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Resumen

La regulacion de la expresion génica en eucariotas es un procedimiento altamente complejo
compuesto por numerosos mecanismos. Tras el proceso de transcripcion, el pre-mRNA es
sometido a modificaciones postranscripcionales que tienen como resultado un mMRNA maduro
divisible en 3 partes, la secuencia codificante y los dos extremos no codificantes, 5' y 3’
“‘untranslated regions” (UTR). El segmento 5'UTR puede procesarse por “splicing” alternativo
dando lugar a transcritos con diferente eficiencia de traduccion y resistencia a la degradacion,
jugando un papel en la regulacién de la expresion proteica final. El patrén de expresién de la
pluralidad de transcritos podria variar en funcién de variables como el entorno celular. Por otro
lado, la Apolipoproteina D (ApoD) es una lipoproteina transportadora de pequefios lipidos con
una enorme variedad de funciones fisiolégicas en diferentes tejidos, que ha demostrado tener
un papel protector en el sistema nervioso, aumentando la supervivencia glial y neuronal ante
situaciones de estrés oxidativo. Este trabajo pone de manifiesto la existencia de 3 variantes
diferentes del extremo 5’UTR de la ApoD humana y las modificaciones en su expresion en
presencia de estrés oxidativo, sustentando las bases para futuros estudios funcionales sobre

la aportacidon de estas variantes a la estabilidad y capacidad de traduccion del mRNA.

1. Introduccion

1.1.  Apolipoproteina D y su relevancia en procesos fisioldgicos y patoldgicos.

La apolipoproteina D (ApoD) es una lipoproteina de la familia de las lipocalinas altamente
conservada en términos filogenéticos (1). Se encuentra implicada en el metabolismo lipidico,
siendo su funcién principal el transporte de pequerios lipidos. Es conocida su union a ligandos
como acido araquiddénico (AA), esfingomielina, retinol, acido retinoico, lisofosfatidilcolina

(LPC) o progesterona (2,3).

Se ha comprobado la presencia tanto del transcrito de RNA mensajero (MRNA) como de la
proteina en multiples tejidos (4,5). Por ejemplo, en el sistema cardiovascular ha sido de interés
la expresion por parte de células musculares lisas y pericitos de las paredes de los vasos
sanguineos y el papel de esta proteina en el proceso de angiogénesis (6). También se ha visto
que su pobre presencia en el tejido miocardico normal rapidamente se torna en una abundante
expresion en el tejido circundante a un dano isquémico, demostrando ademas que la
anulacion de su expresion resulta en una menor supervivencia celular (7). Asimismo, ApoD
ejerce un rol en otros muchos procesos fisiolégicos tales como el metabolismo lipidico,
regulando sus concentraciones plasmaticas y hepaticas o el proceso de remodelacién dsea,

entre otros (6). Cobra especial importancia su complejo papel en el sistema nervioso central



(SNC), donde ApoD también ha demostrado estar presente en numerosas etapas del

neurodesarrollo (8) y como factor neuroprotector ante diversas agresiones (9).

La expresion en SNC de ApoD puede encontrarse en varios tipos de células gliales, como los
astrocitos o los oligodendrocitos (4,5). También puede darse en las células de Schwann,
tratdndose de una proteina implicada en el procesado y compactacion de la mielina (10). Por
otro lado, y aunque ha sido objeto de debate, su expresion en neuronas parece encontrarse
limitada a ciertos momentos del desarrollo embrionario (6,8). Una de las caracteristicas
prominentes de su regulacibn en el sistema nervioso es su sobreexpresion en el
envejecimiento y en situaciones que comportan un aumento de estrés oxidativo (EOX)
(9,11,12). Este aumento en la expresion de ApoD confiere en situaciones de EOx un aumento
de la resistencia y un incremento de la supervivencia de las células gliales y, de forma
paracrina, también de las neuronas que internalizan la proteina (12,13). Esto apoya las
observaciones que muestran a ApoD como un factor protector en el contexto de patologias
como la enfermedad de Alzheimer (14,15). Esto, afiadido a su papel antiinflamatorio, podria
explicar también su potencial papel en la lesion de nervio periférico, donde su unién y
transporte de LPC y AA parecen frenar la emision de sefiales de reclutamiento y activacion
macrofagicas por las células de Schwann (16,17). Ademas, se ha visto que ApoD se encuentra
sobreexpresada en enfermedades lisosomales de almacenamiento de lipidos, confiriendo
también un papel protector (18,19).

El vasto numero de localizaciones y la enorme variedad funcional de ApoD hacen esperable

una compleja red de elementos reguladores que dirijan de forma sutil su expresion.

1.2.  El papel del extremo 5’'UTR en la regulacion de la expresion génica

La regulacion de la expresion génica en eucariotas es un proceso complejo compuesto por
numerosos procesos tales como la sintesis del transcrito primario de RNA, su modificacién
postranscripcional, la degradacién del mRNA mediada por microRNAs, la fase de traduccion,
modificaciones y degradacién proteica postraduccional, etc. Toda esa variedad de procesos

permite la existencia de multiples métodos celulares de regulacion (20).

El proceso de transcripcibn se encuentra estrechamente controlado por elementos
promotores, silenciadores y potenciadores localizados en la propia secuencia del DNA,
ademas de por elementos epigenéticos y sefiales extracelulares que activan y reprimen
factores de transcripcion. Los pre-mRNA resultantes son sometidos a modificaciones
postranscripcionales como el corte y eliminacion de intrones, la adicion de la cola de poli(A)
en el extremo 3’ o la de 7-metil-guanilato en el 5’, entre otros. Finalmente, el mMRNA resultante

es una estructura consistente en tres partes, dos secuencias no codificantes, los extremos 3’



y 5’- “untranslated regions” (UTR) y la propia secuencia codificante (CDS, “coding sequence”)
de la proteina (20,21).

Los segmentos 5’UTR parecen capaces de condicionar la estabilidad del mRNA, su eficiencia
de traduccion y su capacidad para abandonar el nucleo celular (21). Las estructuras primaria
y secundaria del 5’UTR influyen el mecanismo que da lugar a la unién entre mRNA y el
complejo de iniciaciéon ribosémico. La longitud, el contenido G+C y la presencia de motivos
particulares en la secuencia parecen tener impacto en la eficacia del proceso de traduccién
(22).

Se ha observado como el extremo 5’'UTR puede procesarse por “splicing” alternativo de forma
analoga a lo que ocurre con la CDS. Esto, sumado al posible uso de promotores alternativos,
confiere a los 5UTR una gran diversidad estructural (23,24). Este hecho, junto a las
numerosas funciones previamente descritas situa al 5’UTR como un interesante objeto de

estudio dentro de la regulacion de la expresion génica.

La atencidén suscitada por esta region ha ido en incremento en los ultimos afios, ya que
mutaciones en las regiones UTR podrian estar implicadas en ciertas patologias de mamiferos
(25).

1.3. Regulacion de la expresion génica y extremo 5’UTR de ApoD

El gen de ApoD en humanos se encuentra en la regién 14.3 del brazo corto del cromosoma
3. Su CDS se compone de 4 exones, con una organizacion exon-intron tipica de la familia de

las lipocalinas (26,27) (Figura 1).

E1 E2 E3 E4 E5

4382 nt i 5367 nt | 2484 nt | 2141 r
i i i i
i 5'UTR | cDps EXULY

Figura 1 — Representacion a escala de la secuencia de DNA del gen de ApoD (5’'UTR, CDS y
3’UTR) y su estructura intrén-exén canonica. Se diferencian largas secuencias intrénicas de
miles de pb entre las que se intercalan 5 regiones exonicas. El inicio de la regién promotora y la
caja TATA se encontrarian 3,8 kb y 30 pb “upstream” del inicio del E1, respectivamente. Se
distinguen dos exones 5’UTR canonicos. El segundo (incluido en E2, de color rosa) se encuentra
precediendo al inicio de la CDS. Existen 4 exones en la CDS, el ultimo de ellos (E5) se contintia
con el exon correspondiente al 3UTR.

La regién promotora y los elementos que regulan la expresion de ApoD en humanos son
altamente complejos y han sido objeto de multiples investigaciones. La caja-TATA se
encuentra 30 pares de base (pb) “corriente arriba” o “upstream” (UPS) con respecto al lugar

de inicio de la transcripcion, y a algo mas de 4.5 kb UPS del primer nucledtido de la CDS (28).

Se ha predicho la presencia de multiples elementos promotores y represores de la expresion,



como los elementos de respuesta a hormonas (estrogenos, progesterona o glucocorticoides);
represores dependientes de colesterol o elementos de respuesta a fase aguda, ademas de
secuencias de alternancia purina-pirimidina que han sido asociadas con el proceso de
regulacién génica (27). También son diversas las rutas metabdlicas propuestas como
reguladoras de su expresion en funcion del organismo, el tejido y los estimulos ambientales.
Se ha observado como la ApoD se encuentra regulada por la via JNK en células de

astrocitoma humano sometidas a EOx (13) y por la via MEK/ERK en fibroblastos de ratén (29).

Ademas de los procesos previamente descritos en el control de la expresién de ApoD, parece
que las lipocalinas presentan una gran variabilidad en la eficiencia de traduccion dependiente
del 5UTR (30). Los genes de ApoD en mamiferos han demostrado multiples formas
alternativas de expresion del 5’UTR (6,31). En el ratén, ha sido evidenciada de forma
experimental la expresion alternativa de diferentes variantes de 5UTR de ApoD. Estas
variantes parecen tener diferentes patrones de expresion en funcion del tejido, estando
algunas de ellas particularmente presentes en el SNC, y segun las condiciones del medio,
destacando la sobreexpresion selectiva de una de ellas por la presencia de EOx (32). Ademas,
un analisis in silico ha sugerido la presencia de estas variantes 5’UTR en el humano (24), por

lo que parece relevante la comprobacion experimental de las mismas.

La presencia de diferentes variantes 5UTR confirmaria este mecanismo en el proceso de

regulacién de la expresion de ApoD.

2. Objetivos

1. Estudiar las posibles variantes 5UTR del gen de ApoD en humanos predichas in silico a
través de la base de datos UTRdb (http://utrdb.cloud.ba.infn.it/utrdb/index 107.html).

2. Comprobar experimentalmente si las variantes predichas bioinformaticamente se

expresan en células astrogliales humanas en distintas condiciones:
a. Control.

b. Estrés Oxidativo (modelo general de envejecimiento-neurodegeneracion).

3. Materiales y métodos

3.1. Revision bibliogréfica

Para conocer el estado actual del conocimiento sobre el que versa este trabajo se llevé a cabo
una busqueda bibliografica a través del buscador PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/).
Se emplearon operadores booleanos Yy filtros de busqueda en torno a los conceptos clave de
este trabajo: ApoD y 5’UTR (Tabla 1).


http://utrdb.cloud.ba.infn.it/utrdb/index_107.html

Parametros de Busqueda Filtros de Busqueda Resultados
((5'utr) OR (5'-utr)) AND ((Apoclipoprotein D) i o
OR (ApoD))
(5'UTR[MeSH Terms]) OR (5'UTR[MeSH , - 8324
Major Topic]) “Ultimos 5 afios” y “Review” o 40*
Systematic Review”
((ApoD) OR (Apolipoprotein D)) AND - 70
TIIELT s “Ultimos 10 afios” y “Review” 3*

Tabla 1 - Busqueda bibliografica. *: Articulos cuyo titulo y resumen han sido revisados.

Se comprobd la adecuacion de los articulos al tema mediante la lectura de su titulo y resumen.
Posteriormente se completo la revision seleccionando en una segunda busqueda basada en
la bibliografia de los articulos anteriores, seleccionando finalmente 32 articulos para su lectura

completa.
Durante el proceso se empleo el gestor bibliografico Zotero (https://www.zotero.org/).
3.2. Busqueda in silico de variantes del extremo 5’UTR de ApoD

Se obtuvo la secuencia del gen de ApoD humana y su extremo 5’'UTR (hasta 6700 pb UPS)
en la base de datos “Gene” del NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene). Se consulté en la
base de datos UTRdb la estructura exén-intrén predicha in silico para el extremo 5’UTR y las
posibles variantes mas probables de “splicing” alternativo. La base de datos UTRdb
diferenciaba 4 posibles exones dentro del segmento 5’UTR que tras someterse al proceso de

corte y empalme podrian dar lugar a 4 diferentes variantes (Figura 2).

Exones A B Transcritos
63 nt 63 nt 34 nt E
135 nt 77 nt 34 nt E
E2 E1 E4
- 7at 63nt 135 nt 34nt E
E3 E1 E2 E4
E4 E1 E3

Figura 2 — Exones (A) y transcritos alternativos (B) del segmento 5'UTR del gen de ApoD humano
predichos por UTRdb. Se predicen dos lugares de inicio de transcripcion alternativos para el exén 1,
representados con color amarillo al inicio del segundo transcrito. nt: nucleotidos.

Los transcritos 1 y 2 fueron considerados como homodlogos debido a su alta similitud, ya que
el transcrito 2 presentaba un lugar de inicio de transcripcion alternativo 16 nucleétidos UPS
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en el exdn 1 con respecto al transcrito 1. De esta forma diferenciamos 3 variantes, cuyas

secuencias se muestran en la Tabla 2.

- Variante A: incluye los exones 1 (61 nt) y 4 (34 nt).
- Variante B: incluye los exones 1 (61 nt), 2 (138 nt) y 4 (34 nt).
- Variante C: incluye los exones 1 (61 nt) y 3 (73 nt).

VELENIG Secuencia

Variante A AAGACAGGCATCTCAAATCGGCTGATTCTGCATCTGGAAACTGC
Exones 1y 4. CTTCATCTTGAAAGAAAAGCTCCAGGTCCCTTCTCCAGCCACCC
AGCCCCAAG

AAGACAGGCATCTCAAATCGGCTGATTCTGCATCTGGAAACTGC

Variante B CTTCATCTTGAAAGAAAAGTTACCAGGAAGTAACCCGGGCAAAT

Exones 1,2y 4. TCACCTCGTTGGTATGAAGAGAGTGTCAGCAGAGGTCGCCTCC
AGAGGAGGTGCTGTGGAGACTGAGCGCATAGCACCCTTAAAAT
CCTGGGACCAGGGCTTCTCCACGGCTCCAGGTCCCTTCTCCAG
CCACCCAGCCCCAAG

AAGACAGGCATCTCAAATCGGCTGATTCTGCATCTGGAAACTGC

yaranteic CTTCATCTTGAAAGAAAAG

Exones 1y 3.

Tabla 2 - Secuencias de las variantes o transcritos alternativos del extremo 5'UTR de ApoD humana con cédigo
de colores para cada exén. Amarillo: exon 1. Azul: exén 2. Rojo: exén 3. Morado: exén 4.

T £2 £3
675 nt 270 g 3121 nt E4m

Figura 3 - Representacion a escala de la estructura intron-exoén en la secuencia de DNA del extremo 5'UTR de
ApoD humana.

3.3. Diseno de oligonucledétidos con NCBI-Primer BLAST

Para el diseno de los oligonucleétidos cebadores para la amplificacion por PCR se empleé el
buscador PrimerBLAST de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Se
disefaron oligonucledtidos que fueran selectivos de variante, buscando complementariedad
con exones diferenciales. Ademas, se establecié como requisito de busqueda la formacién de
un amplicén en una longitud de 180-220 pb, con un contenido en GC de entre el 40 y el 60%.
Se buscé un éptimo en el que la temperatura de fusién (Tm, en la que se espera que el 50%
de los oligonucledtidos estén unidos a la cadena molde) tedrica fuera de 60°C, permitiendo

un intervalo de entre 57°C hasta 63°C.



Se seleccionaron 6 oligonucledtidos cuyas secuencias y caracteristicas se encuentran en la

Tabla 3, y cuya distribucién en el transcrito de mMRNA del 5’UTR se muestra en la Figura 4.

Primer Secuencia Tm(°®C) GC%
HApoD-Ex1-For: AGACAGGCATCTCAAATCGG 58.18 50.00
HApoD-Ex2-For: CTGAGCGCATAGCACCCTTA 60.40 55.00
HApoD-Ex3-For: TTACTGCAACCTCTGCCTCC 60.19 55.00
HApoD-Ex2-Rev: TTTAAGGGTGCTATGCGCTC 58.84 50.00
HApoD-Ex3-Rev: AGGCAGAGGTTGCAGTAAGC 60.32 55.00
HApoD-CDS-Rev: CGTCAAAATTCTCCTGCACCG 60.63 52.38

HrPL18-For: GTCCCTTTCCCGGATGAT 50.8 55.60
HrPL18-Rev: GACAGTGCCACAGCCCTTAG 52.2 60.00
HApoD-ATP-For: CCACCCCAGTTAACCTCACA 60 55.00
HApoD-TVD-Rev: CCACTGTTTCTGGAGGGAGA 60 55.00

Tabla 3 — Secuencias, Tm y %GC de los cebadores empleados para las variantes 5'UTR,
para el gen normalizador L18 y para la secuencia codificante de ApoD (presente en
cualquiera de las variantes.

No fue posible el disefio de oligonucledtidos dentro del exédn 4 con los requisitos descritos
anteriormente.

3.4.  Cultivo celular en condiciones de Control y Estrés Oxidativo

Las lineas celulares de astrocitos humanos (U87 o 1321N1) se sembraron en pocillos de 1.9
cm? a una densidad de 75.000 células/pocillo. Tras un dia en cultivo en medio completo se
cambié al medio experimental (con bajo suero) y la mitad de los pocillos fue tratada con el
agente oxidante paraquat (0,5 M). El tratamiento, de 24 horas, se concluy6 retirando el medio

y recogiendo las células como se detalla en el protocolo de QlAzol (Anexo 1).
E1 E4

63 nt 34 nt Variante A
L’ (J HApoD-CDS-Rev

HApoD-Ex1-Fo
Variante B

E1 E4

63 nt 135 nt 34 nt
|_) HApoD-Ex2-Rev 1.|‘_)
HApoD-Ex1-Fo HApoD-CDS-Rev

HApoD-Ex2-Fo
E1 E3
63 nt Variante C

HApoD-Ex3-Rev HApoD-CD5-Rev

L,

HApoD-Ex1-Fo

Figura 4 - Esquema de distribucion de los cebadores disefiados en PrimerBLAST (NCBI) para
diferenciar en el mRNA las diferentes variantes del 5'UTR de ApoD humana.

HApoD-Ex3-Fo



3.5. Extraccion de RNAy obtenciéon del DNA complementario mediante retrotranscripcion

Se empled el protocolo de QlAzol (QIAGEN), descrito en el Anexo 1, para la obtencién de
RNA purificado que fue resuspendido en 50 pl de H>O a una concentracion de 2 ng/ul. Se
cuantific6 mediante espectrofotometria (absorbancia a 260 nm) con el dispositivo Nanodrop
ND1000 (ThermoScientific). Se comprob¢ la calidad del RNA extraido con dos métodos: (i) a
través de las ratios espectrofotométricas 260 nm/230 nm y 260 nm/280 nm vy (ii) mediante
electroforesis a 120 V en gel de agarosa 2%. Tras la electroforesis se visualizé la muestra
mediante exposicion a radiacion UV, obteniéndose una imagen digital de la misma con el
sistema GelDoc XR (BioRad).

Se usaron 500 ng de RNA para la obtencién del DNA complementario (cDNA) mediante
transcripcion inversa con el kit PrimeScript RT Enzyme Mix | (Takara Bio, Japan) a 42°C
durante 60 minutos, previa incubacion con DNAse | (Takara) para la eliminacién de restos de
DNA genomico (gDNA).

3.6. Comprobacion del funcionamiento de los oligonucleétidos mediante amplificacion de

DNA genomico

El gDNA fue obtenido mediante el protocolo de QlAzol (QIAGEN) descrito en el Anexo 1. Su
concentracién fue medida mediante espectrofotometria (absorbancia a 260 nm) con Nanodrop

ND 1000 (ThermoScientific) y fue diluido hasta una concentracion de 2 ng/ul.

Para la confirmacion del correcto funcionamiento de los oligonucleétidos se llevo a cabo la
amplificacion usando gDNA como molde con las combinaciones de parejas de

oligonucledtidos mostradas en la Tabla 4.

Amplicon  Primers Longitud

Ex1-For
Al bopev 860N

Ex2-F
A2  are  355nt

Ex3-For

A3  (psreyv 3300nt

Tabla 4 - Amplicones esperables a partir gDNA con el
uso de 3 combinaciones de oligonucledtidos.



Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el dispositivo termociclador Rotor Gene 3000,
empleando el kit de polimerasa Dream Taq Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Cada
muestra de acido nucleico (1 pL) fue afiadida a 19 uL de mix siguiendo la receta mostrada en
la Tabla 5. Las muestras fueron sometidas a 35 ciclos de amplificacion (ver ejemplo en Figura
5) y 10 pL de los productos resultantes se mezclaron con tampdn de carga (conteniendo un
marcador fluorescente de acidos nucleicos, RedSafe™) y se separaron electroforéticamente

durante 15 min a 120 V en un gel de agarosa al 2%. Se adquirié una imagen digital del gel

mediante exposicién a radiacion UV en el sistema GelDoc XR (BioRad).

Mezcla de reaccion de PCR con los sustratos y la polimerasa (Dream Taq)

Dream , .
Taq dH,O Primer 1 Primer 2 Muestra

opuL  82upuL  O04pL 044l 1 L

Tabla 5 - Composicién de la reaccion de PCR.

Las reacciones de PCR a partir de gDNA se llevaron a cabo con tiempos de elongacion de
45” y 60” para asegurar la replicacion de los transcritos de mayor tamano (860 y 3300 nt).
Ademas, para la amplificacion del amplicon 3 se explord un gradiente de temperaturas de
anillamiento desde 55°C a 65°C con el objetivo de encontrar la temperatura éptima para el

funcionamiento de estos cebadores.

Desnaturalizacion

94°C: 5' 94°C: 30" Elongacidn
|
or- 20 | 72°C; 5
Anillamiento / 72°C; 30 i
|
60°C; 30" I
| € > I
35 ciclos

Figura 5 - Tiempos y temperaturas del programa de termociclado. Se muestra un ejemplo de RT-
PCR con temperatura de anillamiento de 60°C.

Como control negativo se utilizé un plasmido, del cual se tiene la certeza de la ausencia de

secuencias homologas al transcrito de ApoD.
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3.7.  Amplificacion mediante RT-PCR

Para explorar la existencia de variantes de mMRNA de ApoD que difieran en su extremo 5’UTR,
se llevaron a cabo amplificaciones del cDNA obtenido por retrotranscripcion (RT). Se uso la
misma metodologia que para la amplificacion a partir de gDNA (Figura 5; Tabla 5), asi como

su analisis posterior en gel de agarosa.

También se us6 como control negativo el plasmido que no contiene secuencias homologas al

transcrito de ApoD.
3.7.1. Optimizacion en la amplificacion para el analisis de variantes 5’UTR de ApoD

Con el objetivo de conocer la expresién de las diferentes variantes en las dos condiciones
experimentales, primero se realizaron una serie de experimentos para seleccionar las
temperaturas de anillamiento y las concentraciones de DNA molde o6ptimas para la
amplificacion en cada caso. Primero se llevaron a cabo PCRs con diluciones 1:10 del producto
de la retrotranscripcion (cDNA), programando gradientes de temperatura (entre 55 y 65°C)
para la fase de anillamiento. De esta forma se establece la temperatura experimental 6ptima

en relacion con las Tm tedricas de cada pareja de oligonucleétidos.

Tras ello, se llevaron a cabo diluciones progresivas del cDNA (1:10, 1:50 y 1:200) para la
temperatura 6ptima seleccionada (61,2°C). Se emplearon 3 parejas de oligonucleétidos
propias de cada variante (Figura 4; Tabla 6): Variante A: Ex1For/CDS-Rev; Variante B:Ex2-
For/CDS-Rev y Variante C: Ex3-For/CDS-Rev).

Finalmente se empled cDNA retrotranscrito a partir de muestras de RNA obtenidas de cultivos

de células astrociticas humanas (1321N1) cultivadas en condiciones de Control y EOx.

Ademas de los oligonucleétidos que permiten la distincién inequivoca de las variantes (Figura

4), se usaron otros dos tipos de controles.

1. Oligonucledtidos para el gen L18, un gen ribosomal de expresion constitutiva cuya
expresion no varia con el EOx, que servira como normalizador para valorar de forma

semicuantitativa las posibles diferencias de expresion de las variantes.

2. Oligonucledtidos dentro de la CDS de ApoD, con el objetivo de conocer posibles cambios

de expresion totales del mRNA en cualquiera de sus variantes.

4. Resultados

4.1. Extraccion del RNA: Cuantificacion e integridad
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El resultado de la electroforesis tras la extraccién del RNA se muestra en la Figura 6A. Se
obtuvieron 3 bandas coincidentes con las subunidades del RNA ribosémico, demostrando la
integridad del RNA en la muestra.

El resultado de la cuantificacién del RNA mediante electroforesis se muestra en la Figura 6B.

Se obtuvieron unos valores y ratios de absorbancia adecuados.

B ng/pl  1285,92
i A260 32,148
28,00 2,14
26,00
2400 A280 16,440
22,00
A . § 200 260/280 1,96
& 18,00
2 16,00
8 10,
L (pb) ; T 1400 260/230 1,72
5 ' E‘
‘ = 12,00
e e =~
2000 ' 10,00
800
1000 | S 6.00
400
500| enmmsm— 200
400 0,00
300 200
200 . ——
100 _— — 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Wavelangth nm

Figura 6 — Calidad y cantidad del RNA extraido. (A) Gel de agarosa 2% con 10 ul de muestra de RNA
purificado. (B) Espectro de absorcion tras la purificacion de RNA con el protocolo QiAzol. Se muestran
los valores de absorbancia a 260 y 280 nm y las ratios 260/280 y 260/230.

4.2.  Amplificacién de fragmentos usando DNA gendémico como molde

Para comprobar que el disefio de oligonucledtidos habia sido correcto y reconocian las
secuencias esperadas, se probd su funcionamiento usando gDNA como molde (Figura 7),

dado que es seguro que estas secuencias estan presentes.

Los amplicones A1 y A2 aparecieron de forma recurrente con las longitudes esperables, 355
y 860 pb, respectivamente. Sin embargo, pese a las estrategias para la obtencién del amplicén
A3, no se consiguio.

Dado que la causa mas probable es la limitacion de la técnica para amplificar transcritos de
3,3 kb con una polimerasa estandar, se optd por su prueba directa en los experimentos de
RT-PCR
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Ta(oc) 59-0 61 -2 63-0 65-0 c =
Figura 7 — Prueba de los nuevos oligonucleétidos con gDNA como molde. (A) PCR con el
intervalo de elongacion prolongado a 45 seg. (B) PCR con elongacién prolongada a 60 seg
para probar un tiempo mayor de sintesis del amplicon A3 (3300 pb). (C) PCR dedicada al

amplicén A3 con gradiente de temperaturas de anillamiento y periodo de elongacién de 60 seg.

550 57.1

4.3. Optimizacion en la amplificacion de variantes en condiciones control

Las muestras de cDNA obtenidas de células astrociticas 1321N1 en condiciones control se
usaron en primer lugar para optimizar las condiciones de amplificacion de cada variante. Los

tamafos esperados se muestran en la Tabla 6 y Figura 8.

E1 E4 Variante A
63nt  34nt 211 pb
I—b E162ph  E434ph Cos115pk
Ex1-Fo CDS-Rev
E1 EZ EA Variante B
62 nt 135 nt  34nt 197 pb
L E242pb E434pb CDS115ph
El-Fo CO5-Rev
E1 E3 Variante C (1)
L; E162pb £320 pb
Ex1-For CD5-Rev
E1l E3 Variante C(2)
136 pb

63 nt
e ——
E321pb  CDS115pb

CO5-Rev

Figura 8 - Representacion de la distribucion de los oligonucledétidos en el mRNA y los
fragmentos de amplificacion (amplicones) esperados segun las predicciones de UTRdb.
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A B c(1 C(2)

m Ex1-For/CDS-Rev Ex2-For/CDS-Rev Ex1-For/Ex3-Rev Ex3-For/CDS-Rev
Longitud 211 nt 197 nt 82 nt 136 nt

Tabla 6 - Oligonucledtidos empleados para cada variante y longitudes del fragmento esperado.

Se observo la expresion en condiciones control de la Variante A, con una banda atribuible al
transcrito esperado de 210 pb para casi cualquier temperatura, considerandose 6ptima su
visualizacién entre los 59°C y 61,2°C (Figura 9A). Se observé también restos del exceso de
acidos nucleicos en la zona superior. Estos desaparecian cuando se usaban diluciones 1:50
y 1:200 del cDNA (Figura 9C), sin embargo, con esas diluciones no fue posible poner de

manifiesto la presencia de la variante A.

Por otro lado, las variantes B y C no pudieron ser detectadas en ninguna de las condiciones
probadas (Figura 9B y 9C), sugiriendo que no deben tener una expresion significativa en estas

células en la condiciéon control.

L (pb)
500 pb [ Liph)
400 pb | e & A 3000 pb| B
300 pb _ P _ 1000 pb [
}q.’ e : : :}, 2 0
200 pb | e . : = 3 500 pb
s 7 7 - R~ . 400 pb [
100pb| . 0gh
. 200 pb
T2(°C) 55.0 571 59.0 612 63.0 65.0 Gg _2 100 pb
61.2
500 pb
400 pb |
300pb |
200 pb

100 pb SR
3 LT

59.0 C-

R L
a i i

63.0 61.2

1:200 1:50 1:10

61.2
Var A-CdeRT Var C - T3(°C) Var A 1:10

Figura 9 — Optimizacién de la RT-PCR de células astrociticas 1321N1 en condiciones control. (A)
Amplificacion con la pareja de oligonucledtidos de la variante A con diferentes temperaturas de
anillamiento (55°C-65°C). (B) Amplificacion de la variante B con anillamiento entre 59°C y 63°C. (C)
Amplificacion de la variante A a partir de concentraciones diferentes de molde (1:10, 1:50, 1:200) y de
la variante C (1) con gradiente de temperatura de anillamiento (569°C-63°C).

4.4. Patrones de expresion de las diferentes variantes en células astrociticas humanas

en condiciones control y estrés oxidativo.

Para indagar por primera vez si el estrés oxidativo podria cambiar la expresion de las

diferentes variantes se amplié la busqueda usando dos lineas diferentes de astrocitoma
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humano (1321N1 y U87) (Figura 10). Ademas, se empleé como molde una RT-PCR de
1321N1 diferente a la utilizada para la optimizacion de oligonucleétidos. Tanto la variante A
como la B demostraron cierta expresion en condiciones control con un aumento aparente de
la expresién en condiciones de EOx. Ambas mostraron la longitud esperada para los
fragmentos (Tabla 6; Figura 8). Dado que para ambas variantes no se detectd expresion en
las células astrocitarias U87, se realizé una amplificacién aumentando los ciclos a 40 (Figura
11).

A pesar del aumento del numero de ciclos de amplificacion, no se detectd expresion de la
variante B en las células U87. Por otro lado, en las células 1321N1 se confirmé la presencia
de las variantes Ay B en condiciones control y el aumento aparente de la cantidad de transcrito

B en condiciones de EOx.

L (pb)
1000

500

300
200

100

1321C  1321EOx U87C U87EOx 1321C 1321EOx U87C U87 EOx C-
Variante A Variante B

Figura 10 - Electroforesis tras amplificacion de las variantes A y B a partir de cDNA de células
astrocitarias 1321N1 y U87 en condiciones Control y de EOx.

1000

500
400

300

200

1321C  1321C 1321EOx U87C US87 EOx
Variante A Variante B

Figura 11 - Electroforesis tras amplificacién con 40 ciclos de cDNA de células astrocitarias
1321N1 y U87 en condiciones control y de EOx
En la Figura 12, la amplificacion con los oligonucleétidos para la variante C muestra transcritos
de en torno a las 130 y 200 pb (amplificados con dos parejas diferentes de oligonucleétidos
(Tabla 4; Figura 8). Estos fragmentos tienen tamafos superiores a los esperados. Ambos

transcritos mostraron una mayor cantidad aparente en presencia de EOx.
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L (pb)
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400 |
300 |

200

100

“C  EOx C EOx C  EOx C-

Var C (1) Var C (2) Var B

Figura 12 — Electroforesis tras amplificacion de cDNA de células astrocitarias 1321N1 en
condiciones control y de EOx con cebadores para las variantes C y B. Para la variante C se
usaron dos parejas de oligonucledtidos diferentes (Tabla 4; Figura 8).

4.5. Patrones de expresion en relacion a genes control y a la expresion neta de la

secuencia codificante de ApoD

Para confirmar las observaciones de expresion y posibles cambios cuantitativos en la misma,
se llevaron a cabo PCRs incluyendo la amplificacion del gen L18 en las dos condiciones

experimentales (Figuras 13 y 14).

Esto nos permitié determinar que la concentracién de cDNA en la reaccion de muestras control
era mas elevada que en las muestras sometidas a EOx. Por lo tanto, el resto de resultados

para las variantes debe ser analizado teniendo esto en cuenta.
1000

500| s

3000
200

100

C EOx C EOx C EOx EOx C  C-
Variante A Variante B VarianteCc L18 L18

Figura 13 - Electroforesis tras amplificacion de las 3 variantes de ApoD y el gen L18 que permite
determinar la concentracion del DNA molde en las muestras Control y EOx.

Tras estos resultados quisimos comprobar el nivel de expresién del gen ApoD (en cualquiera

de sus variantes de mRNA) en las muestras analizadas (Figura 14).
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Se obtuvieron bandas del tamafo esperado, similares en cantidad aparente en ambas
condiciones, pese a la concentracion de cDNA molde muy superior de las muestras control.

L (pb)
1000

C EOx C EOx C EOx C EOx C EOx C-
Variante A VarianteB Variantec -18 L18 ApoD ApoD

Figura 14 - Electroforesis tras amplificacion de las 3 variantes de ApoD, el gen L18, y un fragmento
de la CDS de ApoD que permite determinar la expresién del mRNA de ApoD en cualquiera de sus
variantes.

5. Discusion

A través de las investigaciones llevadas a cabo, parece razonable afirmar que el extremo
5'UTR del gen de ApoD es procesado por “splicing” alternativo, tal y como ya habia sido

observado por otros autores en modelos de raton (32).

Dichas variantes parecen tener un patrén de expresién cambiante en funcion de las
condiciones del medio celular, habiéndose observado un aumento aparente de todas ellas con
la presencia de EOx, sin hallarse de forma clara una variante dominante bajo condiciones de
EOx. La amplificacién del fragmento propio de la CDS de la proteina de ApoD también muestra
la sobreexpresion de esta en condiciones de EOx. Esta circunstancia puede considerarse
compatible con los cambios de expresion observados en el ratéon y la sobreexpresién que

ApoD sufre en condiciones de EOx en células y tejidos de ratén (12,13).

Pese a la no amplificacién con la pareja de oligonucleétidos Ex3-For y CDS en las pruebas
con DNA gendmico, la presencia reiterada de la banda correspondiente al amplicon Ex3-
For/CDS-Rev en torno a las 200 pb en las RT-PCR realizadas posteriormente invita a pensar
que su ausencia en el gendmico es mas debida a las limitaciones propias de la DNA
polimerasa ante la excesiva longitud del transcrito (3300pb). Nuevas investigaciones con una
polimerasa adecuada a la longitud del transcrito deberian ser suficientes para la amplificacion
de la banda a partir de gDNA.

La variante A, considerada histéricamente como canonica, ha sido la unica en demostrar su
presencia en condiciones C y EOx en todas las PCRs realizadas (con dos reacciones de RT
independientes a partir de células 1321N1). Ademas, la longitud del fragmento se ajusto a las
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predicciones in silico. Otros autores (24) y la base de datos UTRdb han sugerido la presencia
de inicios de transcripcion alternativos para el exén 1, presente en todas las variantes, lo que
podria ser indagado en nuevas investigaciones mediante el disefio de nuevos

oligonucledtidos.

Las variantes B y C han sido clasicamente clasificadas como variantes alternativas, cuya
presencia estaria sujeta a ciertos factores promotores o inhibidores que modularan el

“splicing”.

Hemos demostrado la presencia de la variante B en condiciones control y EOx en la segunda
reaccion de RT de 1321N1 usada, demostrando un aumento aparente de su presencia en las
células sometidas a EOx. La longitud del fragmento demostrado de forma experimental fue la

esperada para los oligonucleétidos empleados (Ex2For/CDS-Rev).

En cuanto a la Variante C, las predicciones in silico de UTRdb parecen mostrar ciertas
discrepancias con las longitudes que hemos hallado de forma experimental. La longitud
predicha para el transcrito Ex3For/CDS-Rev (136 pb) dista alrededor de 60 pb de la banda
que se observa de forma reiterada en los geles (en torno a las 200 pb). Otros autores han
considerado al exén 4 del 5’UTR como un exén constitutivo (24). La presencia de este exon
adyacente al inicio de la CDS podria responder, en parte, al disenso que se observa entre las

predicciones por UTRdb y nuestra observacién experimental.

Ademas, la pareja de oligonucleétidos Ex1-For/Ex3-Rev amplifica un fragmento de alrededor
de 50 pb, superior a las predicciones in silico. Otros autores han sefalado que el tamano de
E3 podria ser superior a las 73 pb predichas por UTRdb, identificando para él multitud de
lugares de “splicing” alternativo a lo largo de su secuencia. Estimaciones basadas en otras
bases de datos y predictores de corte/empalme estiman como tamafio mas probable 113 pb
(24). Este hecho, ademas de la posibilidad de la incorporacién de E4 a la variante C, podrian

dar respuesta a la discrepancia de ambos transcritos especificos de la variante C.

6. Conclusiones

- Este trabajo demuestra que el extremo 5’UTR del mRNA de ApoD humana es procesado
por “splicing” alternativo, evidenciandose 3 variantes diferentes.

- El patron de expresion de dichas variantes es cambiante ante condiciones de EOx.

- Las discrepancias entre las predicciones in silico y las observaciones experimentales para
la variante C, pueden deberse a un mayor tamafio del E3, ademas de la inclusion del E4,

considerado clasicamente como constitutivo.
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- El presente estudio sienta las bases sobre las que sustentar estudios funcionales de las
diferentes variantes y de su aportacién a la estabilidad y capacidad de traduccién del

mRNA de ApoD en diferentes condiciones fisiolégicas y patoldgicas.
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9. Anexos

Anexo 1: Métodos y materiales

1. Protocolo de extraccion de RNA con QlAzol

Las células sembradas en placas de 1,9 cm? se levantaron con tripsina 0,25% y se sometieron
a centrifugacién a 200 G 5 minutos. Al pellet obtenido se le afadié reactivo de lisis QlAzol
(QIAGEN) para la desnaturalizacion de las proteinas. Se afiadié cloroformo (1:5) y se agitd
con fuerza manualmente para segregar el RNA del resto de elementos celulares. Se centrifuga
la muestra (12 000 G, 15 minutos, 4°C), Posteriormente fue posible diferenciar en la muestra
dos fases, una mas inferior correspondiente a las proteinas y DNA, y otra superior, de
consistencia acuosa, correspondiente al RNA. Entre ellas se situaba una interfase
blanquecina con el proteinas desnaturalizadas y DNA (que debe descartarse). Se recogi6 la
fase superior con el RNA y se mezcldé con isopropanol 1:1. Tras su incubacion durante 10
minutos a temperatura ambiente se ratificé su precipitacion centrifugandose 10 minutos a 12
000 G. Se descarto el sobrenadante y se lavd el RNA con etanol al 70 % en dos ocasiones
con 15 minutos de intervalo entre ellas. Finalmente se afadieron 50 uL de agua purificada

(pre-tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC) para la eliminacion de las RNAsas).
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Splicing Alternativo en el Extrremo

S'UTR del Gen de

Autor: Alejandro Sanchez Diez.

Introduccion

La regulacion de la expresion génica en eucariotas es
altamente compleja y se compone de numerosos procesos.
Las modificaciones postranscripcionales tienen como
resultado un mRNA maduro divisible en 3 partes, la
secuencia codificante (CDS) y los dos extremos no
codificantes, 5'UTR y 3'UTR.
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El segmento 5'UTR puede procesarse por splicing alternativo
dando lugar a transcritos con diferente eficiencia de
traduccion vy resistencia a la degradacion, jugando un papel
en la regulacion de la expresion proteica final. El patréon de
expresion de la pluralidad de transcritos podria variar en
funcién de variables como el entorno celular.
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Figura 1. Transcrito de pre-mRNA y transcritos mRNA maduro 5'-UTR.
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Por otro lado, ApoD es una lipoproteina transportadora de pequefnos lipidos que ha demostrado tener un papel
neuroprotector, aumentando la supervivencia glial y neuronal ante situaciones de estrés oxidativo (EOx).

Métodos y Resultados
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Conclusiones

diferentes variantes y de su aportacion

Este trabajo demuestra que el extremo 5’UTR del mRNA de ApoD humana es procesado
por “splicing” alternativo, evidenciandose 3 variantes diferentes.

El patron de expresion de dichas variantes es cambiante ante condiciones de EOx.
Existen ciertas discrepancias entre las predicciones in silico y las observaciones
experimentales para la variante C que podrian ser abordadas en futuras investigaciones.
El presente estudio sienta las bases sobre las que sustentar estudios funcionales de las

mRNA de ApoD en diferentes condiciones fisiolégicas y patolégicas.

a la estabilidad y capacidad de traduccién del




