver
Figura 3.2). En estas condiciones hipotéticas de trabajo, las secuencias de 28 bases de
largo no verdn afectado su mapeo sensiblemente como en el caso anterior, ya que es
esperable que los fragmentos en cuestidon presenten dicho largo. De esta forma los
mapeos con secuencias de 28 y 21 nucledtidos contra el genoma, en teoria deberian
ser similares entre ellos y similares a la vez a los mapeos descritos por Ingolia y

colaboradores.
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Figura 3.8: Comparacion de los porcentajes de mapeos propios respecto a los presentados
por Ingolia et al. 2009. Figura andloga a la figura 3.5, solo que en este caso se presentan
los porcentajes de mapeos efectuados en base a secuencias derivadas de la condicion de
privacion de aminodcidos y que provienen de los fragmentos protegidos por los ribosomas
(ribosome footprinitng).

Justamente el comportamiento anterior es el observado. En las figuras 3.7 y 3.8 se
puede observar que los porcentajes de lecturas que mapean contra al genoma en el
caso de Ingolia et al. y en los analisis propios (ya sea con secuencias de 21 o 28
nucledtidos de largo) son muy parecidos: 16,9%, 21,1% y 13,8% para los fragmentos
derivados de la condicién control (ver Figura 3.7); y 13,1%, 14,0% y 12,1% para los
fragmentos derivados de la condicion de privacion de aminoacidos (ver Figura 3.8).
Aqui también se aprecia claramente como los porcentajes de mapeo correspondientes
a los fragmentos de menor tamano son mayores respecto a los fragmentos de mayor
tamafio. Esto ocurre simplemente por una cuestién de probabilidad, es mas probable
gue se mapee un fragmento de 21 nucledtidos que uno de 28, simplemente por su

largo.

Al observar estas ultimas dos figuras también ocurre algo interesante respecto a los
porcentajes de mapeos en ARN ribosomales y en los valores de lecturas descartadas o
gue no corresponden al genoma. El comportamiento que se observa aqui es que al
realizar los mapeos con los fragmentos mas largos la cantidad de lecturas descartadas

0 que no mapean es considerablemente mayor al valor aportado por Ingolia et al. Este
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comportamiento se acompafia de una disminucidn considerable del nimero de
lecturas que corresponden a ARN ribosomales. En cambio en los mapeos realizados
con los fragmentos de 21 nucledtidos de largo, los estadisticos se asemejan mejor

respecto a los descritos en el articulo.

Lo que se piensa que ocurre en este caso es que ese desbhalance es generado por un
mismo efecto: dado que los fragmentos provenientes de contaminacion con ARN
ribosomal presentan un tamafio menor (aproximadamente 24-25 nucledtidos, ver
Figura 3.2), al recortar las secuencias a un largo amplio de 28 bases, estos fragmentos
mantienen bases derivadas de la metodologia utilizada para generar las bibliotecas y
por esto no mapean y son descartadas. Por otro lado, al cortar en mayor forma las
secuencias y mapear solamente los primeros 21 nucledtidos de estas, los fragmentos
de ARN ribosomal pierden todas las bases de origen metodolégico (por llamarlo de
alguna forma) y pueden mapear correctamente, lo que disminuye por efecto directo la

cantidad de secuencias descartadas o no mapeadas.

Respecto a lo anterior puede observarse en las figuras 3.7 y 3.8 que cuando se trabaja
con fragmentos de 28 nucledtidos de largo, la disminucién porcentual, respecto a los
valores aportados por Ingolia y colaboradores, en las lecturas asignadas a ARN
ribosomal en las dos condiciones experimentales es similar al aumento porcentual en
las secuencias descartadas o que no mapean contra el genoma (33,0% con 36,1%, y
31,6% con 32,6%). Ya que el porcentaje de secuencias que mapean contra el genoma
se mantiene constante, lo anterior significa entonces que al cortar las secuencias a
largos de 28 nucledtidos, una gran cantidad de secuencias de origen ribosomal son
descartadas. Mientras que si se trabaja con las secuencias de 21 nucleétidos de largo,
esas secuencias de origen ribosomal que antes eran descartadas ahora si mapean en

los correspondientes genes de ARN ribosomal.

A modo de ilustrar lo anterior, en la figura 3.9 puede observarse de forma grafica la
presentacion mediante la cual el programa utilizado devuelve el mapeo realizado a
partir de las secuencias importadas y el genoma de referencia elegido. En este caso se
utilizaron las secuencias derivadas de la condicidn control (cortadas a largos de 21y 28

nucledtidos) a partir de los fragmentos protegidos por el ribosoma, y el gen mostrado
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Figura 3.9: Representacion grdfica del mapeo de las lecturas sobre el gen de ARN ribosomal
RDN25-1. En la parte superior se observa el gen y una escala indicando la cantidad de
nucledtidos. Abajo se observa el mapeo realizado con las lecturas de 28 nucledtidos de largo
y por ultimo, mds abajo, el mismo mapeo pero con las lecturas de 21 nucledtidos de
longitud. En los dos mapeos pueden observarse las regiones cubiertas por lecturas y los picos
caracteristicos de contaminacion como se comento (ver texto). A la izquierda de los mapeos
se presenta la cobertura mdxima alcanzada en dichos mapeos, a la cual se hace referencia

en el texto.

es unos de los genes ribosomales de levaduras, RDN25-1. Resultado de aplicar la
técnica ribosome profiling existe una importante contaminacién con ARN ribosomal
qgue es a veces dificil de solucionar. Se ha observado en base a los experimentos
realizados en el laboratorio y a la experiencia formada en el trabajo con esta
metodologia, que dicha contaminacién suele observarse como un pico importante
dentro de los genes ribosomales, de muy alta cobertura. En la figura 3.9 puede
observarse claramente ese patréon de un solo pico, y puede observarse que en el caso
del mapeo con secuencias de 28 nucleétidos de largo, el mapeo tiene una cobertura
mucho menor respecto al mismo mapeo con secuencias de 21 nucleétidos. La extensa
diferencia entre ambos valores de cobertura (2.725.153 lecturas) es una prueba clara a

favor del argumento presentado antes.

A la hora de efectuar analisis posteriores, se eligieron los mapeos realizados en base a
las secuencias de 21 nucledtidos para los dos casos, ya sea para los fragmentos
derivados de la poblacién total de mensajeros para el estudio del transcriptoma, como
para los fragmentos derivados de la técnica ribosome profiling para el estudio del
traductoma. La razén por la cual se tomé esta decisidn es que estos mapeos fueron los

gue mejor se acercaron a los mapeos presentados por Ingolia et al. en base a los
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porcentajes de mapeos presentados. Si los porcentajes de mapeos difieren, se afecta
el nimero total de lecturas mapeadas de la biblioteca, lo cual afecta de forma directa

el valor de RPKM, ya que se modifica uno de sus parametros involucrados en el calculo.

3) CONTROL DE CALIDAD, ANALISIS PRELIMINARES Y
ESTUDIO DE LOS PATRONES DE MAPEO

En una primera instancia se procedid a evaluar los cambios generales en los niveles de
transcripciéon y traduccion celulares de los genes de levaduras sujetas a la privacion de
aminodcidos. Se sabe que la privacion de aminoacidos en levaduras produce
sustanciales cambios en las tasas de transcripcidon y traduccidon[156], asi como una
disminucion general en la iniciacidn de la traduccion[156]. De la misma forma que se
presenta en el articulo, se compararon medidas de expresion a nivel transcripcional y
traduccional para el conjunto de genes que presentaban 128 6 mas lecturas por gen.
Dicho valor fue elegido en base a criterios estadisticos por los autores de forma tal que
los genes con menos de 128 lecturas eran descartados, ya que no alcanzaban el nivel
necesario para afirmar que estan siendo detectados por la técnica. Esto se debe a que,
en genes con menos de 128 lecturas, la variacion entre réplicas supera ampliamente la
variacion biolégica y dicha variacién inter-réplicas se atribuye a efectos tanto propios

de la particién binomial, como de la estadistica de conteo.

Se presentan en las figuras 3.10 y 3.11 los box plot y scatter plot de las distintas
condiciones experimentales trabajadas. Los esquemas tipo box plots y scatter plots son
Utiles para realizar controles de calidad en las muestras. Estas herramientas permiten
tanto observar la distribucion global de los datos, como analizar la variabilidad y
similitud entre los set de datos, en busca de diferencias sistematicas entre las
muestras. Puntualmente en la figura 3.10 se presentan los box plot para las
condiciones control (normal, levaduras en fase logaritmica de crecimiento) y sin
aminodcidos, ya sea para el traductoma resultado de aplicar la metodologia ribosome
profiling (ver Figura 3.10A) o para el transcriptoma resultado de extraer la poblacién
de mensajeros totales (ver Figura 3.10B). En ambos casos se puede ver que tanto la
mediana, como la media de los valores de RPKM disminuyen en la condicién de

privaciéon de aminodcidos. Para el caso del estudio traduccional, resultado de la
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Figura 3.10: Box plot con los valores de expresion génica calculados mediante los mapeos y andlisis por
RNA-Seq, para las condiciones control (levaduras en fase logaritmica de crecimiento en un medio rico) y
privacion de aminodcidos, ya sea para el traductoma (A), como para el transcriptoma (B). Se muestran
las cajas caracteristicas de los box plot donde los limites inferior y superior de las cajas son el percentil 25
y 75; mientras que el largo de los bigotes es 1,5 veces el alto de la caja. Se muestra mediante una linea
continua el valor proyectado de la mediana, y mediante una linea punteada el valor de la media. En las
tablas de mds abajo se pueden reconocer los valores mds importantes de los box plot: el minimo,
mediana, media y el mdximo. Tanto visualmente, como mediante los valores presentados en las tablas,
puede observarse como las tasas de traduccion y transcripcion disminuyen resultado de crecer las
levaduras en un medio deficiente en aminodcidos.

privacion de aminoacidos se observa una distribucidén de los valores de expresion con
mayor variabilidad, puesto que aumenta el alto de la caja y el largo de los bigotes. Para
el caso del estudio a nivel transcripcional ocurre lo opuesto, los valores de expresién

en la condicidon de privacidon de aminoacidos son menos variables.

Por su parte en la figura 3.11 se presentan los scatter plot resultado de graficar el valor
de expresion génica en RPKM, en la condicidn de privaciéon de aminodcidos en funcién
del mismo valor pero en la condicion normal. En este caso también se presentan dos

scatter plot, uno derivado del estudio del perfil de expresion del traductoma y otro del
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Figura 3.11: Scatter plot donde se comparan la condicion control contra la problema en
funcién de los valores de expresion génica (RPKM) de la totalidad de genes descritos en
levaduras, para las dos sistemas de estudio, traductoma (A) y transcriptoma (B). En ambos
scatter, en el eje vertical se grafica el valor de expresion en RPKM de los genes para la
condicién de privacion de aminodcidos (condicion problema), mientras que en el eje
horizontal se grafica lo mismo pero para la condicion control (levaduras en crecimiento en
medio rico). También se muestra mediante una linea la recta y=x. Puede observarse
claramente como una gran cantidad de genes disminuyen su nivel de traduccion y
transcripcion, y quedan por lo tanto por debajo de la recta descrita anteriormente. Los
puntos que quedan por encima de la recta son casos particulares y fueron identificados
individualmente como genes de respuesta a condiciones de estrés.
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transcriptoma (ver Figura 3.11A y 3.11B respectivamente). En este caso ambos scatter
plot se realizaron a partir del total de los 6.281 genes de levaduras, ya que en cada
condicidn en particular el nUmero de genes que presenta mas de 128 lecturas por gen
es distinto en cada caso. Para realizar este tipo de graficos el nUmero de genes debe
ser el mismo, por eso se partié del total de los genes presentes en el genoma de
referencia de levaduras. En esta figura puede observarse claramente como una gran
masa de puntos tiende a ubicarse por debajo de la linea y=x, ya que la mayoria de los
genes disminuye su tasa de traduccién o transcripcion en condiciones de privacidn de
aminodcidos. Sin embargo también pueden observarse algunos puntos que tienden a
ubicarse por encima de dicha recta. Dichos puntos representan los genes de repuesta a
condiciones de estrés que sirven de ayuda para que la célula sobreviva en un medio
deficiente en aminoacidos. También puede observarse una gran masa de puntos
acumulada hacia el origen ya que al trabajar con el total de los genes de levaduras,

muchos de ellos tienen nula o baja expresién lo que acumula puntos en dicha regién.

Resultado de estudiar la bibliografia disponible[156], se encontraron varios genes
puntuales que parecid interesante estudiar debido a que eran regulados de forma
opuesta a la mayoria de los genes. Esto significa que en lugar de verse a nivel
transcripcional y/o traduccional, estos aumentaban en ambas tasas (6 en alguna de
ellas) resultado de la privacidon de aminodacidos. Estos genes corresponden la mayoria a
enzimas de biosintesis de aminodcidos y a factores de transcripcién particulares que
aseguran la sobrevida de la célula en condiciones donde faltan los aminodcidos.
Algunos ejemplos de estos genes son GCN4, TRP1 y LEU1. En la figura 3.12 se muestran
la densidad de lecturas mapeadas con el valor maximo de cobertura alcanzado en un
gen y el valor calculado de expresidn evaluado en RPKM, en las distintas condiciones.
Se muestran algunos de los genes anteriores y otros donde los niveles de transcripcion
y traduccién disminuyen de acuerdo a lo que ocurre de forma global. En dicha figura
puede observarse como para ambas condiciones, control y privacién de aminoacidos,
los patrones de mapeos son similares. Sin embargo los valores de cobertura maxima
alcanzada y los valores de expresion en cada caso son distintos. A modo de ejemplo se
cita el caso de GCN4 (ver Figura 3.12A; para una descripcién de las funciones de este

gen ver seccién 1.1.4 del capitulo 1, pagina 21). En este caso, resultado del mapeo de
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Figura 3.12: Representacion grdfica de los mapeos realizados en las distintas condiciones sobre determinados genes de interés. Se muestra para cada gen estudiado, en la parte
superior, la estructura génica del mismo donde se presenta de forma esquemadtica la secuencia codificante del gen, identificando el patron de exones que define el mensajero
maduro, para los casos donde existen intrones. Abajo se muestran los distintos mapeos en el siguiente orden: i) mapeo de los fragmentos derivados de la poblacion total de
mensajeros (estudio de expresion a nivel del transcriptoma) en la condicion control; ii) lo mismo pero para la condicion de privacion de aminodcidos; iii) mapeo de los fragmentos
protegidos por el ribosoma (estudio de expresion a nivel del traductoma) para la condicion control; iv) lo mismo pero para la condicion de privacion de aminodcidos. Puede
observarse como los mapeos alcanzan principalmente las regiones codificantes y apenas algunas zonas inter-exonicas (intrones). Mds alld de analizar los mapeos cualitativamente
a través de la forma del patron de mapeo, los mismos pueden ser analizados cuantitativamente observando el valor de cobertura mdximo alcanzado, presentado a la izquierda de
los mapeos, y observando el valor de expresion calculado en RPKM presentado a la derecha de los mapeos. Los genes elegidos fueron: GCN4 (A), LEU1 (B), DYN2 (C) y RPL7A (D).
Los dos primeros representan genes que se activan en respuesta a condiciones de estrés, como es la privacion de aminodcidos (Hinnebusch et al. 1988), lo cual se observa de forma
clara en la figura. Los otros dos son genes “comunes” donde se puede apreciar la baja en las tasas de transcripcion y traduccion.




los fragmentos que provenian de la poblacién total de mensajeros, en la condicidn
control la cobertura maxima alcanzada es de 147 mapeos (valor de expresion: 269,47
RPKM), mientras que en la condicién de privacién de aminodcidos la maxima es de 96
(valor de expresién: 170,63 RPKM). Lo opuesto ocurre con los mapeos realizados en
base a los fragmentos protegidos por el ribosoma, donde en la condicién control la
cobertura maxima alcanzada es de 18 (valor de expresion: 6,48 RPKM), mientras que
en la condicidn de privaciéon de aminodacidos la maxima alcanza el valor de 111 (valor
de expresion: 27,37 RPKM). Esto indica que resultado de la quita de aminoacidos del
medio de crecimiento, las levaduras disminuyen la tasa de transcripcion de GCN4 pero
aumentan en gran forma su tasa de traduccién. Para el caso del gen LEU1, el cual
codifica para una enzima encargada de catalizar el segundo paso en la biosintesis de la
leucina, se observa un aumento en la expresidén tanto a nivel del transcriptoma, como

del traductoma.

Por otro lado, puede observarse en los mapeos correspondientes a los genes DYN2 y
RPL7A (ver Figuras 3.12C y 3.12D), un descenso tanto en la cobertura maxima
alcanzada en los mapeos, como en el valor de expresidn calculado. Esto se debe a que
se tratan de genes “comunes” donde la respuesta global a la privacién de aminoacidos
gue se observa es la disminucion en las tasas transcripcional y traduccional. En estos
dos casos, también puede observarse una regidon de mapeo fuera de los exones
mostrados. Estos casos pueden corresponder a la deteccidn de intrones, tanto a nivel
transcripcional (mas claro en la Figura 3.12D) como a nivel traduccional (mds visible en

la Figura 3.12C)

4) REPRODUCCION DE RESULTADOS, CONTRASTE DE LOS
ANALISIS Y EXTENSION DE LOS ESTUDIOS ABARCADOS EN EL
ARTICULO ORIGINAL

En una primera instancia, se procedid a evaluar la reproducibilidad de la técnica
estudiando la correlacién entre las dos réplicas presentadas por los investigadores en
el articulo, para cada condiciéon biolégica estudiada. Para esto se compararon

mediante un grafico los valores expresién en RPKM de las dos réplicas, derivados del
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mapeo de los fragmentos originados de la condicidn control, ya sea por la técnica
ribosome profiling, o derivados de la poblacidn total de mensajeros (ver Figura 3.13).
En la figura, al igual que en las figuras originales presentadas por Ingolia y
colaboradores (ver figura 3.14), pueden distinguirse los genes con menos de 128
lecturas por gen (considerados no detectados) y aquellos con 128 o mas lecturas
(detectados). Los genes que no presentaban ninguna lectura en las dos réplicas fueron
descartados: 243 en el caso de los fragmentos protegidos por el ribosoma y 139 en el

caso de los fragmentos derivados de la poblacién total de mensajeros.

En la figura 3.13 puede observarse una buena correlacion de valores de expresion
entre las réplicas, ya sea para los fragmentos protegidos por el ribosoma (ver Figura
3.13A), como para los fragmentos derivados de la poblacién total de mensajeros (ver
Figura 3.13B). Los altos valores de los indices de correlacién R? se asemejan bastante a
los presentados por Ingolia y colaboradores en su publicacién (ver Figuras 3.13 y 3.14).
En dicha figura también puede observarse como para los genes con menos de 128
lecturas, indicados en verde, la correlacion no es tan buena y existe una mayor
variacion inter-réplicas respecto de los genes detectados indicados en azul. A la vez
puede conocerse el nUmero de genes que superan la cantidad de lecturas marcada
como limite de confianza estadistico y los que no. Se puede notar que la cantidad de
genes detectados con confianza estadistica por la técnica ribosome profiling es
bastante menor que la cantidad de genes detectados cuando los fragmentos se
originan de la poblacién total de mensajeros. Esto se debe a que la gran mayoria de los

genes se transcriben pero no necesariamente se traducen.

Otra figura que se consideré relevante para reproducir representa un plot donde se
grafica el logaritmo en base dos del cambio en la eficiencia traduccional, en funcién del
logaritmo en base dos del cambio en la cantidad de mensajero. La eficiencia
traduccional fue descrita al principio de esta seccion y representa cuanto se traduce un
mensajero en funcién de su cantidad. Cuando se hace referencia a un cambio en la
eficiencia traduccional o a un cambio en la cantidad de mensajero, dicho cambio
representa el cociente del valor en cuestion en la condicion de privacion de
aminodcidos, entre el mismo valor en la condicién control. En este plot (ver Figura

3.15) se puede observar la repuesta traduccional y transcripcional a la privacion de

pag. 78



s 10000 .
x R2=0,9453 Lol
n_ ’
&
o 1000
*
©
=2
°
v 100
(7]
9
£
o 10
7]
o
2
»
o 1 T
]
>
-
()]
e 0.1
T ° s ® <128 lecturas (2.385 genes)
(
= ° (24 °
e e e >128 lecturas (3.653 genes)
8 0.01 ° °
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000
Densidad de huellas ribosomales réplica #1 [RPKM]

B) 10000 .
_ R? = 0,9887 * Qe
=
& 1000
&«

o

I

©

= 100

Q.

'

£

4 10

<

el

2 1 T T T T
a ° ® <128 lecturas (859 genes)

e >128 lecturas (5.283 genes)

0.1 1 10 100 1000 10000
Densidad ARNm réplica #1 [RPKM]

Figura 3.13: Correlacion entre las dos réplicas presentadas por los investigadores, para los mapeos
realizados tanto con los fragmentos derivados del ensayo de ribosome profiling (A), como con los
fragmentos derivados de la poblacién total de mensajeros (B). En ambos grdficos se representa el valor
de expresion o densidad calculado por el andlisis mediante RNA-Seq en unidades de RPKM, para las dos
réplicas, representadas en cada eje. En colores se distinguen los genes con menos de 128 lecturas que se
consideran no detectados y por lo tanto son descartados (en verde), y los genes con 128 o mds lecturas
(en azul) que son los que si superan el valor establecido como limite de confianza estadistica (ver texto).
En ambos casos también se observa una buena correlacion de las réplicas.

aminodcidos. En primera instancia, se observa a grandes rasgos que la gran masa de
puntos se centra en el origen ya que no presentan considerables cambios en sus tasas

transcripcionales y traduccionales, aunque existen muchos genes donde se identifica
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Figura 3.14: Correlacion entre las distintas réplicas utlizadas. Figuras originales
presentadas en la publicacion de Ingolia et al. Sciencie 2009 (figuras 2D y S5A
respectivamente). Se presentan a los efectos de comprarlas con las figuras presentadas en
la figura 3.13. Para una descripcion detallada ver texto al pie de dicha figura.

una respuesta interesante. Al respecto, los cuadrantes mas interesantes son el
superior izquierdo y el inferior derecho (identificados como Sl e ID en la figura). En el
primero, los genes que ahi aparezcan han reducido su tasa transcripcional pero han
aumentado su eficiencia traduccional. En el segundo, la poblacién de genes presentes
ha aumentado su tasa transcripcional pero reducido su eficiencia traduccional. No
llama la atencién que GCN4 se encuentre cercano al cuadrante superior izquierdo, ya
que se mostré anteriormente (ver Figura 3.12A), su tasa transcripcional disminuye
pero su eficiencia traduccional aumenta. En la Figura 3.16 se presenta la figura original
presente en el trabajo de Ingolia et al. Science 2009 a los efectos de compararla con la
figura anterior. Pueden observarse patrones similares en ambas figuras, asi como una
distribucién similar de los genes coloreados que representan los genes responsables

de la biogénesis ribosomal y una ubicacidn también similar para el gen GCN4.

También parecié interesante reproducir un resultado donde los autores muestran
mediante un gréfico la mediana del valor de eficiencia traduccional, como funcidn del
largo de la secuencia codificante de los distintos genes. Para este grafico los autores
agrupan los genes en funcion del largo en codones de su secuencia codificante y
calculan la mediana de la eficiencia traduccional de dicho conjunto de genes. De esta

forma se construyé el grafico original presentado en la figura 3.17. Esta figura
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Figura 3.15: Respuesta traduccional a la privacion de aminodcidos. Se muestran los cambios

en la cantidad de mensajeros (eje horizontal), asi como los cambios en la eficiencia
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llega a apreciar una leve tendencia hacia la izquierda (disminucion en la tasa
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representa una componente clave para mostrar lo que ocurre in vivo respecto de la
traduccién de mensajeros en levaduras. En esta figura puede observarse como
mensajeros mas pequefios tienen una eficiencia traduccional mayor. Esto se debe a
gue los mensajeros mas cortos tienden a tener mayor densidad ribosomal[119], ya que
como observan Ingolia y colaboradores, existe una acumulaciéon de ribosomas en los
primeros 30 a 40 codones de un mensajero hasta los codones 100 a 200, después de
los cuales la densidad se vuelve uniforme hasta el codén de terminacion. Este exceso
de ribosomas en el principio de los mensajeros se explica a raiz del uso de una droga
gue frena la elongacién, ya que los eventos de iniciacion no se detienen y mas
ribosomas se acumulan en los codones de iniciacién sin poder avanzar. Esto Ultimo fue

confirmado por Ingolia et al. en otra publicacién posterior[147]. Mas recientemente se
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ha planteado la idea también de que una mayor concentracién natural de ribosomas
en el principio de los mensajeros de levaduras, seria una estrategia general conservada
tipo “rampa”, con la cual se podria minimizar los atascamientos y colisiones entre

ribosomas mas adelante en los mensajeros[157].

Al momento de reproducir esta resultado mediante la construccién del grafico
correspondiente (ver Figura 3.18), en un principio se debieron quitar aquellos genes
(1.453 genes) que codifican para ARNnc (ARN no codificantes). De esta forma, los
genes se agruparon segun el largo de su secuencia codificante medido en codones y se
calculé la mediana de los valores de eficiencia traduccional. Los agrupamientos de
mensajeros se realizaron de la siguiente manera: <60 codones; 61-100 y asi
consecutivamente sumando de a 40 codones; y >1260 codones. Puede observarse,
comparando las figuras 3.17 y 3.18, que el patrén general en ambos graficos es el
mismo, comienza en valores altos que luego disminuyen y se estabilizan. Sin embargo
a largos de mensajeros mayores se observa un leve aumento y una mayor variacién en

los valores de eficiencia traduccional.

Para profundizar en la reproduccién de resultados, se decidié por examinar los valores
de fold change en la eficiencia traduccional y en la cantidad de ARN mensajero, para
aquellos genes que presentaban una respuesta considerable a la privacion de
aminodcidos. Se trabajé con las tablas presentadas en el material suplementario del
articulo original, donde se mostraban aquellos genes que resultado de la privacion de
aminodacidos, presentaban un fold change mayor a 2 en cualquier direccién. También
se construyeron tablas propias con aquellos genes en los que se detectaba el mismo
cambio. Analizando dichas tablas mediante las aplicaciones y funciones disponibles en
Microsoft Office Excel 2007, se construyé un diagrama de Venn (ver Figura 3.19), el
cual mostré que para 235 genes consultados derivados de los datos de Ingolia vy
colaboradores, 212 estaban presentes en las tablas propias y sélo 23 no figuraban.
Puede observarse en dicho diagrama que nuestros estudios son mds permisivos en la
deteccidon de genes con respuestas significativas a la privacién de aminoacidos, ya que
detectamos 1207 genes mientras que Ingolia y colaboradores reportan 235.
Actualmente se estan estudiando las posibles razones de estas diferencias para

entender las diferentes sensibilidades. De todas formas el hecho de detectar en los
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Figura 3.19: Diagrama de Venn mostrando la comparacion de la identidad de los genes con
valores de fold change mayores a 2 en cualquier direccion. Se comparan los genes
presentados por Ingolia et al. y los genes derivados de los andlisis propios realizados.

analisis propios la gran mayoria de los genes detectados por Ingolia y colaboradores es

relevante pues esta a favor respecto de validar la similitud entre ambos estudios.

Una comparacién mas cuantitativa de estos genes en los cuales se observa una
respuesta positiva o negativa a la privacién de aminodcidos, se realizdé evaluando la
correlacién entre aquellos valores de fold change apreciados por Ingolia y
colaboradores y los calculados en el laboratorio. De esta forma se construyeron
distintas graficas donde el eje horizontal correspondia por ejemplo, a los valores de
fold change en la eficiencia traduccional presentados en el articulo original para los
genes regulados positivamente (fold change > 2). Mientras que el eje vertical
correspondia también a los valores de fold change en la eficiencia traduccional para
esos mismos genes regulados de forma positiva, pero con los valores derivados de
nuestros andlisis (ver Figura 3.20). Lo mismo se graficd para los genes regulados de
forma negativa (fold change < 0,5). También se realizaron graficas del mismo estilo
solo que en lugar de graficar los fold change en la eficiencia traduccional, se graficaron
los fold change en la cantidad de mensajero, también para los genes regulados de
forma positiva y negativa. De esta forma se construyeron cuatro graficas de

correlacién cuyos valores de coeficientes de correlacidon se muestran en la tabla 3.3.

En dicha tabla pueden observarse valores cercanos a uno para los coeficientes de
correlacién lo cual también apoya la posibilidad de validar como similares los analisis
propios y los realizados por Ingolia y colaboradores con sus propios métodos

computacionales.
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Figura 3.20: Correlacion entre los valores de fold change calculados en los andlisis propios
respecto a los presentados por Ingolia et al. En este caso se muestran los valores de fold
change en la eficiencia traduccional para aquellos genes donde se observa un aumento en
la traduccion (fold change > 2). En el grdfico se presenta el valor de R? como pardmetro

para evaluar la correlacion.

El valor de coeficiente de correlacién presentado en la tabla 3.3 difiere del presentado
en la figura 3.20, pues fue re-calculado quitando los 3 posibles “outliers” presentes en

la muestra.

Por otro lado, la posibilidad de utilizar bases de datos de acceso libre donde se analiza
la ontologia de genes, motivo estudiar las funciones de los distintos genes en los cuales
se observaba una respuesta interesante a la privacion de aminoacidos. Los genes
seleccionados en este caso corresponden a los distintos cuadrantes de la figura 3.15.
Este andlisis en particular no fue realizado en los estudios presentados en el articulo
original, donde solo se estudid la ontologia de los genes con una respuesta
traduccional positiva o negativa a la privacion de aminodcidos. Los estudios de
ontologia permiten entender en que grandes procesos celulares se encuentran
implicados la cantidad de genes seleccionados para el estudio, de una manera rapida,

sin tener que analizar de forma individual cada gen, y con un respaldo estadistico de
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los andlisis propios, respecto a los presentados por
Ingolia et al. Se discrimina si el valor de fold | Programas de estudio de ontologia
change refiere a un cambio en la eficiencia | {e genes.

traduccional, o en la cantidad del mensajero.
También se especifica si dicho cambio es positivo

(fold change > 2) o negativo (fold change < -2).

De esta forma se generaron

distintas tablas incluyendo los

Fold change | Genes regulados | Coeficiente de genes de cada uno de los cuatro
respecto a: de forma: correlacién (R?) ]
—— — cuadrantes de la figura 3.15,
Eficiencia positiva 0,893
traduccional negativa 0,856 definiéndolos a partir de las rectas
Cantidad de positiva 0,941 x=1, x=-1, y=1 e y=-1 (estas rectas
mensajero negativa 0,995

pueden observarse trazadas en la
figura 3.15). Estas rectas representan los valores de fold change de 2 y -2, a nivel
transcripcional (eje horizontal) y de la eficiencia traduccional (eje vertical). Esto implica
por ejemplo, que al seleccionar los genes del cuadrante superior izquierdo (cuadrante
Sl en la figura), se seleccionaran aquellos que presenten un valor de fold change en la
cantidad de mensajero menor a -2 y un valor de fold change en la eficiencia
traduccional mayor a 2. Asi se estardn evaluando las funciones de los genes que
responden a la privacién de aminoacidos aumentando su eficiencia traduccional pero
disminuyendo en la cantidad de mensajero. De forma analoga se construyeron las
tablas con genes para los otros tres cuadrantes. Estas tablas se estudiaron en la
plataforma de acceso libre DAVID[158,159,160] (Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery v6.7) la cual fue desarrollada por el LIB
(Laboratory of Immunopathogenesis and Bioinformatics, SAIC-Frederick) para dar
apoyo al NIAID (National Institute of Allergy and Infectious Diseases, NIH). Como se
observa en la figura 3.15, el cuadrante superior izquierdo es el mas interesante de
analizar pues es el que presenta aquellos genes que responden a la privacion de
aminodacidos disminuyendo en sus niveles transcripcionales, pero aumento sus niveles
traduccionales (317 genes). Por su parte, el cuadrante inferior derecho presenta tan

solo 9 genes por lo que no fue considerado para los estudios de ontologia, ya que
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contar con 9 genes no es suficiente para desarrollar estudios de ontologia

fundamentados desde un punto de vista estadistico.

En la tabla 3.4 se presentan las principales funciones y procesos celulares derivados del
estudio de ontologia para los cuadrantes a excepcion del inferior derecho (genes con
aumento a nivel transcripcional y descenso a nivel traduccional). El limite establecido
para seleccionar las funciones celulares fue presentar un valor de p mayor a 0,05
considerando el sdlido soporte matematico que existe atras de este tipo de

analisis[161].

Tabla 3.4: Procesos celulares derivados del estudio de ontologia. Se presentan los tres
cuadrantes estudiados y se especifica el numero de genes asociada a cada proceso y el
porcentaje que dicho numero representa en el total de genes asociados a esa funcion o
proceso celular. Se muestra también el valor de p asociado a detectar la presencia de

cada funcion o proceso celular.

PROCESOS, ACTIVIDADES Y # % valor de

COMPARTIMENTOS CELULARES IMPLICADOS | genes p
GENES CON AUMENTO TRANSCRIPCIONAL Y TRADUCCIONAL
(CUADRANTE SUPERIOR DERECHO)

Actividad Oxidorreductasa 15 21,7 | 2,90E-07
Biosintesis de glucégeno 4 5,8 | 6,10E-05
Actividad Hexosiltransferasa 5 7,2 | 1,40E-04
Biosintesis de Metionina 5 7,2 | 1,70E-04
NAD 7 10,1 | 3,00E-04
Biosintesis de Aminoacidos 7 10,1 | 5,10E-04
Piridoxal Fosfato 5 7,2 | 1,40E-03
Actividad Glicosiltransferasa 6 8,7 | 1,60E-03
NADP 6 8,7 | 1,70E-03
Actividad Liasa 5 7,2 | 7,50E-03
Actividad Transferasa 14 20,3 | 1,40E-02
Fosforilacién de Proteinas 37 53,6 | 2,60E-02
Biosintesis de Serina 2 2,9 | 4,20E-02

GENES CON DESCENSO TRANSCRIPCIONAL Y AUMENTO TRADUCCIONAL
(CUADRANTE SUPERIOR IZQUIERDO)

Esporulacion 23 7,6 | 2,00E-10
Meiosis 24 7,9 | 1,00E-09
Biogénesis/Degradacion de la Pared Celular 17 5,6 | 3,90E-06
Glicoproteinas 40 13,2 | 2,30E-04
Unioén al ADN 33 10,9 | 5,50E-04
Proteinas de Transmembrana 98 32,3 | 9,70E-04
Sefializacién Celular 27 8,9 | 2,00E-03
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Metabolismo Lipidico 8 2,6 | 2,30E-03
Regulacion de la transcripcion 36 11,9 | 4,20E-03
Reparacién del ADN 16 5,3 | 4,30E-03
Dafio al ADN 16 5,3 | 8,60E-03
Biosintesis de Timina 4 1,3 | 9,50E-03
Secrecién 10 3,3 | 1,20E-02
Transcripcion 36 11,9 | 1,50E-02
Reticulo Endoplasmatico 25 8,3 | 3,00E-02
Pared Celular 8 2,6 | 3,10E-02
Nucleosoma 3 1,0 | 3,90E-02
Membrana Celular 16 5,3 | 4,10E-02
Nucleo 91 30,0 | 4,20E-02
Glicosilacién 6 2,0 | 4,50E-02
Transporte 48 15,8 | 4,50E-02

GENES CON DESCENSO TRANSCRIPCIONAL Y TRADUCCIONAL
(CUADRANTE INFERIOR I1ZQUIERDO)

Biogénesis Ribosomal 24 53,3 | 4,50E-27
Procesamiento del ARN 18 40,0 | 4,70E-17
Ndcleo 36 80,0 | 6,30E-14
Fosforilacion de Proteinas 37 82,2 | 2,30E-08
Uniodn al ARN 12 26,7 | 3,60E-06
Ribonucleoparticulas 9 20,0 | 5,20E-04
Actividad Metiltransferasa 5 11,1 | 1,00E-03
S-Adenosil-Metionina 4 8,9 | 2,80E-03
Unidén a Nucledtidos 5 11,1 | 1,50E-02
Actividad Helicasa 4 8,9 | 2,20E-02

En la tabla 3.4 puede observarse una separacién entre las funciones celulares
asociadas a los distintos cuadrantes. Particularmente se observan mayores diferencias
entre los cuadrantes correspondientes a los genes que aumentan a nivel de su
eficiencia traduccional y los que por el contrario disminuyen dicha eficiencia
(cuadrantes superior izquierdo y superior derecho respecto al inferior izquierdo).
Respecto a las funciones asociadas a los genes que disminuyen a nivel de su eficiencia
traduccional y también a nivel transcripcional, se observa que se representan
principalmente funciones relacionadas a la biogénesis ribosomal y procesamiento de
ARN. Esto es en parte légico ya que la célula en condiciones de bajos recursos
energéticos tiende a minimizar la produccién de proteinas, proceso celular que mas

energia consume (ver capitulo 1).
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Por su parte las funciones celulares asociadas a los genes que aumentan su eficiencia
traduccional en respuesta a la privacién de aminoacidos son distintas. Puede verse un
sesgo hacia la presencia de genes cuyas funciones estan asociadas al metabolismo
celular de aminodcidos. Esto también es légico en el sentido de que la célula tiende a
producir metabdlicamente los aminoacidos ya que estos no se encuentran disponibles
en el medio. Genes que clasifican dentro de las funciones celulares de biosintesis de
aminodcidos se observan tanto en los cuadrantes superior derecho, como izquierdo.
Esto implica que en los genes encargados de la biosintesis de aminodcidos se observa
un sostenido aumento a nivel traduccional, mds alld de que los niveles

transcripcionales de estos genes puedan bajar o subir.

Dentro de las funciones asociadas a los genes con aumento traduccional se observan
varios genes asociados a diversos tipos de metabolismos celulares. Esto también es de
esperar pues en condiciones de bajos recursos energéticos, ademas de disminuir los
niveles de sintesis proteica, se activan los procesos que producen energia como el
metabolismo lipidico, y la produccidon de reservas energéticas como es la sintesis de

glucdégeno.

Se destaca también la presencia de varios procesos celulares asociados a la
esporulacién dentro de los genes que aumentan su eficiencia traduccional, pero
disminuyen sus niveles transcripcionales. Dichos genes que se activan en estas
condiciones preparan a las levaduras al posible pasaje al estado de espora, dadas las
condiciones de estrés por las que atraviesan[162]. Por ejemplo, la presencia de
procesos celulares como la meiosis y la biogénesis/degradacién de la pared celular,
estdn relacionados directamente al pasaje a estadio de espora en Saccharomyces
cerevisae[163]. Al respecto se sabe que la meiosis es necesaria para reducir la ploidia
de la célula y producir nucleos haploides que se puedan encapsular durante la
formacién de la espora[162]. Sin embargo, la formacién de esporas requiere de una
divisién celular particular donde las células hijas se forman dentro del citoplasma de la
célula madre. Este proceso requiere la generacién de dos estructuras celulares
particulares: un compartimiento membranoso dentro del citoplasma que defina la
membrana plasmatica de cada espora, asi como una extensa pared, caracteristica de

las esporas, que las proteja de amenazas ambientales[163].
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Por ultimo se analizo la ontologia de aquellos genes donde no se observaba un cambio
significativo a nivel transcripcional, pero en los cuales se detectaba un apreciable
aumento en la traduccion. Dichos genes pertenecen a la franja central superior
comprendida entre las rectas x=1 y x=-1, considerando los genes con valores de y>1.
Esto implica genes con un fold change en la eficiencia traduccional mayor a 2, pero con
un fold change en la cantidad de transcripto comprendido entre 1 y -1 (ver Figura
3.15). En dicha franja se presentan 485 genes, dentro de los cuales se destaca la
presencia de GCN4 (ver seccion 1.1.4 del capitulo 1, pagina 21). El estudio de la
ontologia de dichos genes realizado de forma andloga a los anteriores, arrojé la

informacidén presentada en la tabla 3.5. En dicha tabla pueden observarse funciones

Tabla 3.5: Tabla andloga a la tabla anterior, mostrando en este caso los procesos celulares
derivados del estudio de ontologia realizado a partir de los genes de la franja central
superior donde se detecta un significativo cambio en la eficiencia traduccional, pero no se

aprecia un cambio a nivel transcripcional.

PROCESOS, ACTIVIDADES Y # % valor de

COMPARTIMENTOS CELULARES IMPLICADOS | genes p
GENES CON SIN CAMBIOS TRANSCRIPCIONAL Y AUMENTO
TRADUCCIONAL (FRANJA CENTRAL SUPERIOR)

Transporte 86 18,9 | 2,20E-05
Transporte de azlcares 11 2,4 | 3,10E-05
Membrana Mitocondrial Interna 29 6,4 | 4,60E-05
Perixosoma 14 3,1 | 5,50E-05
Actividad Oxidorreductasa 36 7,9 | 9,00E-05
Mitocondria 75 16,5 | 2,30E-04
Glicproteinas 54 11,9 | 2,60E-04
Autofagia 10 2,2 | 5,30E-04
Membrana 164 36,0 | 6,40E-04
Proteinas de Transmembrana 138 30,3 | 1,70E-03
Esporulacion 16 3,5 | 2,20E-03
Respuesta al Estrés 14 3,1 | 5,50E-03
Coenzima A 7 1,5 | 6,60E-03
Meiosis 16 3,5 | 1,10E-02
Unidn a Metales 62 13,6 | 1,20E-02
Metabolismo de Carbohidratos 8 1,8 | 1,30E-02
Biogénesis del Perixosoma 5 1,1 | 1,40E-02
Conjugacién 4 0,9 | 1,50E-02
Metabolismo de Acidos Grasos 5 1,1 | 1,80E-02
Cadena Respiratoria 6 1,3 | 3,80E-02
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analogas a las asignadas a los genes donde también se detectaba un aumento
traduccional, con aumento o descenso a nivel transcripcional. Dichas funciones son por
ejemplo la esporulacién, genes involucrados en la respuesta al estrés, la presencia de
genes asignados al metabolismo de carbohidratos y dacidos grasos utilizado para
producir energia, etc. Esta tendencia a observar de forma repetida dichas funciones
celulares marca la importancia de la regulacidn traduccional que existe en este tipo de
fendmenos. Mas alld del cambio positivo, negativo o despreciable que pueda existir a
nivel transcripcional para muchos genes, se observa un fuerte aumento a nivel
traduccional para aquellos encargados de la produccién de aminodcidos, generacion
de recursos energéticos y hasta de la activacién de mecanismos involucrados a la
esporulacién, como camino alternativo de las levaduras para sobrevivir a las

condiciones de estrés por las que estan atravesando.

De esta forma se puede observar que, mediante el analisis de ontologia realizado a
partir de los genes en los cuales se observaba una respuesta traduccional y/o
transcripcional significativa a la privacion de aminodcidos, a grandes rasgos se
obtuvieron los resultados esperados. Los andlisis de ontologia efectuados en la
plataforma DAVID nos permiten darle sentido a las listas de genes que obtenemos
producto del estudio de expresién diferencial. Asi, dado el respaldo informatico y
matematico de dicha plataforma[158,159,161] podemos comprender de forma
confiable cuales son los procesos, funciones y compartimentos subcelulares
involucrados en nuestra lista de genes. Mas alla de que en este caso el resultado
obtenido es el esperado, esta poderosa herramienta de analisis de ontologia permite
plantearse nuevos desafios e intentar responder nuevas interrogantes, sin importar si

el resultado a obtener sera novedoso o no.
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CAPITULO 4

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA TRADUCCIONAL DE
PDCD4

Los principales objetivos planteados en esta instancia de trabajo fueron la construccion
de listas con genes candidatos a ser regulados de forma traduccional por parte de
PDCD4 asi como el estudio de la ontologia de dichos genes candidatos. Esto implica a
la vez, evaluar esos genes desde las vias de sefializacion celular que forman parte y
como interaccionan con otras vias. También los objetivos involucran un analisis de los
patrones generales de mapeos observados sobre dichos genes candidatos, asi como
otro analisis especial para genes con mapeos con caracteristicas particulares. A su vez
de forma mas especifica los objetivos comprenden realizar estudios generales para
normalizar los datos y analizar a nivel global el alcance y resolucién de la metodologia

aplicada a este tipo de problema bioldgico.

A continuacidn se describe brevemente la metodologia experimental aplicada para
generar las huellas ribosomales con las que se cuenta en el laboratorio. En esta etapa
experimental se trabajé con una linea celular derivada de tejido de mama humano,
T47D, la cual es usada frecuentemente para realizar experimentos con tejidos de
mama. Esta linea celular deriva de un cdncer de mama, sin embargo estudios
preliminares mostraron que dicha linea no presenta patrones alterados respecto a la

expresion de PDCDA4.

Especificamente se trabajé con dos condiciones por paralelo, una denominada
siPDCD4, fue transfectada con un ARN de silenciamiento (siARN) contra el gen PDCD4 a
los efectos de silenciar la expresion de este factor en sistema de estudio. La otra
condicidn utilizada como control, fue transfectada con un siARN control que no silencia
ningun gen (scrambled). A ambas condiciones, se les aplica la técnica ribosome
profiling para generar millones de fragmentos de ARN que quedan protegidos por los
ribosomas de la digestion con ARNasas. En este caso, por tratarse de un experimento

piloto, no se cuenta con una extraccién de ARN total a los efectos de estudiar la
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expresion del transcriptoma. Por esta razén debe tenerse presente que a lo largo de
los siguientes analisis y las distintas interpretaciones de los resultados arrojados, en
ningun caso los resultados estan normalizados segun los cambios en la expresidn del
transcriptoma, solo se observardan cambios a nivel de expresion del traductoma. Esta
limitante restringe de forma considerable la capacidad de extraer conclusiones
precisas respecto al problema biolégico aqui estudiado. Sin embargo, estudiar el
problema sélo desde el punto de vista traduccional, no implica que no se puedan
extraer conclusiones preliminares respecto a genes donde se observa un sostenido
cambio traduccional, quedando dichos genes sujetos a analisis posteriores mas

exhaustivos.

1) ESTUDIOS PRELIMINARES, ALINEAMIENTOS Y ANALISIS
MEDIANTE RNA-Seq

En el laboratorio ya se contaba con las secuencias de los fragmentos derivados de la
técnica ribosome profiling, para las dos condiciones de trabajo como se explicé
anteriormente. Dichas secuencias también se encontraban procesadas, esto significa
que se les habia aplicado un trimming, donde se eliminaron secuencias con un bajo
valor de quality score, menor a 0,05. También fueron removidos en el mismo trimming
nucledtidos propios de los adaptadores utilizados en la metodologia. Por ultimo
también se quitaron aquellas secuencias que, producto de remover los nucledtidos

correspondientes a los adaptadores, presentaban un largo menor a los 18 nucleétidos.

Analizando la informacion disponible en los archivos puede determinarse que, en un
principio se contaba con 150.372.590 secuencias de 35 nucleétidos de largo cada una,
correspondientes al estudio de la condicién control, y 177.972.812 secuencias también
de 35 nucleétidos de largo pero correspondientes a la condicidn siPDCDA4. Esto significa
gue se secuenciaron 5,26 y 6,23 gigabases (Gb) respectivamente en el estudio
realizado. Pueden apreciarse las diferencias respecto al primer trabajo publicado por
Ingolia y colaboradores, donde en ese se secuenciaron un total de 3,49 Gb para
realizar el estudio completo de las dos condiciones de trabajo, tanto a nivel del
transcriptoma como a nivel del traductoma (ver Tabla 3.1). Esta cantidad

apreciablemente menor se explica teniendo en cuenta el considerable menor tamafio
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que presenta el genoma de levaduras respecto al genoma humano (un poco mas de 12
millones de pares de bases contra casi 3.100 millones en humanos). Por ejemplo, el
genoma de levaduras consta de poco mas de 6.000 genes mientras que el de humanos
presenta mds de 35.000. Esto determina que para abarcar lo extenso del genoma
humano deba ser necesario generar una mayor cantidad de secuencias, mientras que
el genoma de levaduras es cubierto por una cantidad menor. También la diferencia se
explica en parte por los avances realizados respecto a las tecnologias de secuenciacién
masiva, su poder y alcance. Sin embargo estos avances suben de uno a dos érdenes

solamente la capacidad de los secuenciadores.

De todas formas, luego de procesar y descartar las secuencias mediante el trimming
descrito, solamente quedan disponibles un total de 85.546.463 secuencias con un
largo promedio de 25,4 nucledtidos para la condicidon control. Mientras que para la
condicion siPDCD4, quedan disponibles para trabajar un total de 78.740.756

secuencias con un largo promedio de 24,4 nucleétidos.

A partir de dichas secuencias se realizan los mapeos contra el genoma humano de
referencia disponible en el laboratorio (GRCh37.p2) y los correspondientes célculos de
los valores de expresion génica mediante un analisis por RNA-Seq, para cada condicién
de trabajo estudiada. Los parametros de mapeo elegidos para correr estos analisis
fueron los mismos que los elegidos en los correspondientes RNA-Seq realizados al
momento de reproducir los analisis de Ingolia et al. Science 2009. La gran cantidad de
secuencias disponibles para mapear aumentd considerablemente los tiempos de

duracion de los mapeos: ambos analisis consumieron mas de 9 horas.

En una primera instancia, luego de finalizados los dos mapeos y analisis mediante RNA-
Seq, se evalud la cantidad de secuencias presentes originadas por contaminaciéon con
ARN ribosomal producto de la metodologia utilizada, a los efectos de comparar dichos
porcentajes con los valores derivados del trabajo de Ingolia et al. Science 2009. En la
tabla 4.1 se presentan los porcentajes de mapeos, para las dos condiciones de trabajo
estudiadas. En este caso se pueden reconocer importantes diferencias respecto a los
valores presentados en la reproduccidn de los andlisis de Ingolia y colaboradores,

mostrados en las figuras 3.7 y 3.8 (ver capitulo 3). La diferencia que mas llama la
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Tabla 4.1: Se presentan los porcentajes de mapeo y
cantidad de secuencias que alinean contra el genoma y
contra los genes correspondientes al ARN ribosomal
(contaminacion), asi como también la cantidad de
secuencias descartadas. Se discriminan las dos condiciones
experimentales de trabajo: control y siPDCD4.

Descripcion CONTROL siPDCD4
Total 85.546.463 | 100,0| 78.740.756 | 100,0
descartados y no gendmico | 42.231.634 | 49,4 | 40.596.849 | 51,6
no descartados 43.315.388 | 50,6 | 38.143.907 | 48,4
ARNr 6.854.835 | 8,0 | 4.616.605 | 5,9

atencién es la considerable baja en el porcentaje de lecturas asignadas a
contaminacién con ARN ribosomal y el correspondiente aumento en las lecturas que
mapean en el genoma. Los porcentajes de contaminacion con fragmentos de ARN
ribosomal disminuyen desde valores del 70% hasta valores entre el 6% y 8%, mientras
que los porcentajes de lecturas que mapean en el genoma ascienden desde valores

cercanos al 20% hasta valores de mas del 40%.

Es preciso notar que el descenso en el numero de lecturas derivadas de la
contaminacién con ARN ribosomal genera un aumento en el porcentaje de lecturas
gue mapean contra el genoma. Esto se debe a que al aplicar la técnica de ribosome
profiling, el numero de lecturas generadas que mapean contra el genoma no varia
sustancialmente. De esta forma el valor del porcentaje de lecturas que mapean contra
el genoma depende del total de lecturas mapeadas, y como en este caso existen
menos lecturas derivadas de la contaminaciéon con ARN ribosomal, ese total disminuye

y el porcentaje aumenta.

La principal razén que explica el descenso en la cantidad de contaminacién con
fragmentos de ARN ribosomal, es una modificacidn en uno de los pasos a realizar en la
metodologia de ribosome profiling. El cambio introducido respecta al método por el
cual se extraen los polisomas, a partir de los cuales se procede a la digestién con
ARNasas. En el primer trabajo publicado por Ingolia y colaboradores, estos primero
realizan la digestion con ARNasa y luego extraen los ribosomas mediante

centrifugacién en gradiente continuo de sacarosa. Por este método, una vez finalizada
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la centrifugacion el gradiente se fracciona en pequefias porciones, y en funcién de los
valores de absorbancia de dichas fracciones se eligen las correspondientes a los
monosomas. La modificacion introducida permite primero extraer los polisomas
utilizando una centrifugacién en gradiente discontinuo o colchdén de sacarosa, y luego
realizar la digestion. De esta forma, los monosomas y subunidades libres de los
ribosomas quedan en la porcién superior de menor densidad de sacarosa, mientras
gue los polisomas alcanzan el fondo del tubo ya que logran atravesar la interface entre
las dos soluciones de sacarosa de distinta densidad. Asi se minimiza la contaminacion
con subunidades libres y monosomas, la cual genera la gran cantidad de lecturas que
derivan de fragmentos de ARN ribosomal. Esta modificacion en la metodologia fue
posteriormente aplicada por Ingolia y colaboradores, en el tercer articulo que publican

utilizando la técnica de ribosome profiling[147].

A continuacion, el siguiente analisis planteado fue evaluar la sensibilidad de la técnica
aplicada a este estudio en particular. En este caso, el criterio de confianza estadistico
definido para considerar a un gen como detectado fue el valor de 150 lecturas por gen
como minimo. En este contexto se construyé la figura 4.1 donde se grafica el nimero
de genes en funcién de la cantidad de lecturas que mapean sobre ellos. De esta forma,
por ejemplo, se puede apreciar que existen 2.660 genes que presentan 500 o mas
lecturas en ambas condiciones de trabajo. De esta forma, en funcién del criterio
definido, se puede observar que existen mas de 6.000 genes que presentan mas de
150 lecturas en las dos condiciones (ver Figura 4.1). En estas condiciones se estarian
detectando mds de 6.000 genes presentes en la maquinaria traduccional en una
condicidn de estudio particular en células eucariotas de humanos. Por esta razén, se

puede decir que esta tecnologia de ribosome footprinting es una técnica muy sensible.

Lo siguiente en estos analisis preliminares de los datos fue evaluar cual de las
normalizaciones disponibles en el programa era la mdas adecuada para aplicar a los
datos. Es preciso marcar que en este caso se optd por realizar dichas normalizaciones
ya que no se contaba con la informacién apropiada acerca de la expresion y cambios a
nivel del transcriptoma. De esta forma se buscé mediante las herramientas para
normalizar datos disponibles en el programa, acercar los valores de expresién

calculados en cada condicion para que ambos set de datos tengan distribuciones
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Figura 4.1: Sensibilidad de la técnica. El grdfico muestra que cantidad de genes son
detectados en ambas condiciones experimentales, fijando como umbral distintos valores
asignados en el eje horizontal. De esta forma definiendo un limite de 150 lecturas por gen, se
estarian detectando mds de 6.300 genes.

estadisticamente similares y asi poder compararlos. Estos procesos complementan la
normalizacion que ofrece trabajar con medidas de RPKM como valores de expresion,
ya que dicho valor ofrece un grado de normalizacién al dividir la cantidad de lecturas
mapeadas sobre un gen entre el largo exdnico de dicho gen, y entre el total de lecturas

mapeadas en todo el mapeo.

Las posibilidades que ofrece el programa a la hora de normalizar datos son la
normalizacién por cuantiles (Quantil normalization) y la normalizaciéon por escalado
(Scaling normalization). De esta forma en la normalizacién por escalado, los valores de
los set de datos se multiplican por una constante y se elige cual parametro se desea
mantener fijo, si la mediana o la media[164]. Si se elige la opcion de normalizacion por
cuantiles, las distribuciones empiricas de los valores de expresién de los distintos set
de datos son utilizadas para calcular una distribucion en comun. Para esto se grafican
los valores de los distintos cuantiles en diferentes ejes con el objetivo de generar una

recta diagonal perfecta. En los casos en que ocurre una desviacién en dicha diagonal

pag. 97




los valores de los cuantiles en dichos puntos son sustituidos por el promedio de los

cuantiles[164], de esta forma se generan nuevos set de datos normalizados.

Una vez normalizados los datos, se intenté determinar mediante distintos enfoques,
cual de las dos normalizaciones aplicadas era la mas adecuada, para continuar con los
analisis posteriores utilizando los datos normalizados por el método seleccionado. Para
esto, en una primera instancia se evalud la expresion de distintos genes housekeeping,
gue en teoria no deberian diferir en sus niveles de expresién en las dos condiciones de
trabajo: control y siPDCD4[165]. Los genes housekeeping elegidos para dicho analisis
fueron: y-actina (ACTG), B-tubulina (TUBB), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), ARN-polimerasa Il (POLR2A) y la fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1). En la figura
4.2 se puede observar mediante un grafico de barras las diferencias en los niveles de
expresion traduccional de dichos genes, entre la condicidon control y siPDCD4, ya sea
para los valores normalizados por escalado como por cuantiles. Las diferencias en los
valores de expresidn se presentan como porcentajes respecto del valor de expresion
en la condiciéon control. Se puede observar que en cuatro de los cinco genes
mostrados, el método de normalizacién por cuantiles presenta menos diferencias en

los valores de expresion.

35
30 I i Normalizados por escalado
25 k4 Normalizados por cuantiles
20 - | b
15 A
10 A
5
o . | N
ACTG TUBB GAPDH POLR2A PGK1

Figura 4.2: Diferencias en los niveles de expresion de ARNm entre las dos condiciones de
estudio, para cinco genes housekeeping, normalizando los valores por los métodos de
escalado y cuantiles. La diferencia en los valores de expresion es porcentualizada respecto al
valor de expresion en la condicion control y dicho porcentaje es el que se grafica.
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Figura 4.3: Se muestran los box plots construidos a partir de los datos crudos (A), normalizados
por cuantiles (B) y normalizados por escalado (C). En cada caso se muestra la condicion control
(a la izquierda, en azul) y la condicion siPDCD4 (a la derecha, en naranja).

Otra forma de evaluar cual de los dos métodos es el mds adecuado para normalizar
estos set de datos es realizar un control de calidad, estudiando la distribucién general
de los datos y su variabilidad mediante la construccidon de box plots. De esta forma se
construyeron los box plots generados a partir los datos crudos y normalizados por uno
y otro método (ver Figura 4.3). Como puede observarse en la figura 4.3 mediante este
enfoque no se logra distinguir bien las bondades de cada método de normalizacién,
sino que mas bien se indica como ambas estrategias normalizan justamente los datos y
generan nuevos valores con distribuciones similares y por lo tanto comparables. Esto
se observa, por ejemplo en el hecho de que la forma de las cajas para las dos
condiciones, normalizadas por cualquiera de los dos métodos, presentan formas muy
similares (ver Figura 4.3B y 4.3C). Por su parte, también se puede observar que el set
de datos con los valores originales o crudos presenta diferencias en la distribucién de
sus datos entre las dos condiciones estudiadas, ya que sus diagramas de caja difieren
en su forma (ver Figura 4.3A). Basados entonces en la efectiva normalizacién llevada a
cabo por ambos métodos (ver Figura 4.3), y por sus efectos en los valores de expresién
de distintos genes housekeeping (ver Figura 4.2), se optd por elegir el método de
normalizacion por cuantiles como el mas adecuado para los posteriores analisis a

realizar.

Previo al analisis de la expresion diferencial y busqueda de genes candidatos a ser
regulados traduccionalmente por parte de PDCD4, se analizaran los patrones globales

de mapeos generados en los dos alineamientos y andlisis por RNA-Seq para ambas
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Figura 4.4: Representacion del mapeo de huellas ribosomales sobre el mensajero de la 8-
actina. Se observa su estructura exdnica, donde a la izquierda y derecha en verde se
presentan el 5-UTR y 3’-UTR respectivamente. En amarillo se observa la secuencia
codificante. Puede apreciarse el fuerte pico resultado de la acumulacion de ribsosomas a la
altura del coddn de iniciacion, cerca del nucledtido numero 1.000 indicado en la escala
mostrada en la parte superior. Se destaca también la presencia de huellas en las regiones no
traducidas.

condiciones de trabajo. En los mapeos realizados se observan ciertas caracteristicas
distinguibles que fueron reportadas antes en los distintos articulos publicados donde
se aplicé la técnica de ribosome profiling en cuestién. Por ejemplo se observa una
fuerte acumulacién de huellas en el codén de iniciacién lo cual se observa en un fuerte
pico en el grafico de mapeo definido para un mensajero (ver Figura 4.4). Este fuerte
pico suele explicarse considerando que la droga utilizada para detener la elongacién,
no detiene los fendmenos de iniciacion que contindan de forma normal[147]. Otra
caracteristica observada es la presencia de huellas ribosomales en las regiones no
traducidas de los mensajeros, tanto el 5-UTR como el 3-UTR (ver Figura 4.4). Esta
caracteristica que sin lugar a dudas Ilama la atencién, ya habia sido reportada por
Ingolia et al. Science 2009, y en este caso los autores explican que dichas huellas
corresponden a ribosomas activos que se encargan de traducir pequefios marcos de
lecturas abiertos que generan péptidos con funciones reguladoras diversas, o que
simplemente representan ser extensiones amino-terminales de la proteina global.
Respecto a la presencia de huellas ribosomales en la regién 3°-UTR de los genes, esta
puede explicarse considerando el modelo estructural planteado en la figura 1.4 del
capitulo 1 donde se observa la conformacién circular del mensajero al momento de la
formacién del complejo de iniciacion 48S. En este modelo, los eventos de reciclado
ribosomal implican que el ribosoma podria avanzar sobre el 3°-UTR hasta alcanzar la

region de iniciacién y de esta forma generar un nuevo evento traduccional.
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También si se observan los graficos de los mapeos con detenimientos pueden llegarse
a distinguirse pequeios picos dentro de la regidn codificante del mensajero (ver Figura
4.4). Estos picos podrian corresponderse con pausas ribosomales, aunque se necesitan
mas estudios para poder afirmar esto con certeza. Por ultimo también se puede notar
que sobre el codén STOP no se aprecia ningun pico en el mapeo (ver Figura 4.4). Esto
difiere con lo observado en experimentos donde no se utiliza ninguna droga para
detener la elongacion, donde si se aprecia un fuerte pico sobre la regién del coddén
STOP[147]. Sin embargo dicha acumulacién no se debe a que la elongacién esta activa,
ya que en presencia de un analogo no hidrolizable de GTP, se observa el mismo pico

sobre la region del codén STOP[147].

Por ultimo también se compararon algunos patrones de mapeos para ambas
condiciones en aquellos genes donde se observaba un cambio en la expresidon
traduccional (ver Figura 4.5). En estos casos puede observarse de forma sencilla como,
al igual que en los mapeos representados con los datos de Ingolia et al. Science 2009,
la forma global del mapeo o patrén de huellas es muy similar en las dos condiciones,
solamente que el valor de cobertura maxima alcanzada cambia en gran forma,
modificando asi el valor de expresién génica evaluado en RPKM (ver Figura 4.5). En
este caso se eligio el gen PRIC285, el cual codifica para un factor de transcripcidon que
es un co-activador de los PPARs (Peroxisome Proliferator Activated Receptors;
refPPAR). Este gen en particular tiene significancia estadistica y esta relacionado a
procesos y funciones celulares involucradas en el cancer (ver mds adelante paginas 106

y 110).

2) ESTUDIOS DE EXPRESION DIFERENCIAL DE ARNm:
BUDQUEDA DE GENES CANDIDATOS A SER REGULADOS
TRADUCCIONALMENTE POR PDCD4

Hasta ahora se ha evaluado la sensibilidad de la metodologia aplicada a este problema
bioldgico en particular, se han analizado los porcentajes de mapeo, interpretando y
justificando los valores de lecturas que mapearon contra el genoma, asi como las

lecturas derivadas de contaminacion con ARN ribosomal. También se realizé un control
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Figura 4.5: Se muestran los mapeos de huellas polisomales sobre el gen PRIC285 para la condicion control (arriba) y la condicion siPDCD4 (abajo). Puede observarse
como el patron de mapeo es el mismo en los dos casos, sélo que el valor mdximo de cobertura alcanzado sube de 9 a 64 aumentando asi el valor de expresion génica

calculado considerablemente.




de calidad de los datos presentes en las dos condiciones de trabajo y se evalud cual de
los distintos algoritmos disponibles en el programa de analisis era el mas adecuado
para normalizar los datos y volverlos mas comparables. Por su parte, también se
analizaron patrones de mapeo globales, explicando cual era la interpretacidn respecto
a lo que ocurria en cada caso. De esta forma, a continuacion se procede al andlisis de
expresion diferencial en busqueda de genes que varien de forma significativa su tasa
de traduccién al silenciar el gen PDCD4. Dicho analisis de expresion diferencial
compara gen a gen los valores de expresidn, evaluados en RPKM, en las distintas
condiciones de trabajo. De esta forma se calcula la tasa de cambio o fold change para
cada gen. Dicho valor representa el cociente entre el valor de expresién medido en
RPKM de la condicién siPDCD4, entre el mismo en la condicién normal. En los casos en
que este cociente sea menor a 1, se presenta el valor inverso, pero con el signo

opuesto, a los efectos de interpretar mejor los valores al visualizarlos.

Con respecto a los tres blancos traduccionales reportados para PDCD4, analizando
nuestros resultados, no se puede confirmar de forma confiable que dicha regulacién
exista en nuestro sistema de estudio. En los tres casos, los genes presentaban una baja
cobertura de lecturas lo cual genera bajos niveles de expresidn en ambas condiciones.
De todas formas, los valores de fold change calculados para los tres genes son mayores
gue uno, aunqgue estos casos estan en el limite de la sensibilidad de la técnica por lo
cual no se puede afirmar con certeza que se observa un aumento traduccional de los

blancos reportados (ver Tabla 4.2). Aun asi, estas discrepancias no son resultados

Tabla 4.2: Expresion diferencial de los blancos traduccionales de
PDCD4 reportados. Se muestra el total de lecturas mapeadas
contra los genes c-myb, casp3 y tp53 en ambas condiciones de
trabajo, asi como el valor de fold change calculado en los andlisis.

total de lecturas total de lecturas

condicion control | condicion siPDCD4 fold change
c-myb 148 181 1,33
Casp3 99 119 1,04
tp53 182 227 1,49
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desalentadores dado que las diferencias pueden ser entendidas por trabajar en
distintos sistemas de estudio y distintos modelos celulares donde la expresidon

particular de cada gen varia de forma considerable.

A continuacion se procede a aplicar un test estadistico a los efectos de poder analizar e
interpretar los resultados con cierta certeza estadistica. Aun asi la posibilidad de
aplicar herramientas estadisticas a este estudio se encuentra bastante limitado pues
no se cuenta con réplicas. De todas formas, existe un test estadistico que si se puede
aplicar en estas condiciones, se trata del test de Kal o test Z[166]. Este test se basa
principalmente en la aproximacién que puede hacerse de la distribucion binomial a la
distribucién normal, teniendo en cuenta el gran nimero de lecturas secuenciadas y
mapeadas[166]. A su vez al trabajar con proporciones, mas que con un nimero bruto
de lecturas mapeadas, este test es también aplicable a situaciones donde la suma de
las lecturas mapeadas en las dos muestras es diferente entre las muestras, como
ocurre en este caso. Al aplicar este test estadistico se adiciona informacién a los set de
datos ya disponibles respecto a la diferencia en las proporciones (“Proportions
difference”) entre las dos condiciones, un valor de fold change acerca de cuantas veces
mas grande es la proporcion en la condicién siPDCD4 respecto de la condicion control,
y por ultimo los valores estadisticos resultado de aplicar el test Z y el correspondiente
p-valor del test a dos colas. De esta forma si se volviera a aplicar la misma técnica, se
espera que aquellos genes que presenten un valor de p menor a 0,05 presenten el
mismo patrén de cambio en su expresion. Resultado de aplicar dicho test se

observaron solamente 46 genes con un valor de p igual o menor a 0,05.

Una alternativa mas grafica para visualizar los resultados generados por el anterior
test, es utilizar un grafico tipo Volcano plot. Este es un tipo especial de grafico donde
se muestra la relacién entre el p-valor y la magnitud de la diferencia de expresién
entre las muestras. Particularmente, en el Volcano plot se grafica en el eje vertical, el
opuesto del logaritmo en base diez del p-valor, mientras que en el eje vertical se
presenta el logaritmo en base dos del valor de fold change (ver Figura 4.6). De esta
forma los puntos que representen genes con una alta significancia estadistica seran
ubicados hacia lo mas alto del grafico, mientras que aquellos genes que cambien en

gran medida su expresidon seran representados hacia la derecha (si aumentan su
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Figura 4.6: Volcano plot. Se muestra la relacion entre el p-valor (representado como -log, p-
valor en el eje vertical) y la magnitud del fold change (representado como log, fold change
en el eje horizontal). Se muestran solo los genes con un valor de p menor a 0,05. Las rectas
verticales en x=1 y x=-1 indican los valores de fold change de 2 y -2 respectivamente,
mencionados en el texto.

expresion) o hacia la izquierda del gréfico (si disminuyen). En la figura 4.6 se presenta
el Volcano plot para el set de datos comparando las condiciones siPDCD4 y control. Se
presentan solamente los genes con valores de p menores a 0,05 y las lineas verticales
indican los valores de fold change correspondientes a 2 y -2. Pueden identificarse de
esta forma mds de 40 genes con valores de p menores a 0,05 (significancia estadistica)
y valores de fold change mayores a 2, o menores a -2. Junto con esta figura, se
presenta la tabla 4.3 donde se especifica la identificacion caracteristica de aquellos
genes (ID) donde se observa un aumento en la expresion. En la tabla 4.3 también se
presenta el valor de fold change y el p-valor asociado a cada uno de estos genes. Aqui
aparecen varios casos que parecen ser artefactos (ACSBG1, SAP30, RTP2, MNDA,
TXNIP). Dichos casos, en un principio son detectados por los excesivos valores de fold
change que se observan, como ocurren en el caso de ACSBG1. También son detectados
considerando que en las dos condiciones de trabajo los mapeos realizados son iguales,
solo que aumenta Unicamente y de forma exagerada el mapeo sobre una regién

discreta del mensajero, aumentando asi la cobertura mdxima alcanzada y el valor de
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Tabla 4.3: Se describen los genes expresion de RPKM calculado. Esto puede ser
mostrados en la figura 4.6, causado por la presencia de algun repetido o por
solamente los que presentan un
fold change mayor a 2. Se | Mapeos inespecificos que generan estas
especifica el nombre (ID) de cada | diferencias de expresion que no son veridicas. En
gen asi como su valor de fold ) B
lista mostrada en la tabla 4.3 también pueden
change y su p-valor
ID Fold Change | p-valor | observarse varios genes relacionados a la
ACSBG1 95,53 0,01
SAP30 10,31 0,04 respuesta inmune celular, los cuales al silenciar
OAS2 10,22 0,02 . .
d . PDCD4 aumentan a nivel traduccional. Entre ellos
RTP2 9,5 8,90E-03
PRIC285 8,58 0,03 se destacan ISG15, OAS2, OAS3, IFIT1, MX1, IFI6 e
IFIT1 8,41 0,04 IRF9. Una posible explicacién para entender la
ISG15 8,38 0,02
VX1 329 4 00E-04 | Presencia de dicho grupo de genes involucra la
UBE2L6 7,95 0,04 via de mTOR, en la cual participa PDCD4, y la
MNDA 7,59 3,15E-03
FAM69C 7,14 1,78E-15 | activacidn de la respuesta celular antiviral via
KCNA1 5,84 0,05 e terdn tioo | 5 | o
FI6 5 66 8 29E-04 interferén tipo |, causada por la activacion
MLXIP 5,4 1,09e-08 | traduccional del mensajero de IRF7. En este
TXNIP 4,06 0,04 . .
contexto ya se han involucrado mecanismos que
IRF9 4,05 3,01E-05
SLC33A1 3,7 1,40E-03 | se encuentran downstream en la via de mTOR
OAS3 3,67 4,61E-04 | omo responsables directos de la activacidn de la
DZIP3 3,05 5,01E-03
GPR77 284 125605 | respuesta via IFN mediante la activacion
ATF2 2,8 0,02 traduccional del factor de transcripcidon IRF7[167]
RRH 2,73 3,79E-05 ) )
(ver Figura 4.7). Esos mecanismos
C150rf43 2,56 0,04
DDR1 2,45 2,82E-06 | particularmente son, como se muestra en la

figura 4.7, la fosforilacién de las 4E-BPs y de la quinasa S6K. La fosforilacién de dichos
blancos permite a su vez tanto la fosforilacién de IRF7 mediante un complejo formado
a partir del reconocimiento del virus via TLR9, asi como la activacién de su traduccién
gracias a la presencia de complejos elF4F activos. Por otro lado, se ha visto que el
mensajero de [RF7 presenta un muy estructurado 5°-UTR evolutivamente
conservado[168]. También se ha demostrado que dicha estructura impide su correcta
traduccién[168]. Por esto, en la hipétesis planteada, se supone que al silenciar PDCD4

via siARN, se permite que se formen mas complejos elF4F activos capaces de
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Figura 4.7: Esquema de la activacion transcripcional de la respuesta via interferon. Esta es
disparada por la activacion traduccional de IRF7 como se muestra. Figura adaptada de
Costa-Mattioli & Sonenberg 2008.

desenvolver la estructura secundaria presente en el mensajero de IRF7, ya que elF4A
no estaria compitiendo con PDCD4. De esta forma, al activarse la traduccién del
mensajero de IRF7, se desencadena la transcripcion de una bateria de genes
relacionados con la respuesta celular antiviral via interferén tipo | a cargo de /RF7[169].
Esta hipotesis no descarta que el intermediario para la activacion de la respuesta
antiviral via interferén, no sea otro factor de transcripcién que también regule la
expresion de los genes activados en dicha respuesta. Este podria ser el caso, solo
hipotéticamente, de IRF9 el cual aparece con un fold change significativo
estadisticamente en la lista de la tabla 4.3. En el marco de esta hipdtesis, el aumento a

nivel traduccional de genes relacionados a la respuesta inmune en condiciones de

pag. 107




siPDCD4, se explica dada la activacién traduccién de uno o mas genes que regulan la

respuesta tipo interferén.

Existen también genes en la lista presentada en la tabla 4.3 relacionados de alguna
forma con los procesos tumorales y el cancer. Respecto a esto, a continuacion se citan,
modo de ejemplo, los genes UBE2L6 y ATF2. El primero codifica para ubiquitin-ligasa
E2 y ha sido relacionado directamente en modelos de cancer de mama[170]. En este
modelo la ubiquitinacién forma parte junto con los procesos de internalizacion y
degradacion de receptores activados, de la regulaciéon de la sefializacion por factores
de crecimiento. En este caso, una actividad aberrante en cualquiera de dichos procesos
puede estar implicada en el cancer[171]. Se ha visto también que UBE2L6 es la enzima
E2 para una proteina tipo ubiquitina denominada ISG15 que también aparece en la
lista de la tabla 4.3[172]. El segundo de los ejemplos mencionados respecta al gen
ATF2 el cual codifica para un factor de transcripcién al cual se le han descrito

actividades como oncogen y como gen supresor de tumores[173].

Un camino mas directo para analizar las funciones celulares y estudiar la ontologia de
extensas listas de genes, es el uso del programa comercial Ingenuity Systems ©
presentado en el capitulo 2. Esta herramienta de analisis agrupa los genes segun las
funciones que se han descrito para cada uno de ellos y nos informa acerca de cudles
procesos celulares globales estan cubiertos por los genes de nuestras listas. De esta
forma uno puede analizar las principales funciones celulares y vias en las cuales
intervienen los genes que se estan estudiando. A la vez el software genera redes
bioldgicas donde uno también puede observar que relaciones existen y de qué tipo
son, entre los genes en estudio y también con otros genes complementarios que

forman parte de la red que se estd estudiando.

En este caso la lista con genes donde se observaba un aumento a nivel traduccional
resultado de silenciar PDCD4 presentaba un total de 452 genes seleccionados en
funcién de los valores de fold change en la expresién génica y el total de lecturas que
presentaban (ver Tabla 4.4 al final del capitulo). Para generar esta lista no se tuvo en
cuenta el valor de p derivado de la aplicacién del test de Kal, ya que se priorizd la

significancia bioldgica entendida en valores de fold change, antes que la significancia
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estadistica evaluada en valores de p. En el marco de la hipotesis de trabajo presentada,
dichos genes representan los candidatos a ser regulados de alguna forma por PDCDA4.
Esto se debe a que al silenciar PDCD4, un supresor de la traduccion cap-dependiente,
se observa un aumento en la expresién a nivel traduccional de dichos genes
presentados en la tabla 4.4. De esta forma los analisis realizados en el Ingenuity
Systems © generaron la informacion y los resultados mostrados en la tabla 4.5 y en las
figuras 4.8 a 4.11. En la tabla 4.5 se observan en primer lugar las principales funciones
asociadas a las redes bioldgicas detectadas junto con un score asignado a cada funcion.
Dicho score es calculado en funcién de la cantidad de genes presentes en cada red
bioldgica, asi como también en funcion de los valores de fold change de dichos genes,
los cuales también son incorporados en el andlisis de ontologia, mediante algoritmos
patentados. Aqui se identifican funciones relacionadas de forma clara con los procesos
tumorales en lo que respecta, por ejemplo, a funciones como sefializacion celular,
reparacion del ADN, expresion génica, muerte celular, desarrollo celular, etc. Todas
estas funciones eran de esperarse que fueran detectadas en los andlisis dados los
procesos con los cuales se ha identificado a PDCD4[84]. En segundo lugar dentro de la
tabla 4.5, se observan las principales enfermedades y desordenes asociados a los
genes incluidos en el andlisis. En este caso, el resultado es un poco mas dificil de
interpretar dada la gran complejidad que abarca cada tipo de desorden y enfermedad
representada. Se observa como los desordenes genéticos son el casillero que presenta

la mayor cantidad de moléculas asociadas.

Mas resultados interesantes se presentan en la tercer parte de la tabla 4.5. Aqui se
observan las principales funciones celulares y moleculares derivadas del estudio, junto
con el nimero de moléculas asociadas a cada funcidn y un p-valor que refleja la
probabilidad de que dichas funciones no hayan sido representadas por azar, si se
introdujera en el analisis una lista aleatoria de genes (también por algoritmos
patentados). En este caso las funciones presentadas parecen estar claramente
relacionadas a las funciones descritas de PDCD4. Considerando la hipétesis de trabajo
planteada en el capitulo 2, dado que PDCD4 es un gen supresor de tumores que inhibe
la traduccion de ciertos mensajeros de forma especifica, es de esperarse que al

silenciar la expresidn de este gen, se observe la activacion de un conjunto de genes
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Tabla 4.5: Se muestran los principales resultados obtenidos del estudio
de ontologia realizado a partir de lista de genes de la tabla 4.4.

FUNCIONES ASOCIADAS A LAS REDES BIOLOGICAS Score
Desordenes Gastrointestinales, Movimiento y
1 . a4
Organizacion Celular
) Sefializacién Celular, Replicacidn, Recombinacién 36
y Reparacién del ADN, y Metabolismo de AN
3 | Expresion Génica, Muerte y Desarrollo Celular 35
Muerte y Desarrollo Celular y Respuesta
4 . ) 32
Antimicrobiana
Expresidon Génica, Metabolismo de Aminodacidos y
5 . . 30
Modificaciones Post-traduccionales
ENFERMEDADES Y DESORDENES p-valor #
moléculas
Enfermedades Gastrointestinales 3,48E-02 164
Desordenes en el Sistema Enddcrino 1,76E-02 130
Enfermedades Metabdlicas 3,48E-02 137
Desordenes Genéticos 3,48E-02 220
Enfermedades Inflamatorias 3,48E-02 127
FUNCIONES CELULARES Y MOLECULARES | p-valor #
moléculas
Senalizacién e Interaccidn Celular 1,32E-05 43
Morfologia Celular 1,33E-04 33
Organizacion y Estructuracién Celular 9,10E-04 37
Compromiso Celular 9,10E-04 16
Desarrollo Celular 9,10E-04 27
PRINCIPALES ViAS CELULARES p-valor #
moléculas
Sefializacién por Interferén 2,95E-04 5/36
AFt|va]9|on de IRF por Receptores 8,15€-04 6/72
Citosodlicos
Funcién de J’AKl, JAK2 y TYK2 en la 8,24E-03 3/27
Respuesta via IFN
Funcidn de la Familia de Quinasas JAK en
25E- 27
la Respuesta via Citoquina IL-6 9,25E-03 3/
Sefializacién por Receptor de Glutamato | 1,77E-02 4/69

relacionados a procesos tumorales que activan funciones celulares que luego se
desarrollan de forma aberrante en los tumores. En este caso, todas las funciones
presentadas en esta tercer parte de la tabla 4.5 se asocian a procesos tumorales en el

sentido de que se desarrollan de forma alterada en dichos procesos. Por ejemplo una
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interpretacion posible a las funciones que alli se presentan es considerar que en un
proceso tumoral se pierden las interacciones célula-célula y con la matriz extracelular,
cambia la morfologia de las células, éstas se desarrollan de forma exagerada y
desorganizada donde no existe un compromiso celular a activar la apoptosis por mas

gue estén dadas las condiciones para su activacion.

Por ultimo, en cuarto lugar de la tabla, se presentan las principales vias celulares
representadas en el estudio. En este caso existe una considerable presencia de las vias
relacionadas a la respuesta celular inmune y al desarrollo de una respuesta via
interferén. Las posibles razones que explican la activacion de dicha respuesta ya

fueron presentadas antes (ver pagina 106).

Por otro lado, como resultados del andlisis y estudio de ontologia de los genes en los
cuales se observaba una respuesta positiva traduccional, se presentan también una
serie de figuras donde se muestran las redes bioldgicas generadas en dicho estudio. En
este caso, el programa utilizado agrupa las moléculas codificadas por los genes en
estudio, segln su clasificacidon dentro de los grupos definidos en la primera parte de la
tabla 4.5 y construye redes bioldgicas considerando las variadas interacciones
reportadas en la literatura. De esta forma, se observa por ejemplo en la figura 4.8 la
red bioldgica definida para las funciones de sefalizacién celular; replicacién,
recombinacion y reparacion del ADN y metabolismo de los 4dcidos nucleicos. Mediante
simbolos se define la identidad de cada molécula (ver Figura 4.12) y en escalas de
colores se codifica el valor de fold change de cada gen, de manera que cuanto mas
oscuro es el color, mayor es el fold change. En este caso en particular se destaca en
azul la presencia del gen RET. Este gen fue inicialmente reportado como una proteina
oncogénica encontrada en ensayos de transformacién celular[174] y actualmente
constituye un oncogen involucrado en varios estudios relacionados con el
cancer[174,175]. La presencia de este oncogen en esta red bioldgica en particular, con
un valor de fold change de 2,050 apunta a que se trata de un posible blanco
traduccional de PDCD4, dado que se trata de un gen que activo produce un desarrollo
tumoral, cuya expresién a nivel traduccional en condiciones donde PDCD4 estd

ausente aumentan respecto a condiciones normales.
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Network 2 : Genes q pasan filtradoesc fc+ sin PDCD4 01-11-11: Genes q pasan filtradoesc con fch+ sin PDCD4 xlsx : Genes q pasan filtradoesc f
¢+ sin PDCD4 01-11-11

© 2000-2012 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved

Figura 4.8: Red bioldgica asignada a las funciones de Sefalizacion celular, Replicacion,
Recombinacién y Reparacién del ADN, y Metabolismo de Acidos Nucleicos. Se resalta en
azul el oncogen RET (ver texto). Por cédigo de simbolos y flechas ver Figura 4.12

En la figura 4.9 se muestra la red bioldgica construida a partir de los genes asignados al
tercer grupo de funciones definidas en la primera parte de la tabla 4.5, se trata
entonces de los genes cuyas funciones se asignan al control de la expresién génica,
desarrollo y muerte celular. En este caso se presenta la red bioldgica indicando la
localizacion subcelular de las distintas moléculas. La red estd organizada en
compartimentos donde se distinguen el nuclear, citoplasmatico, otro asignado a la
membrana plasmadtica, uno correspondiente al espacio extracelular y otro bajo el
nombre de “desconocido” donde se ubican las moléculas cuya localizacién no se

conoce con certeza.
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Network 3 : Genes q pasan filtradoesc fc+ sin PDCD4 01-11-11 : Genes q pasan filtradoesc con fch+ sin PDCD4.xIsx : Genes q pasan filtradoesc fc+ sin PDCD4 01-11-11
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Figura 4.9: Red bioldgica asignada a las funciones de Expresion génica, Muerte y Desarrollo
Celular. Se distinguen los distintos compartimientos subcelulares. Por cédigo de simbolos y
flechas ver Figura 4.12

Respecto a la figura 4.10, en esta se presenta la red biolégica donde se relacionan los
genes cuyas funciones se agrupan dentro de los procesos de muerte y desarrollo
celular y respuesta antimicrobiana. En este caso, al igual que en la figura 4.8, se resalta
la presencia del gen MLLT10. Este gen, que codifica para un factor de transcripcién, ha
sido asociado a procesos de arreglos cromosdmicos y fusiones caracteristicas de
leucemias[176]. De esta forma, con un valor de fold change de 1,270 se presenta otro

gen con una relacién directa con el cancer en la lista de genes candidatos.

Mas alla del caso anterior cuya validez es discutible dado su bajo valor de fold change,

en la figura 4.11, donde se presenta la red bioldgica asociada a los procesos de
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Network 4 : Genes q pasan filtradoesc fc+ sin PDCD4 01-11-11: Genes q pasan filtradoesc con fch+ sin PDCD4 xlsx : Genes q pasan filtradoesc fc+ sin PDCD4 01-11-
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Figura 4.10: Red bioldgica asignada a las funciones de Muerte y Desarrollo Celular y
Respuesta Antimicrobiana. Se resalta en azul el gen MLLT10 asociado a leucemias (ver
texto). Por cédigo de simbolos y flechas ver Figura 4.12

expresidon génica, metabolismo aminoacidico y modificaciones post-traduccionales,
aparece otro gen que llama la atencion. Se trata de WNT3A que aparece marcado
también en azul. Con un valor de fold change de 4,64 se trata de un gen implicado de
forma directa en el desarrollo de tumores. La familia de genes WNT consiste en un
grupo de genes relacionados estructuralmente que codifican para proteinas de
sefalizacidon[177]. Estas proteinas han sido implicadas en el desarrollo de tumores y en
el control del destino de células madre durante la embriogénesis[178,179], lo cual
junto con el alto valor detectado de fold change, destaca la presencia de dicho gen

como candidato de posible blanco traduccional de PDCDA4.
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Network 5 : Genes q pasan filtradoesc fc+ sin PDCD4 01-11-11 : Genes q pasan filtradoesc con fch+ sin PDCD4 xlsx : Genes q pasan filtradoesc f
c+ sin PDCD4 01-11-11
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Figura 4.11: Red bioldgica asignada a las funciones de Expresion Génica, Metabolismo de
Aminodcidos y Modificaciones Post-traduccionales. Se resalta en azul el gen WNT3A
implicado en el desarrollo de tumores (ver texto). Por codigo de simbolos y flechas ver
Figura 4.12

A modo de conclusién se puede decir entonces que las funciones descritas
anteriormente para PDCD4 respecto a su rol como gen supresor de tumores y el
control que ejerce en la muerte celular programada, han sido también encontradas en
los estudios de ontologia realizados. Resultado de silenciar dicho gen mediante
ensayos de siARN en un modelo celular de cancer de mama, se extrajo una amplia lista
de genes en los cuales se observaba un aumento en su expresion traduccional
mediante la aplicacién de la técnica ribosome footprintng. Aceptando la hipdtesis de
trabajo planteada, se supone que el hecho de silenciar la expresidon de este gen

supresor de tumores, genera un aumento en la expresién traduccional de un conjunto
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particular de mensajeros, dado que en condiciones normales PDCD4 inhibe Ia
traduccién de éstos. De esta forma es de esperar que al silenciar la expresién de
PDCD4, parte de esos genes en los cuales se observa un aumento en la traduccién,
estén relacionados con el desarrollo de tumores. En particular se destacaron los casos
puntuales de tres de estos genes presentes en los andlisis de ontologia efectuados
(RET, WNT3A y MLLT10). Sin duda que son muchos mads los genes involucrados que
pueden ser analizados en forma detallada, de todas formas quedan planteados
desafios por delante acerca de la confirmacién mediante experimentos puntuales de
estos casos sefialados. Estos experimentos, como los realizados en los tres casos
donde se notificé la regulacién traduccional por parte de PDCD4 sobre mensajeros
puntuales, permitirian demostrar que efectivamente existe una asociacion directa
entre PDCD4 y los mensajeros de los genes aqui nombrados. También se podria
confirmar el hecho de que es la ausencia puntual de PDCD4 lo que dispara su
traduccion y no otros mecanismos que puedan estar afectando la respuesta

observada.
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Tabla 4.4: Lista extendida de genes candidatos a ser regulados traduccionalmente por
PDCDA4. Estos genes fueron elegidos segun su valor fold change y la cantidad de lecturas
que presentaban. Con esta lista de genes se realizaron los estudios de ontologia. Nota: los
valores de infinito se generan pues la expresion en la condicion control es cero y al dividir
entre cero, el cociente vale infinito. Representan entonces, aquellos genes que en

condiciones normales no se expresan pero en ausencia de PDCD4 si.

ID Fold Change ID Fold Change ID Fold Change
HPD oo ANKDD1B oo ITGA8 oo
MAL oo SH3RF3 oo FREM3 oo
MS4AS5 oo ANKDD1A oo FAM19A4 oo
TMEM61 oo PKDCC oo FLI37396 oo
HTN3 oo GUCA1A oo LOC100129848 oo
FAM70B oo ADAMTS3 oo C8A oo
SCEL oo 1QCJ oo ZFP2 oo
GJAl oo BSPH1 oo HNF4A oo
CD200 oo SPATA21 oo KCNJ6 oo
HIGD1C oo PYHIN1 oo ANKRD55 oo
00sP1 oo GAP43 oo SLCO6A1 oo
PLSCR2 oo FSIP1 oo CCDC33 oo
SMARCD3 oo ZNF536 oo HMGCLL1 oo
ZCWPW?2 oo CDH15 oo CCDC160 oo
LOC100127983 oo LOC100129654 oo PAMR1 oo
TSPANS8 oo MARCH11 oo KCNJ3 oo
ST6GALNACS oo CDK15 oo CCDC102B oo
GABRR2 oo NTNG2 oo LOC647166 oo
C4orf45s oo SYT16 oo SCGN oo
SGCG oo ENPP3 oo CRYM oo
SLC2A9 oo CDO1 oo NR1I2 oo
C100rf107 oo ZBBX oo ADAM23 oo
Cdorf51 oo XKR3 oo MOBP oo
TMEM150C oo EDAR oo LOC100132891 oo
HTR2C oo DPT oo NKAIN3 oo
F10 oo CHRND oo WIPF1 oo
LOC100131818 oo PLA1A oo HPGDS oo
NAALADL1 oo Cdorf22 oo ARHGAP25 oo
CyLc2 oo NPSR1 oo TRPM®6 oo
AMPH oo CCDC3 oo SLC5A5 oo
Clorf228 oo ACRBP oo VWC2 oo
LOC643339 oo EDIL3 oo FAM154A oo
TACR3 oo PRR4 oo GABRG3 oo
TNFSF13B oo ELMO1 oo C12orf26 oo
HCRTR2 oo LOC728637 oo DMRT1 oo
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ID Fold Change ID Fold Change ID Fold Change
FRMDS5 oo APBA2 5,36 ZNF781 3,83
EMR3 oo UNC5A 5,29 COL11A1 3,81
MEOX2 oo SNCAIP 5,19 RTN1 3,81
TMPRSS11A oo FGF12 5,19 FAM118A 3,80
CES5A oo IGLON5S 5,11 MGAT5B 3,78
UPP2 oo BIRC3 5,06 ENTPD1 3,75
CLIC2 oo C70rf46 4,97 HRH1 3,73
MUSK oo TNR 4,93 SLC33A1 3,70
GPA33 oo PTPRT 4,91 VPS54 3,70
ARMC3 oo OTUD7A 4,91 NLRP9 3,68
CHRM2 oo STXBP6 4,80 OAS3 3,67
CDH18 oo CCDC108 4,79 CPEB1 3,67
NEXN oo COL22A1 4,76 ATG4A 3,65
PPP2R2B oo ANKS3 4,74 KCNT1 3,65
LAMP3 19,30 ZC3H12A 4,74 PML 3,64
CPAb6 12,44 SYN2 4,65 TSHZ3 3,63
DDX60L 11,76 WNT3A 4,64 COL14A1 3,62
TRANK1 10,64 CIB2 4,58 C1QTNF7 3,61
OAS2 10,22 NTN4 4,49 ST8SIAL 3,59
LHFP 9,53 Cl2orf42 4,38 STAT1 3,58
IKZF3 9,32 TMEM90B 4,38 PAX5 3,58
PRIC285 8,58 HSD17B7 4,37 KCNK12 3,57
MX1 8,29 PDE1C 4,37 SMOC2 3,51
PCBD2 8,07 HPSE2 4,36 TSPANS 3,51
TMEM108 7,92 FAM134B 4,21 TMEM231 3,50
KCNAB1 7,26 TMEM154 4,20 DCDC2C 3,50
FAM69C 7,14 ABCB11 4,17 TSGA10 3,50
CELF5 6,34 TSNARE1 4,14 USP49 3,46
GALNTS5 6,34 PLSCR1 4,11 SEMA3A 3,46
PRDM11 6,14 SERAC1 4,10 S1PR2 3,45
ADAD1 6,14 KHDRBS3 4,09 GBP5 3,45
PPEF2 6,09 TXNIP 4,06 AASS 3,43
SUPT3H 6,07 WDR25 4,06 GMEB1 3,42
CYP39A1 5,90 IRF9 4,05 ASTN1 3,42
CCDhC81 5,89 C70orf60 4,04 KHDRBS2 3,42
RUNDC2B 5,86 PEX7 4,00 LAMA1 3,42
KCNA1 5,84 PARP9 3,98 RAPGEF4 3,39
GLDC 5,58 PHEX 3,93 SLC47A2 3,39
TMEM163 5,52 IGF2BP3 3,92 ULK4 3,35
SLC6A11 5,51 CASP10 3,88 MAGEC3 3,34
LRRC7 5,44 ZNFX1 3,85 TADA2B 3,33
MLXIP 5,40 CDH9 3,85 FIP1L1 3,31
RGSL1 5,39 PTPN4 3,84 MUC7 3,31

pag. 118



ID Fold Change ID Fold Change ID Fold Change
IL16 3,31 KCNQ5 2,50 C2o0rf39 2,04
MPPED1 3,29 SP110 2,48 CNTLN 2,03
ASZ1 3,28 DDR1 2,45 GRM1 2,02
RAB28 3,26 GRID2 2,43 CCDC91 2,01
PARP14 3,25 NRXN3 2,43 MTUS1 2,01
COL13A1 3,20 RALYL 2,42 CACNA2D3 2,01
RNF111 3,20 LARGE 2,40 SLC4A4 2,01
CNTNAP2 3,20 ADAMTS19 2,38 AFF2 2,01
ADAMTSL3 3,19 BRIP1 2,36 CSNK1G1 2,00
GRID1 3,18 ABCA10 2,35 ZNF571 1,99
SOBP 3,18 KCNT2 2,33 MYOM1 1,98
ZFP42 3,16 C9orf3 2,32 SLC26A5 1,95
SLC7A2 3,16 NPAS3 2,32 PHACTR3 1,94
EFHC2 3,16 MSH3 2,31 WDR?70 1,92
SLC16A7 3,14 PARD3B 2,30 LOC100128355 1,92
CCDC109B 3,13 SLC24A4 2,30 ANKRD6 1,92
RASGRF2 3,13 PLD5 2,26 LRRTM4 1,92
TPRG1 3,13 LAMA2 2,26 FGF14 1,91
PARK2 3,12 ARHGAP6 2,26 C150rf33 1,89
MADCAM1 3,08 LPXN 2,22 PTPN9 1,89
FGF13 3,07 DOK6 2,22 Clorfl12 1,88
TACR1 3,06 STXBP5L 2,22 MAPK10 1,88
DZIP3 3,05 OFCcC1 2,21 SLC35F1 1,88
STAT2 3,05 COL21A1 2,19 OPTN 1,87
OTOG 3,05 GTDC1 2,19 PEX5L 1,86
GLIS3 3,00 ANKRD45 2,19 GDA 1,85
PPFIA2 2,96 ZC4H2 2,19 NCOA1l 1,84
IMMP1L 2,92 ADAR 2,18 C3o0rf20 1,81
IMMP2L 2,84 ZNF3 2,16 GPR158 1,80
IGSF21 2,77 CNBD1 2,16 C200rfo4 1,79
TPTE2 2,76 KLF12 2,14 SPATAS 1,78
RRH 2,73 LSAMP 2,13 NELL2 1,77
RGS7 2,71 FMN1 2,10 CTNNA3 1,76
NTRK2 2,69 CACNA2D2 2,09 KLHL1 1,75
TMEM117 2,68 ANO3 2,09 SOCSs1 1,74
COL25A1 2,64 CNDP1 2,08 FBX0O32 1,74
EPHB1 2,64 MYO5B 2,07 FUT10 1,74
NAV2 2,62 FAMA49A 2,07 TP63 1,74
ITGB8 2,62 POU6F2 2,06 SLC7A5 1,73
AANAT 2,60 RET 2,05 RALGAPA2 1,73
C150rf43 2,56 SPTY2D1 2,04 NBEA 1,73
PTPRG 2,53 RASSF3 2,04 MYO3A 1,73
GPR112 2,52 POU2F2 2,04 AKAP6 1,73
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ID Fold Change ID Fold Change ID Fold Change

IKBKB 1,72 NLGN4X 1,46 PCDH15 1,13

ZNF438 1,72 PHACTR1 1,45 C20rf86 1,12

GRIK1 1,72 ZNF521 1,43 AGK 1,11
ZRANB3 1,72 EPHB2 1,42
STX11 1,70 TGS1 1,42
TTF2 1,70 NELL1 1,40
ZBTB20 1,70 CTNND2 1,40
MYO9A 1,68 CSMD1 1,39
TULP1 1,68 PPP2R5A 1,36
CLIP4 1,68 CNTN5 1,36
ADAMTS2 1,67 NTM 1,36
ROR2 1,66 WNK2 1,35
MYCBP2 1,65 MARCH6 1,35
ARHGEF33 1,65 SIPA1L2 1,35
PRR3 1,65 ACSL3 1,33
PARP8 1,65 PLA2G16 1,33
SAMD12 1,65 C220rf13 1,33
ARHGAP10 1,64 MYO3B 1,33
Clorf201 1,64 THRB 1,32
C70rf58 1,64 ASXL3 1,32
MGLL 1,63 PDE3A 1,31
DNAH14 1,63 MAD2L2 1,28
TANC2 1,63 AGAP1 1,28
ARHGAP24 1,63 OLFML2A 1,27
PPP1R16A 1,62 MLLT10 1,27
SH2D4B 1,62 HTR7 1,24
CDH4 1,61 SLCO5A1 1,24
CCDC141 1,60 MKL1 1,23
TYW1B 1,60 SASH1 1,21
GALNTL6 1,60 MNAT1 1,20
PDE6C 1,59 VPS8 1,18
NINL 1,59 SEC22A 1,18
FOXP2 1,59 KIN 1,17
ARHGEF15 1,59 ZMIZ1 1,16
FAM190A 1,55 PHKB 1,16
RPS6KC1 1,53 CLASP1 1,16
PDE3B 1,52 CYTH1 1,15
VEZT 1,50 HS2ST1 1,15
FUT8 1,50 FRMD4A 1,15
DYNC1I1 1,49 ZNF638 1,14
MTUS2 1,47 KIAA1468 1,14
C5o0rf36 1,47 GSK3B 1,13
COL23A1 1,47 USP53 1,13
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