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Resumen

"La hipdtesis es el principal instrumento
intelectual en la investigacion. Su
funcion consiste en sugerir nuevos
experimentos u observaciones y, por
consiguiente, muchas veces conduce a
nuevos descubrimientos aun cuando ella
misma no sea correcta... Asi, una
hipdtesis puede ser fructifera no solo
para sus proponentes, sino ain mds, para
desarrollar avances en ciencia."

William Tan Beardmore Beveridge

Para que las células funcionen correctamente, la informaciéon génica debe ex-
presarse fielmente en ARN o proteinas. Un paso clave en la expresiéon génica es
la traduccion de ARNm a proteina, donde el reconocimiento de uno de los tres
codones de parada (TAA, TGA o TAG) por la maquinaria traduccional es esen-
cial para terminar la traducciéon en la posicién correcta, y garantizar la funcion
de la proteina sintetizada. Sin embargo, en determinadas ocasiones, los ribosomas
pueden ignorar el codon de terminaciéon y en cambio re-codificarlos continuando la
traduccién en la region 3’ UTR, incorporando aminoacidos hasta que la maquinaria
ribosomal reconoce un codén de parada posterior. En consecuencia, se sintetizan
nuevos productos polipeptidicos extendidos en su extremo C-terminal que pueden
adquirir un nuevo dominio funcional. Esta ausencia de reconocimiento del codén de
terminacion se denomina lectura del codén de parada (denotado en adelante como
LCP).

Aunque existe evidencia de proteinas funcionales derivadas de eventos de LCP en
diversos genomas, atn se desconocen ampliamente las condiciones que inducen este
fenomeno. Por esta razon, se ha discutido la presunciéon de que la LCP puede con-
stituir un error de decodificacion en la traduccion, debido a errores moleculares en
un entorno regulador que conduce a la expresiéon de diferentes isoformas de protei-
nas. No obstante, recientes experimentos en eucariotas sugieren que los eventos de
LCP son algo mas generalizados de lo que se suponia previamente, y que podrian
estar regulados. En este sentido, varios autores han propuesto que la LCP podria
ocurrir por la accién programada de componentes moleculares especificos, atin no
identificados; generando la hipotesis que la LCP es un mecanismo para ampliar la
diversidad de los proteomas.

Por otro lado, las nuevas tecnologias de secuenciaciéon han puesto de manifiesto
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X RESUMEN

algunas dificultades del proceso de anotacién gendémica. En este sentido, se ha de-
tectado una considerable cantidad de eventos de traduccién en regiones previamente
consideradas no codificantes, tanto en las extensiones de marcos de lectura por LCP,
como en la traducciéon de pequenos marcos de lectura en 5° UTRs. Muchos de estos
péptidos no convencionales descubiertos conllevan estructuras génicas que aguardan
clasificacién, y cuestionan la anotacion existente de muchos genes conocidos. Al re-
specto, una anotacion eficiente requiere no sélo el registro de nuevos elementos fun-
cionales, sino ademas corregir la delimitaciéon imprecisa de muchos ORFs conocidos.

En esta tesis se realiz6 una identificacion exhaustiva de eventos de LCP en el
transcriptoma de D. melanogaster mediante la evaluacion de perfiles de densidad
ribosomal, construidos a partir de datos publicos derivados del secuenciamiento de
los fragmentos transcriptomicos protegidos por ribosomas (Ribo-Seq). Ademas, se
realiz6é una estimacion de la tasa de fuga ribosomal asociada a cada evento de LCP
identificado. Con base en la identificacién de miles de eventos de LCP, se realizo
una caracterizacion estadistica de la frecuencia de uso de nucleétidos en la region
proximal al codén de parada en cada transcripto. La asociacion de estas dos in-
formaciones a través de un modelo de regresion lineal, permitié dilucidar que el
contexto de nucleétidos es un factor molecular determinante en la regulaciéon de la
terminacion eficiente de la traduccion.

Este analisis permiti6 inferir la existencia de patrones que funcionan a modo
de senal para la ocurrencia de la LCP. Estos son dependientes de cada codén de
parada, sugiriendo la existencia de al menos dos mecanismos que alteran el proce-
so de terminacion traduccional. Estos resultados son también evidencia de que la
LCP no constituye un mero error de decodificacion, sino que responde a la presen-
cia de factores moleculares programados para la expresion diferencial de productos
génicos de baja abundancia. Mas alla de contribuir a la mejora en la anotacién
gendémica de la mosca de la fruta, esta tesis profundiza en el conocimiento de los
mecanismos que regulan la LCP y proporciona un avance en la comprensiéon de la
expresion génica. En particular, este conocimiento puede ampliar el potencial de
las estrategias terapéuticas para patologias genéticas causadas por mutaciones sin
sentido, como la fibrosis quistica.

Palabras clave: Expresiéon génica; Traducciéon; Lectura de codones de parada
(LCP); Secuencias codificantes y no codificantes; RNA-Seq; Perfil de ribosomas.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. La informacién genética

La informaciéon genética de cada organismo yace en su ADN, enormes molécu-
las compuestas por bases nitrogenadas polimerizadas en una estructura de doble
hélice. Estas moléculas tienen la increible capacidad de crear copias exactas de si
mismas, propiedad necesaria para transmitir la herencia bioldgica a través de las
generaciones (Lodish et al.,|2005; |Klug et al.,[2006)). Esta herencia es la que permite
a los organismos adquirir las caracteristicas fenotipicas de sus progenitores. La in-
formacion hereditaria esta organizada en genes, que son las unidades que codifican
la informacién para sintetizar proteinas y otros elementos funcionales, como por
ejemplo ARNt, ARNr, miARN y ribozimas; lo que se denomina expresiéon géni-
ca. Basicamente, la expresion génica es un proceso altamente regulado por otras
moléculas, como los factores de transcripcion, que se unen al ADN en sitios regu-
latorios especificos. Estas uniones modulan la estructura tridimensional del ADN
y determinan qué genes deben ser expresados mediante un proceso conocido como
transcripcion génica. De esta forma, la secuencia de nucledtidos (nt) del ADN no
solo almacena la informacién genética de unidades funcionales en regiones codifi-
cantes (conocidas como “CDS” por sus siglas en inglés: Coding Sequence), sino que
ademas contiene regiones no codificantes imprescindibles para la regulacion de la
expresion, es decir, determinan cuéndo, cudnto y cudles genes deben ser expresados.
Podemos entonces extender la definicion de genoma més alld de la simple suma-
toria de genes y decir que el genoma consiste en la secuencia completa de todas
las moléculas de ADN en un organismo, y pensar al genoma como un centro de
computo de la célula, donde se almacena y recupera informacién en respuesta a
cada estado celular o estimulo externo. La regulacién de la expresion es esencial en
la regulacién global del metabolismo celular, dado que ningtn organismo necesita
todos los productos génicos de forma simultanea, ni a los mismos niveles. Incluso,
la necesidad de un determinado producto génico podria cambiar con el tiempo, con
lo cual el sistema de regulacion sirve para ajustar estos niveles. La organizacién del
ADN vy los procesos involucrados en la regulacion de la expresion génica son muy
complejos, y han sido objeto de estudio de miles de investigadores en el mundo
entero durante los ultimos 50 afios. Si bien se han hecho enormes avances, ain no
ha sido completamente elucidado cémo la informacion lineal contenida en el ADN
resulta en el repertorio de fenotipos observados en la naturaleza. Afo tras afio
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nuevos elementos regulatorios son identificados, mostrando que ain queda camino
por recorrer. Es por eso crucial el desarrollo de nuevas técnicas y estudios que per-
mitan la identificacién de nuevos actores regulatorios. Los procesos de regulaciéon de
la expresién varian ampliamente de procariotas a eucariotas, y serdn brevemente
detallados mas adelante. Por ejemplo, en organismos procariontes, al carecer de
membrana nuclear que regule el transporte molecular del niicleo hacia el citoplas-
ma, la traduccién comienza inmediatamente después de la obtencién de moléculas
de ARNm por el proceso de transcripcion. Por otro lado, en los eucariontes, los
ARN transcritos a partir de los genes deben transportarse desde el nucleo hasta
el citoplasma, atravesando la membrana nuclear. Ademés, el genoma nuclear esta
organizado en cromosomas, y la expresioén incluye el proceso de splicing que involu-
cra el corte y empalme de secuencias con el fin de ampliar el ntmero de productos
proteicos posible, sin aumentar el numero de genes y el tamano del genoma. Sin
embargo, para seguir avanzando es necesario profundizar en las nociones de gen y
expresion génica.

1.1.1. El concepto de gen y el dogma central

A partir de la teoria original de Gregor Mendel sobre la determinacion de car-
acteres fisicos especificos (por e€j. el color de la flor) mediante particulas hereditarias
discretas (factores), el concepto de gen ha evolucionado gradualmente hacia el de
unidad funcional. Desde un punto de vista actual, podemos entender el concepto
mendeliano de gen como el de una unidad funcional y estructural, sujeta a trans-
misién, mutacién y evolucién, y que se distribuye ordenadamente en los cromoso-
mas. Asi, los genes y los cromosomas son los principios fundamentales de la teoria
cromosomica de la herencia, que explica la transmision de la informacién genética
que controla los caracteres fenotipicos (Klug et al.| [2006)). El término “gen” (del
griego “generar”) fue propuesto en 1909 por el bidlogo danés Wilhelm Ludvig Jo-
hannsen en referencia a la unidad fisica y funcional de la herencia bioldgica; y hacia
mediados del siglo XX se consign6é como la molécula de ADN que codifica una
proteina (hipotesis de un gen — un polipéptido). Este es un concepto que propor-
ciona una naturaleza molecular y estructural al gen: el gen codifica proteinas y su
estructura estd definida por el orden lineal de sus nucleétidos. Este concepto fue
modificado posteriormente cuando se comprendié que los genes podian determi-
nar subunidades proteicas y que existen diversos tipos de ARN involucrados en la
sintesis de proteinas. Estos ARN no se traducen, demostrando que la traduccion
no es estrictamente necesaria para que un gen tenga una funciéon determinada. El
desarrollo de técnicas de secuenciacién y clonacién a fines de los ’70, permitié de-
sentranar la estructura precisa de los genes hasta el nivel de las bases. Tales técnicas
aportaron mucha informacion sobre la expresion de los genes, y surge el concepto
de gen vinculado al “Dogma Central de la Biologia Molecular” (Lodish et al., |2005;
Klug et al. [2006). El Dogma Central de la Biologia Molecular fue enunciado por
Francis Crick en 1958, tras el descubrimiento de la estructura del ADN en 1953
(Watson y Crick, [1953)) y posteriores dilucidaciones sobre cémo el ADN rige la sin-
tesis de ARN (en el nticleo celular), el cual preside luego el ensamblaje de proteinas
en los ribosomas citoplasmaticos (Crickl, [1970). En resumen, el Dogma Central de
la Biologia Molecular establece que la expresion de genes que codifican polipéptidos
fluye unidireccionalmente: del ADN al ARN, y de éste hacia las proteinas; nunca
en sentido inverso. Las flechas negras en la Fig. esquematizan este concepto.
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Antes de realizarse la sintesis proteica, se inicia el proceso de transcripcion, medi-
ante el cual la secuencia nucleotidica del ADN se transcribe a ARN, conocido como
ARN transcripto primario o bien ARN precursor del mensajero (pre-ARNm). Tras
el procesamiento o maduracion del ARNm, éste se transporta hacia el citoplasma
celular, donde sirve como molde en el proceso de traduccién para la sintesis de una
cadena polipeptidica.

Sin embargo, la representacion simplificada del Dogma Central como flujo uni-
direccional de informacion de ADN — ARN — proteina no refleja el papel de las
proteinas en la sintesis de los acidos nucleicos; y més atn su responsabilidad en
la regulaciéon de la expresion génica, el proceso global de decodificacion del ADN
en las proteinas que caracterizan los diversos tipos celulares. En otras palabras, la
produccion de proteinas requiere ADN y ARN, y a su vez, la replicacién del ADN y
la transcripcion a ARN requieren proteinas. Esta dependencia mutua no esta con-
templada en el concepto inicial del Dogma Central, y demuestra que la expresién
de un gen no sigue un proceso lineal de sentido tnico para la sintesis de productos
funcionales en las células, ni para la evolucién de éstos. Ciertamente, este dogma ha
constituido la base de la biologia a nivel celular. No obstante, la ciencia es un ente
dinamico que no se asienta en dogmas. Asi, han surgido una serie de excepciones
que escapan a este dogma; por ejemplo, elementos subcelulares como los priones,
las ribozimas y las telomerasas. Los priones son proteinas anormalmente plegadas
que inducen el plegamiento anormal de proteinas correctamente plegadas. Esta
propiedad le confiere una actividad catalitica de naturaleza infecciosa (Prusiner,
1997). Las ribozimas son moléculas de ARN con actividad catalitica. Un ejemp-
lo representativo es su intervencion en el proceso de traduccién, donde un ARN
ribosémico cataliza la transferencia del ARNt-aminoécido desde el sitio A del ribo-
soma al sitio P con la formacién de un enlace peptidico (accion peptidiltransferasa),
durante la elongacion de la cadena polipeptidica. A su vez, la ribozima ARNasa P
interviene en la maduracion de los ARN ribosémicos y transferentes.

Por su parte, las telomerasas son ribonucleoproteinas con funcién enzimatica que
participan en el mantenimiento de la longitud de los telémeros de los cromoso-
mas; reduciendo el desgaste progresivo del ADN que provoca la senescencia celular
(Wright et all [1996). Otro ejemplo de excepcién al dogma es la transcriptasa in-
versa en los retrovirus, que cataliza la sintesis de ADN de doble hebra utilizando
como molde ARN monocatenario (ARN — ADN) (Kunkel y Bebenekl, 2000} [Lodish
et al., [2005; [Klug et al.l 2006)). En procariotas, la transcriptasa inversa es codifi-
cada por una secuencia de ADN denominada retrén (retroelementos) (Lampson et
al., |2005; (Simon y Zimmerly, [2008]), y la sintesis de ADN requiere un cebador o
“primer”; mientras que los genomas eucariotas poseen tramos auto-replicantes lla-
mados retrotransposones, abundantes en plantas y animales (Lodish et al., [2005]).

Ademés, las ADN polimerasas controlan el proceso de replicacion del ADN
nuclear uniéndose a una secuencia especifica (cebador), para obtener otra molécula
de ADN idéntica. Las proteinas pueden incluso activar o inhibir la transcripcion de
un gen determinado a ARN, utilizando la molécula de ADN como molde. También
es posible producir in vitro la traduccion en ausencia de ARN, utilizando ribosomas
para traducir directamente las moléculas de ADN y obtener proteinas. Por lo tanto,
el fundamento central de la biologia molecular propuesto por Crick tuvo que ser
modificado, dado que el ARN puede replicarse y transcribirse a ADN, ademas de
la interaccion de diversas proteinas en tales procesos. De esta forma, el Dogma
Central que actualmente se utiliza es mucho mas complejo, como se esquematiza
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Figura 1.1: Esquema moderno del Dogma Central de la Biologia Molecular.
Tradicionalmente, el flujo o procesamiento de la informacion genética en
los organismos procariotas y eucariotas se explica en tres etapas principales
(flechas negras): Replicacion de ADN, Transcripcion a ARN y Traduccion a
proteinas. Excepcionalmente, algunos virus utilizan mecanismos alternativos
como la replicaciéon de ARN y/o la transcripcion inversa (flechas rojas),
presente también en elementos retrones bacterianos y retrotransposones de
eucariotas.

en la Fig.

La caracteristica especial en la sintesis proteica es que sélo se dispone de veinte
aminoacidos (producidos a partir de la combinacion de 4 bases nitrogenadas en el
ARNm), que se ensamblan en un orden especifico para crear una proteina particu-
lar. Esto hace de la “secuenciaciéon” un problema crucial para el conocimiento de la
enorme diversidad de proteinas en los organismos, asumiendo que la cantidad de
informacién necesaria para producirla es considerable. Este problema se resuelve du-
rante la traduccion, donde la unidad de lectura del ARNm llamada codén (triplete
de bases), interpretado por el codigo genético, se traduce a aminoacidos. Actual-
mente se sabe que los genes pueden codificar mas de un polipéptido y que una
proteina puede ser codificada por el conjunto de diferentes genes. Ademas, la exis-
tencia de genes solapantes contrastan la hipotesis de un gen — una unidad fisica. Y
por otro lado, el splicing o procesamiento alternativo rebate la hipoétesis de un gen
— un polipéptido. Se sabe incluso que gran parte del genoma eucariético no codifica
genes funcionales, en base a la compleja organizaciéon de su secuencia caracteriza-
da por numerosas categorias de ADN altamente y/o moderadamente repetitivo. El
ADN repetitivo consiste en repeticiones en tdndem agrupadas en diversas regiones
del genoma, y en secuencias repetidas no agrupadas en tandem distribuidas uni-
formemente por el genoma. En el primero de los casos, el tamano de cada agrupaciéon
varia entre individuos, lo que proporciona una forma de identidad bioquimica. En
el segundo grupo, las secuencias pueden ser cortas o largas (como las Alu y L1,
respectivamente), y son elementos transponibles (Klug et al., 2006). En conjunto,
los distintos tipos de ADN repetitivo constituyen hasta el 40 % del genoma humano,
donde los 20.000 a 25.000 genes funcionales estimados en las primeras publicaciones
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representan menos del 5% del genoma. Observaciones como ésta son generales en
eucariotas, reflejando una caracteristica que parece estar compartida. Por ejemplo,
en el erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus, los 27.350 genes que codifican
proteinas ocupan menos del 10 % de su genoma (Cameron et al., 2000} Klug et al.,
2006). En Drosophila melanogaster, sélo el 5-10% del genoma codifica proteinas.
Ademés del ADN repetitivo, hay gran cantidad de secuencias de ADN de copia tni-
ca que parecen ser no codificantes (Klug et al.,[2006). Por otra parte parte, los genes
pueden ser clasificados en 2 tipos: por un lado, los codificantes de proteinas (tran-
scritos a ARNm y luego traducidos); y por otro lado, los no-codificantes, encargados
de la sintesis de ARN funcionales que no se traducen (ARNt, ARNr, miARN, etc.),
comtinmente denominados ARN no codificantes. No obstante, para cualquier tipo
de gen, el proceso de pasar de ADN a producto funcional se conoce como expresion
génica. Los genes son susceptibles de sufrir mutaciones u otros fenémenos asociados
a reorganizacion estructural, pudiendo en principio no ser funcionales, en cuyo caso
se denominan pseudogenes. Estos surgen por duplicacién y posterior divergencia de
un gen funcional; y aunque no se expresan, persisten en los genomas de los seres
vivos y constituyen un recurso evolutivo para la especie, siendo regiones de ADN
cuasi funcionales que pueden aceptar mutaciones (y generar nuevas funciones) sin
perjuicio de las funciones que ya se desarrollan en el organismo (Lodish et al., [2005).

1.1.2. Cantidad de genes codificantes en los genomas

Durante las ultimas décadas, los diversos proyectos de secuenciacién gendémica

han expandido draméaticamente nuestro conocimiento acerca de la estructura y la
organizacién de los genomas. Sin embargo, la relacién entre el genoma y la informa-
cién alli codificada presenta atin numerosos enigmas sin resolver. La discusion que
se inici6 con el primer borrador del genoma humano acerca del nimero de genes
(que variaba de 30.000 a méas de 100.000, segun distintas interpretaciones) ain per-
manece abierta. Los 35.000 genes anotados como codificantes de proteinas fueron
sorprendentemente pocos o, al menos, insuficientes considerando que diferencias tan
notorias como las existentes entre una mosca y un humano, fueran tan escasas a
nivel de nimero y conservacion de genes (no de tamano de genoma).
Con el advenimiento de las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva, se descubri6
que un porcentaje mayor al que se pensaba es convertido en ARNm (Berretta y
Morillon, 2009). Esta transcripcion generalizada, efecto denominado en inglés per-
vasive transcription, es més notoria en eucariotas y podria constituir un nuevo
nivel regulatorio. Desde este punto de vista, las nuevas tecnologias de secuenciacién
masiva han puesto de manifiesto que los recientemente descritos micro ARN (miR-
NA) (Lee et al. [1993) y los ARN no codificantes (Jacquier}, 2009), cuentan con
numerosos miembros, agregando asi mayor complejidad al proceso de regulacién de
la expresiéon de un genoma. Existe hoy evidencia de que el nimero de genes, no
es relativamente tan pequefio ni tan mayoritariamente conservado como se creia
(Berretta y Morillon, 2009; Managadze et al., [2013; Slavoff et al.l [2013). Enumerar
los agentes y comprender los mecanismos implicados en las nuevas capas de regu-
lacién de la expresion, es uno de los desafios en genémica cuando se abre una nueva
era en la capacidad de secuenciacién y de andlisis.
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1.2. Regulaciéon de la expresién génica en procari-
ontes

Se ha demostrado que la expresion o transcripcion de los genes de organismos
procariontes, como las bacterias, estd regulada. Los genes cuya expresiéon no esta
regulada se denominan constitutivos, y aquellos que responden a mecanismos de
regulacion son llamados inducibles. En las bacterias, al igual que en organismos
eucariontes, es necesario regular la expresién de los genes adaptandola a las necesi-
dades metabolicas circunstanciales (Klug et al., [2006). Por ejemplo, existen enzimas
capaces de introducir en la bacteria diferentes tipos de azicares, y enzimas especifi-
cas capaces de metabolizar cada uno de esos tipos. Por un principio de optimizacién
de recursos, la célula expresa los genes inducibles necesarios en cada caso. Es decir,
si una bacteria vive en un medio donde la principal fuente de carbono es la lactosa,
solamente se expresarian los genes necesarios para metabolizar la lactosa; mientras
que los genes asociados a enzimas que degradan otros azicares no se expresarian.
Gran parte de los genes estudiados en procariontes aparecen en tandem formando
agrupamientos, en donde cada uno de los genes codifica proteinas funcionalmente
relacionadas, y en muchos casos, la transcripcion de estos genes. A este grupo de
genes con funciones relacionadas y transcritos como una unidad, se le denomina
operén. Normalmente, las proteinas codificadas por los genes de un operén son en-
zimas que intervienen en la misma via metabélica. El ejemplo més conocido es el
oper6n lac, que codifica las enzimas necesarias para la utilizacién del hidrato de
carbono lactosa. La transcripcién de los genes de un operén es inducible o reprim-
ible, y a menudo, el producto metabolico final de las rutas biosintéticas sirve de
inductor o de represor de la expresion génica (Lodish et al.l 2005} |[Klug et al.l [2006).
Los ARNm que se sintetizan a partir de un oper6én se denominan policistronicos o
poligénicos, y son regulados como una unidad a partir de un inico promotor. El
resultado de la expresion de este grupo de genes es una tnica molécula de ARNm,
portadora de la informacién de varios genes, llamado mensajero policistronico.

La expresion eficiente de la informacion genética en las bacterias depende de
mecanismos reguladores que ejercen control positivo o negativo sobre la transcrip-
cion; necesarios para que los genomas no se transcriban continuamente (Klug et
al., [2006). Los niveles de expresion de un gen estan determinados por la transcrip-
cion a ARNm y por la traduccién de este en los ribosomas. En procariontes, los
mecanismos de regulacion a nivel de la transcripciéon se basan en una secuencia de
ADN, que generalmente precede a la regiéon codificante, conocida como promotor.
Este es el sitio donde se une la enzima ARN polimerasa para iniciar el proceso de
transcripcion, en el cual se sintetiza una hebra de ARN a partir del molde de ADN
en la direccion 5°— 3’. Ademas del promotor, existen en su vecindad sitios donde
factores de transcripcion pueden unirse a sitios regulatorios del ADN para modular
el inicio de la transcripciéon. Por tanto, la frecuencia con la que un gen es transcrito
no solo depende de la afinidad de la ARN polimerasa por el promotor, sino también
de la medida en que las regiones regulatorias y sus factores de transcripcién asocia-
dos favorezcan o no la funcién de la ARN polimerasa. Con este tipo de estrategias
y elementos, el organismo puede activar o desactivar la transcripcién de un gen u
operén, como respuesta a cambios en su entorno (Campbell y Farrell, 2004; Klug
et al., |20006]).

La existencia de concentraciones diferentes de proteinas codificadas por un mismo
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operdn es explicada por la regulaciéon a nivel de traduccién del ARNm. Un primer
paso de regulacion traduccional esta definido por el sitio de unién ribosomal, que
consiste en un grupo de nucleétidos en el ARNm localizados en la region anterior
al codon de iniciacién. La iniciaciéon de la traduccion del ARNm depende de ello.
Distintos ARNm presentan diferentes afinidades por la unién a los ribosomas. Esto
resulta en que el conjunto de los mensajeros de una misma bacteria exhiba rangos
de tasas de traduccién de hasta tres 6rdenes de magnitud (Lodish et al.l [2005)).
Durante la traduccién, la informacién contenida en forma de tripletes de nucleéti-
dos (codones) del gen se decodifica en secuencias de aminoacidos de la proteina.
Los cuatro nucledtidos dan origen a 64 codones diferentes, 61 de los cuales codifican
para cada uno de los 20 aminoacidos, mientras que otros tres codones senalan la
terminacion de la traduccion. Este aspecto del cédigo genético se denomina “degen-
eraciéon” de los codones (Crick et al., [1961)), y los diferentes codones que codifican
el mismo aminoacido se denominan codones sinénimos. Numerosos estudios han
demostrado que el uso de codones sinénimos es un proceso no aleatorio. Por el con-
trario, durante la traduccién algunos codones se usan més que otros codones sinén-
imos (Plotkin y Kudla, 2011)). Esta caracteristica del uso preferencial de codones
en el proceso de traduccién se conoce como sesgo de uso de codones o codon usage
bias (Sharp y Li, [1987; |Zeng et al., 2008). La variaciéon en el uso de codones entre
los genes proporciona un diferencial en la eficiencia traduccional y consiste en un
mecanismo para regular la expresiéon a nivel de la traduccién.

1.3. Regulaciéon de la expresién génica en eucari-
ontes

La expresion génica en organismos eucariotas es mucho mas compleja, aunque
comparten mecanismos antes mencionados con las bacterias. Sin embargo, la hetero-
geneidad tanto morfolégica como funcional de las células en organismos pluricelu-
lares hace necesario que existan mecanismos de control precisos de la expresion
génica en las diferentes células del organismo, de modo que éstas realicen sus fun-
ciones adecuadamente. En bacterias, los sistemas de regulaciéon de expresién de
los genes son relativamente sencillos. Por otro lado, en eucariotas pluricelulares, el
objetivo de la regulacién de la expresiéon génica es garantizar la ejecucion de las
decisiones precisas desde la divisién celular o el desarrollo embrionario, que llevan
a la diferenciacion celular o funciones especificas de cada tipo celular. En otras pal-
abras, garantizar que el gen correcto se active en la célula correcta, en el momento
correcto.

Los organismos eucariotas tienen determinadas caracteristicas que hacen que sus
mecanismos de regulacién génica sean diferentes de los procariotas. A nivel celular,
hay mecanismos que activan porciones especificas del genoma (control positivo) y
que reprimen la expresion de otros genes (control negativo). Las células eucariotas
contienen mucha més informacién genética, repartida en varios cromosomas rodea-
dos por la doble membrana nuclear, y su ADN esta condensado en la cromatina
mientras se encuentra inactivo (Klug et al., |2006). Sin embargo, sélo el 7% del
ADN del genoma eucariota es codificante. El resto del genoma esta constituido por
secuencias, en muchos casos repetidas miles de veces, a veces en tandem, cuyo rol
ain se desconoce en su gran mayoria. Ademaés, el gen y la proteina no son colineales
va que el transcripto primario del ARNm posee intrones que se pierden durante su
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maduracion.

A diferencia de los procariotas, los ARNm eucariotas son en su gran mayoria mono-
cistronicos y no poseen operones. Asi, el sistema de regulaciéon tiene multiples eta-
pas. Esta multiplicidad de niveles sucesivos de regulacién permiten un ajuste de la
velocidad y de la intensidad de la reaccién a los estimulos (Lodish et al.l [2005; Klug
et al., [2006)). No existe, pues, un modelo general de regulaciéon como en procariontes,
sino toda una serie de posibilidades que se encadenan, desde la estructura de la cro-
matina hasta una regulaciéon postraduccional, tltima etapa posible de regulacién
de la expresion. Asi, la regulacion de la expresion génica en organismos eucariontes
puede darse a distintos niveles, que se detallaran brevemente a continuacion:

= Regulacién de la expresién génica a nivel de cromatina.

= Regulacion de la expresion génica a nivel transcripcional.

= Regulacién de la expresion génica a nivel postranscripcional.
= Regulacién de la expresién génica a nivel traduccional.

= Regulacion de la expresion génica a nivel postraduccional.

1.3.1. Regulacién a nivel de cromatina

La organizaciéon de la cromatina en el nicleo desempena una funcién impor-
tante en la regulaciéon de la expresion génica en eucariotas (Klug et al. 2006). La
cromatina estd constituida por el ADN enrollado alrededor de una serie de nucle-
osomas, empaquetada de forma mas relajada en las regiones que contienen genes
activos. La condensacion/descondensacion de la cromatina representa el primer y
mas riguroso nivel de regulacién. Es un nivel epigenético que determina los genes
que la célula necesita transcribir y aquellos que no debe transcribir. Ademas de
los cambios generales que ocurren en las regiones activas o potencialmente activas,
ocurren cambios estructurales en sitios especificos asociados con la iniciacion de la
transcripcién. Por ejemplo, la metilacion, que tiene lugar generalmente en los du-
pletes CG (citosina-guanina) del ADN. La funcién primordial de la metilacion esta
asociada al control de la transcripciéon (Lodish et al.| [2005). Un gen con elevado
nivel de metilacién es inactivo, y no metilado es activo. Al igual que sucede con
otros cambios en la cromatina (por ej. modificaciones histonicas como la acetilacion
o forsforilacién), es consenso que la ausencia de grupos metilo esté asociada con la
posibilidad de transcripcién y no con el propio acto de la transcripcién. Es decir,
niveles altos de metilacién se asocian a niveles bajos de expresiéon génica, mientras
que si un gen se expresa, no estd metilado o tiene un bajo nivel de metilacién.
Por eso, la metilacién representa una de las diversas maneras en que los cambios
genémicos pueden regular la expresiéon génica. En este sentido, se ha observado
que las proteinas que se unen a la 5-metilcitosina podrian reclutar correpresores o
histonas desacetilasas para remodelar la cromatina, o bien, complejos de remod-
elaciéon de nucleosomas (Klug et al. [2006]). De hecho, la metilacién del ADN es uno
de los mecanismos epigenéticos implicados en la regulacién de la expresiéon génica
en mamiferos. Los patrones de metilacion son especificos para cada especie y tipo
de tejido; y vitales para mantener el silenciamiento génico en el desarrollo normal
(Nakao), 2001} |Richards y Elgin, 2002; Burgers et al., [2002). Alteraciones en este
proceso pueden afectar las interacciones ADN-proteina, la estructura y replicacion
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del ADN y su consecuente expresion, ademéas de aumentar el riesgo de mutaciones
espontaneas que derivan en patologias; lo que hace de este tdpico un area activa de
investigacion (Costello, [2001; Paulsen y Ferguson-Smith) [2001}; Hendrich) 2001]).

1.3.2. Regulacién a nivel transcripcional

Los genes activos de una célula eucarionte, determinan en gran parte su iden-
tidad y caracteristicas. La transcripcién de un gen estd controlada principalmente
en la iniciacién, por la interaccién de la ARN polimerasa con su promotor. En
los eucariotas, las secuencias necesarias para la regulaciéon de la transcripcion se
remontan mucho maés en la direcciéon 5° UTR que el promotor. En esta region se
encuentran una serie de elementos CIS sobre los cuales se fijan los factores, como
por ejemplo, las cajas TATA, GC y CAAT (secuencias de nucle6tidos de consenso,
o canénicas). La relacion entre el promotor y la ARN polimerasa esta regulada por
la presencia de otros elementos CIS denominados amplificadores o silenciadores,
que tienen efecto cuando interacttian con elementos TRANS (proteinas regulado-
ras, llamadas factores de transcripcion). Los sistemas reguladores CIS-TRANS en
eucariotas pueden ser muy complejos y contar con miles de elementos regulatorios.
Algunas de estas proteinas de regulacion activan la transcripcion y otras la inhiben
(Campbell y Farrell, [2004; Lodish et al.,[2005; |[Klug et al.l |2006). Los elementos CIS
contienen secuencias cortas y se pueden encontrar en diferentes genes relacionados,
aunque no sean necesariamente idénticos.

1.3.3. Regulacién a nivel postranscripcional

Incluso después de que un gen ha sido transcrito, su expresién puede ser regula-
da a través de modificaciones en el transcrito primario (pre-ARNm) por pequenos
ARN y factores de iniciacién de la traducciéon. Cuando un gen eucariota se tran-
scribe en el niucleo, el pre-ARNm es considerado un mensajero inmaduro y debe
pasar por ciertas modificaciones para convertirse en ARNm maduro, y asi poder
salir del nticleo. Dichas modificaciones incluyen la adicién del casquete (CAP) en
el extremo 5’ UTR, la adicién de miltiples adenosin monofosfatos en el extremo
3’ UTR (cola poli-A o poliadenilacion), y el proceso de corte y empalme o ajuste
(denominado en inglés splicing). Estas modificaciones pueden ser potencialmente
reguladas, acelerando o retrasando el producto final, o bien dando lugar a un pro-
ducto diferente. Ademas, tales regulaciones en la expresion de algunos genes involu-
cran procesos inherentes a la estabilidad y almacenamiento de los ARNm que seran
transportados hacia el citoplasma, asi como el control de su duracién y traduccién
por microARN.

Empalme alternativo: El empalme alternativo es muy comin en eucariotas.
Consiste en la eliminacion de intrones y la uniéon de exones en el pre-ARNm, dando
lugar a diferentes ARNm maduros y/o proteinas del mismo transcrito de ARN.
La Fig. (paneles A y B) esquematiza el proceso de empalme alternativo en un
transcripto primario, en el cual se escinden los intrones y se unen los exones, pro-
duciendo una secuencia de ARNm maduro. El empalme alternativo es un proceso
controlado por proteinas reguladoras que se unen a sitios especificos en los intrones,
indicando a los factores de corte y empalme los exones que deben utilizarse. Difer-
entes tipos de células pueden expresar distintas proteinas reguladoras, por tanto,
las combinaciones alternativas de exones en cada tipo de célula conducen a la pro-
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Figura 1.2: Representacion esquemadtica del procesamiento completo del tran-
scripto primario (pre-ARNm). A) Modelo de un pre-ARNm recientemente
transcrito, con sus respectivos intrones y exones. B) Modelo de un ARN men-
sajero maduro (ARNm), listo para ser exportado del nucleo, tras el splicing
y la adicion de la caperuza 5’ CAP y la cola 3’ poly-A en los extremos UTR.
La regiéon codificante de proteina corresponde a la secuencia nucleotidica,
comprendida entre los extremos UTR (lindados a su vez por la caperuza
CAP y la cola poli-A). C) Estructura quimica del CAP unida al extremo
5" del ARNm mediante un enlace 5-5’ trifosfato.

duccién de diversas proteinas. El empalme alternativo puede introducir un codén
de terminacién o cambiar el marco de lectura de un exén 2000).

Adicion del casquete (CAP): Luego de la eliminaciéon de intrones del tran-

scrito primario, y antes de que el ARNm esté listo para ser exportado, sufre otra
modificacién postranscripcional que consiste en adicionar un casquete o caperuza
(CAP) al extremo 5 UTR mediante un enlace fosfodiéster. La estructura CAP
es un ribonucledtido modificado de guanina, el 7-metil-guanosina (7mG), unido al
primer nucleotido del pre-ARNm (generalmente adenina) por un enlace 5°-5’ trifos-
fato (designado también como 7-metil guanosin trifosfato, m7GpppN, donde N es
cualquier nucledtido). Esto hace que la guanosina afiadida se una en sentido opuesto
al del resto de la cadena polinucleotidica. En la Fig. (panel C) se esquematiza
la estructura quimica de la proteina CAP unida al extremo 5> UTR del ARNm
mediante un enlace 5’-5’ trifosfato.
El CAP es importante para el procesamiento posterior en el nicleo, protegiendo el
extremo 5’ UTR del transcripto inicial ante el ataque de nucleasas. Ademas, esta
implicada en el transporte del ARNm maduro hacia el citoplasma, y tiene la funcion
de reconocer el primer codon del ARNt para iniciar la traduccion.
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Poliadenilacién: La poliadenilacion es la adicién de multiples adenosin mono-
fosfatos en el extremo 3’ UTR del ARNm. Es decir, se produce un tramo de po-
liadenilato conformado por bases de adenina (cola poli-A), anexadas a partir de
una secuencia o sefial de poliadenilacion (AATAAA), situada unos 11-30 nt antes
del extremo 3’ UTR. El proceso de poliadenilacién ocurre en alguno de varios sitios
posibles, generando distintos mensajeros. La eleccion del sitio de poliadenilacién de-
pende probablemente de factores celulares especificos de tejido (Klug et al., [2006).
La cola de poli-A es importante para permitir la exportacion nuclear del ARNm, y
es un determinante en la vida media de los mensajeros. En tanto el ARNm no es
traducido, la cola de poli-A es gradualmente acortada, hasta que el ARNm es enz-
imaticamente degradado. La Fig. [[.2]representa esquematicamente el procesamiento
del transcripto primario (pre-ARNm) con la adicién de la proteina CAP y la cola
poli-A anadidas en los extremos 5> UTR y 3’ UTR, respectivamente, ademas del
splicing.

Almacenamiento de los ARNm: Ademaés del procesamiento del transcripto

primario para dar lugar al ARNm maduro, se sabe que los mensajeros maduros se
almacenan en los cuerpos de procesamiento ubicados en el citoplasma. De hecho,
se encuentran genes que son transcriptos pero no se observan sus productos de
traduccién. Sin embargo, ain se desconocen los mecanismos de regulacion de este
almacenamiento, siendo objeto de mucho estudio (Balagopal y Parker, |2009; Layana
et al., [2012]).
Por otro lado, se ha observado que después de un estimulo dado, la variacién en
la concentracién de proteinas puede ser mucho mas rapida que la velocidad de la
transcripcion, sugiriendo la liberacién de un ARNm que estaba almacenado (Lewin),
2000).

Regulaciéon por microARN: Existe una clase de pequenios ARN reguladores,
los micro-ARNs (miARNSs), que puede controlar la cantidad de ARN maduro me-
diante su silenciamiento o degradacién (Sonenberg y Hinnebuschl [2009; [Cavagnari,
2012). Ademas, estan implicados en la regulacién de varios procesos biologicos como
la diferenciacién celular, la proliferacion, la apoptosis y el desarrollo embrionario y
tisular (Ambrosl 2004). Los miARN son pequenos fragmentos de cadena simple de
18-25 nuclettidos que constituyen una extensa familia de genes reguladores. Con-
forman un complejo de ARN-proteina dirigido hacia ARNm especificos (que poseen
una secuencia complementaria al miARN). Cuando el complejo ARN-proteina se
une, condiciona la traduccién o determina la degradacion del ARNm (Carthew y
Sontheimer), [2009; [Suh et al.| [2011)). Por otra parte, los ARN de doble hebra, exclu-
sivos de algunas familias virales, también tienen la habilidad de interferir especifi-
camente los mensajeros con secuencias similares, cuya funcién es la interferencia o
el silenciamiento (Dimmock et al.| [2007; Patton) [2008).

1.3.4. Regulacién a nivel traduccional

La traduccién de un transcripto puede aumentarse o inhibirse por diversos reg-
uladores. Como mencionamos anteriormente, los miARN pueden inhibir la traduc-
cién de sus ARNm objetivos, pero existen otras maneras de regular la traduccion
en una célula.

El proceso de traduccion de ARNm en eucariontes consta de cuatro etapas: ini-
ciacion, elongacion, terminacién y reciclamiento. Cada una de ellas es catalizada
por diferentes grupos de proteinas: factores de iniciacién, de elongaciéon, y de ter-
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minacién, representados en el esquema de la Fig. La regulacion de las difer-
entes etapas de traduccion permite la sintesis diferencial de proteinas especificas,
resultando en cambios fisiolégicos en la célula, sin que necesariamente cambie la
transcripcion de los genes correspondientes (Groppo y Richter] 2009).

Inicio
Terminacion

AAAAAA,;
PABP

elF4G

-
‘@

Reciclamiento

Elongacion

Figura 1.3: Esquema representativo de las cuatro etapas de regulaciéon du-
rante la traduccion. Iniciacion: el 5> CAP del ARNm se une al complejo
factorial eIF4F, que junto a otros factores (elF4G, elF3, elF5, elF1, elF1A)
ensamblan el complejo de pre-inicio 43S (GTP, ARNt-Met, elF2) y la sub-
unidad ribosomal 40S. Esta interaccién conforma el complejo de inicio 485
que reconoce el codon ATG, donde se une la subunidad ribosomal 60S y se
liberan los factores de inicio. Elongacién: comienza con la formacién de la
cadena polipeptidica, eEF1A lleva los ARNt al ribosoma, mientras que eEF2
promueve la traslocacién. Terminacioén: al encontrar un codén de parada,
eRF1 estimula la hidroélisis de la cadena peptidica. La posterior unién de
eRF3-GTP permiten el desensamble del ribosoma, ARNt y factores. Re-
ciclamiento: elF3 promueve la disociaciéon del complejo post-terminacion,
permitiendo la futura unién de la subunidad 40S con los factores de inicio.
(Tomada de Martinez & Dinkova 2010.)

Iniciacién: En primer lugar, se ensambla sobre el ARNm un complejo de pro-
tefnas y factores de inicio (eIFs). El 5 CAP del transcripto es reconocido por el
factor de iniciacion eucariota 4 (eIF4E), unido a la proteina de anclaje eIF4G. A
éstos se une la helicasa elF4A (que facilita el desenrollamiento de estructuras secun-
darias en el ARN), conformando asi el complejo eIF4F. Estas interacciones facilitan
la exportaciéon nuclear del ARNm y determinan su localizacion citoplasmatica para
ser traducido, almacenado, o degradado, dependiendo de los estimulos celulares.
Distintos factores del tipo eIF4E poseen especificidad para diferentes tipos de CAP
y proteinas, lo que constituye un mecanismo adicional para la regulacion de la
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expresion genética (Fischerl 2009; Kaye et al., [2009). Luego, eIF4G recluta a la
proteina PABP de unién a poly(A), estimulando la actividad de la ARN helicasa
y protegiendo al transcrito de la accién de nucleasas. El complejo elF4F junto con
otros factores facilitan el ensamblaje del ribosoma sobre el ARNm, cuya ubicacién
correcta estd asegurada por diversas proteinas auxiliares y por la unioén del factor
elF2 a la subunidad pequena del ribosoma (40S). Esta union es controlada por
la adicién de un grupo fosfato a elF2; que al fosforilarse experimenta un cambio
de forma y bloquea la traducciéon. Otros controles de la expresién génica a nivel
traduccional son la concentracion citoplasmética de ARNt y de ribosomas (Sonen-
berg y Hinnebuschl 2009). Una vez formado el complejo de inicio 48S, éste recorre el
ARNm en direccion 5’— 3’ buscando el codon de inicio ATG. Cuando el Met-ARNt
reconoce el ATG, se disocian la mayoria de los factores de inicio y ocurre la unién
de la subunidad ribosomal 60S para formar el ribosoma 80S, listo para comenzar
la elongacion del péptido. En este evento, el complejo elF4F permanece unido al
ARNm para permitir que la maquinaria de inicio de la traducciéon pueda reciclarse
y comenzar otro evento de iniciaciéon (Fischer) 2009; (Groppo y Richter, 2009).

Elongacidn: la elongacion de la traduccion es un proceso mas simple, que
requiere mantener el marco de lectura, seleccionar y entregar correctamente los
ARN¢t aminoacilados al ribosoma 80S, y formar los enlaces peptidicos. Sélo son
requeridos tres factores de elongacion (eEFs): eEF1A, que unido a GTP ayuda a
cargar los aa-ARNt correctos al ribosoma; eEF1B, necesario para el intercambio de
GDP por GTP en eEF1A; y eEF2, el cual mediante hidroélisis de GTP promueve
la translocacion del ribosoma exactamente tres nucledtidos sobre el ARNm. Se han
observado indicios de regulacién en la etapa de elongacién, por ejemplo, antes de la
mitosis celular. Previo a dividirse, las células reducen su velocidad de elongacién,
probablemente mediante la fosforilacion del factor eEF2 por una quinasa especifica;
y reanudan la sintesis de proteinas al entrar a la fase G1 del ciclo celular (Groppo
v Richter, |2009).

Terminacion: la terminaciéon de la traduccién eucarionte es mediada por el

factor de liberacion eRF1, el cual se une al ribosoma en lugar del ARNt para
reconocer cualquiera de los tres codones de parada (TAA, TAG o TGA), induciendo
la hidrolisis de la proteina recién sintetizada del altimo ARNt. Posteriormente, el
factor eRF3 unido a GTP promueve la liberacién de eRF1, mediante un nuevo
evento de hidrolisis (Pestova et al., |2007).
Existen vias que discriminan los ARNm con codones de parada aberrantes, sin
sentido o que carecen de ellos. Se ha sugerido que el ribosoma se instala en la
cola de poly(A) incrementando la terminacion prematura de ribosomas rio arriba,
lo que resulta en una represion traduccional de un ARNm sin codén de parada
(nonSTOP mRNA) (Groppo y Richter], [2009). También, los codones de parada
pueden ser redefinidos como codones de sentido, continuando asi la traduccién hasta
un préximo codon de parada en el ARNm. Estos casos se conocen como mecanismos
de recodificacion, sobre el cual nos explayaremos en la seccion 1.4.1.

Reciclamiento: tras la terminacion de la sintesis de proteinas y la liberacion
de la cadena polipeptidica, el ribosoma queda con el sitio A vacio y un ARNt de-
sacilado en el sitio P; lo cual se conoce como complejo de post-terminacién. Para que
el ribosoma pueda iniciar una nueva traduccion, este complejo debe disociarse para
permitir la union de la subunidad ribosomal 40S con los factores de inicio (eIFs)
en el sitio donde comienza la traduccion del ARNm. En bacterias, el desmontaje
del complejo de post-terminaciéon es un proceso activo catalizado por el factor de
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reciclaje del ribosoma (RRF), que junto con el factor de elongacion (EF-G), actia
liberando al ribosoma del ARNm. Este RRF es esencial para la viabilidad en pro-
cariontes; sin embargo, en eucariontes no existe un factor homologo, y el mecanismo
que precede al estado de terminacion es diferente. En eucariotas, el factor eIF3 (en
conjunto con elF1 y eIF1A) promueve la disociacién de la subunidad 60S riboso-
mal en el complejo de post-terminacion, y de ARNt y ARNm unido a la subunidad
40S. El eIF1 interviene en la liberacion del ARNt del sitio P, mientras que el eIF3
favorece la disociacion de ARNm (Pisarev et al., 2007).

1.3.5. Regulacién a nivel postraduccional

Las enzimas se sintetizan como precursor inactivo, y se activan mediante mod-
ificaciones bioquimicas en su estructura, que conforman un centro activo donde se
ejecuta la catélisis. Tales modificaciones se producen por cortes proteoliticos o la
adiciéon de grupos quimicos; como por ejemplo fosforilaciones, acetilaciones, meti-
laciones, ribosilaciones, glicosilaciones, entre otras. La unién de grupos prostéticos
a glicoproteinas y lipoproteinas es otra forma de regulacién de la expresion de los
genes en eucariotas, a nivel postraduccional (Lewin, 2000)). De esta forma, una pro-
teina en su estado inactivo se puede “encender” por una modificaciéon quimica simple
y rapida, sin la necesidad de una nueva transcripcién y traducciéon que demandan
tiempo y energia. A veces, las modificaciones quimicas también pueden determinar
la ubicacién de una proteina en la célula, donde se requiere su funcion (Klug et al.|
2006). Las acuaporinas, por ejemplo, son proteinas de canal transmembrana que
transportan agua, y a veces también pequenos solutos sin carga (las acuagliceropori-
nas). Estan asociadas a la membrana de vesiculas de almacenamiento intracelular,
y cuando son necesarias, dichas vesiculas se incorporan a la membrana basal. Las
acuaporinas se regulan a partir de un cambio conformacional en la estructura de la
proteina que abre o cierra el poro, y también en funcién de la cantidad presente en
una membrana biologica, implicando la regulacion a nivel transcripcion /traduccion
(Tornroth-Horsefield et al., 2010; |[Kreida y Toérnroth-Horsefield, [2015).

Los efectos de las modificaciones postraduccionales no son dnicos y varian segin la
proteina: algunas son activadas o desactivadas por fosforilacién, mientras que otras
simplemente cambian su comportamiento (interactian con un compaiero diferente
o se ubican en otra parte de la célula). Sin embargo, entre las modificaciones que
sufren las proteinas se encuentra el mecanismo de ubiquitinacion, consistente en la
adicion de una o varias moléculas de ubiquitina, una proteina pequena, de manera
covalente a proteinas blanco en residuos de lisina (Zamudio-Arroyo et al.,[2012). Las
proteinas modificadas por ubiquitinaciéon son llevadas al proteosoma de la célula,
donde son degradadas. De este modo, la ubiquitinacién es una manera importante
de controlar la persistencia de una proteina en la célula (Campbell y Farrell, |2004;
Lodish et al., [2005).

En sintesis, la expresion de la informacion genética atraviesa distintos niveles de
regulaciéon, que involucran diversos factores moleculares y reacciones. Si bien los
mecanismos de control mas importantes son los que acttian a nivel transcripcional
sobre las secuencias reguladoras, también se producen regulaciones durante el proce-
samiento o maduraciéon del ARNm, su transporte al citoplasma o su supervivencia
en el citosol. Finalmente, los controles acttian a nivel traduccional o regulando la
actividad de la proteina. A continuacién, la Fig. resume los principales niveles
de control de la expresién génica, explicados hasta aqui.
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Figura 1.4: Principales niveles de regulacion de la expresion génica. 1) fac-
tores de transcripciéon, grado de condensacién de la cromatina y grado de
metilacion. 2) adicion del 5’CAP y la cola poly-A, empalme alternativo. 3)
mecanismos que determinan el paso del ARNm maduro al citosol. 4) mecan-
ismos que determinan si el ARNm presente en el citosol es o no traducido.
5) mecanismos que determinan la supervivencia del ARNm en el citosol. 6)
mecanismos de activacion/desactivacion de una proteina para la ejecucion de
una funcién determinada, asi como el tiempo de supervivencia de la misma.
(Tomada de Alberts et al. (2016) “Molecular Biology of the Cell”).

1.4. El auge de la genémica

El conocimiento del genoma de un organismo es un recurso de informacion
importante para la comprensién de la biologia del mismo. El desafio siguiente al
secuenciamiento de un organismo es su anotacién. La anotacién de un genoma tiene
dos aspectos béasicos: uno estructural (la delimitacion fisica de sus componentes) y
otro funcional (la asignacion de una potencial funciéon) (Rouzé et al.,[1999)). Estruc-
turalmente, los genes tienen que ser asignados a regiones especificas del genoma.
También se debe descifrar su estructura, determinando sus intrones, exones, sitios
de inicio y de parada de la transcripcion, asi como sus elementos reguladores.
Historicamente el desarrollo de las técnicas de anotacién ha ido a la par con el
proceso de secuenciacion de los genomas. Por ejemplo, la identificacion de genes
codificantes se realizaba mediante la busqueda de secuencias homélogas conocidas
en otras especies. Una alternativa era la busqueda ab initio, que consiste en buscar
signos o patrones indicadores de promotores, o regiones codificantes y distinguirlos
de secuencias formadas por simple azar. Para lograr dicho objetivo, los predic-
tores ab initio utilizan conjuntos de secuencias de entrenamiento que incluyen las
senales que se quieren buscar y modelos probabilisticos, como los modelos ocultos
de Markov. En cualquier caso, las predicciones deberan ser validadas para confir-
mar que efectivamente se transcriben y/o traducen 2006). Estas técnicas
de anotacién basadas en homologia o métodos ab initio conllevan un vicio, dado
que se fundamentan en aquello que es conocido, y tienen por lo tanto un sesgo que
lleva a descubrir s6lo genes conocidos en otros organismos, o que satisfacen senales
conocidas de antemano, dejando de lado las secuencias novedosas. Sin embargo,
hubo un gran salto tecnolégico en las tecnologias de secuenciacién, marcando un

/ 6 inactiva
Proteina
Proteina

activa .~
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punto de inflexién en la generacion de datos y nuevos genomas. Gracias a las nuevas
tecnologias de secuenciacion de ADN y a los desarrollos de técnicas bioinforméticas
para analizar estos datos, la genémica ha tenido un desarrollo importante en los 1l-
timos anos. Hoy en dia, la tarea de determinar la estructura de cada gen incluyendo
sus intrones, exones, sitios de inicio y de parada de la transcripcion, se lleva a cabo
mediante métodos ab initio, pero asistidos por datos transcriptémicos obtenidos
por las nuevas tecnologias de secuenciacion, como el RNA-Seq. De este modo, es
posible determinar en forma precisa los marcos abiertos de lectura que, siempre
que sean transcriptos, tienen la potencialidad de ser traducidos a proteinas. La de-
terminacion de estos marcos de lectura es el tema principal a ser tratado en esta
tesis. Esos marcos, que seran denotados por la sigla ORF (del inglés Open Reading
Frames), estan definidos por un codén de inicio y el primer codén de terminacion
encontrado en el mismo marco de lectura. En principio, por combinacién al azar de
los nucleétidos siempre existe una probabilidad de que este patrén sea espurio, es
decir, sin un correlato proteico. Es un hecho que se observa en miles de pequenos
marcos de lectura de esta naturaleza. Sin embargo, las probabilidades de encontrar
un ORF espurio disminuyen con su tamano, por eso en los procesos de anotacion
automatizada de genomas solo son considerados, para un subsecuente andlisis de
anotacion, aquellos ORFs mayores a cierto tamafio (alrededor de 200 pares bases).
Asi, con este tipo de anotacion, pequenos marcos abiertos de lectura, que deno-
taremos como sORF (“s” por small), asociados a genes funcionales, podrian escapar
a los protocolos de deteccién, y estarian siendo descartados entre los miles de pe-
quefios ORFs sin sentido biolégico formados al azar (Basrai et al.| [1997; Wang et al.|
. En general, tampoco se anotan los ORF pequenios anidados dentro de otros
mas grandes. A pesar de ello, se han descubierto ORFs traducidos cadena arriba o
abajo de los ORFs anotados; asi como variantes de proteinas expresadas a partir
de codones de inicio alternativos, tanto adentro como afuera del marco de lectura
de ORFs anotados. También, se han encontrado sORFs en ARN ribosomales, y
pequenas proteinas funcionales codificadas por ARN previamente considerados no
codificantes (Aspden et all|2014; |Chugunova et al.l 2018 Orr et al.l 2020). A partir
de esto, se infiere que muchos ORFs previamente ignorados pueden ser traducidos
como mecanismos reguladores o para dar proteinas bioactivas. A continuacion, la
Fig. resume la visualizacion del conjunto de moléculas de ARN que codifican
sORF.

Desafortunadamente, los SORFs son dificiles de predecir mediante los méto-
dos bioinforméaticos usuales. Sin embargo, genes que codifican péptidos de pocos
aminoacidos se encuentran en transcritos mono o policistrénicos en bacterias (Hemm
et al., [2008), levaduras (Basrai et all 1997; [Kastenmayer, [2006), plantas (Rohrig
et al.l 2002; Hanada et al. [2013) y animales (Savard et al. 2006} |Galindo et al.,
2007). En Drosophila melanogaster se encuentran més de 300 péptidos codificados
a partir de sORFs con variadas funciones, tales como feromonas de apareamien-
to, metabolismo de energia, reguladores transcripcionales, nucleasas, quelantes de
iones metalicos, hormonas, péptidos antibacterianos, reguladores de quinasas, entre
otros (Kastenmayer, [2006; Ladoukakis et al., [2011). Algunos autores han sugerido
que los péptidos traducidos a partir de sORFs, podrian ser el equivalente proteico
de los miRNA, definiéndose de este modo una nueva capa de regulacion
let al., 2003} |Ambros|, [2004).

Otro de los desafios actuales en la anotacion de genomas, también asociado
a los ORFs, consiste en la delimitacién precisa de los mismos. Especificamente,
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Figura 1.5: Esquema de las moléculas de ARN que codifican ORFs cortos
(sORF). El circulo rojo indica la caperuza CAP en la region no traducida
5 UTR de un marco de lectura abierto (ORF). (Adaptada de Chugunova et
al. 2017).

la biosintesis de proteinas se completa tras el reconocimiento de uno de los tres
codones de terminaciéon de la traduccion (TAA, TAG y TGA) por parte de la
magquinaria ribosomal. Sin embargo, existen excepciones que pueden conducir a los
ribosomas a continuar la traduccién mas alla del primer codén de terminacion.
Consecuentemente, una fraccion de las proteinas resultantes incluyen aminoacidos
adicionales hasta un segundo o tercer codén de terminacién en el mismo marco
de lectura (Robinson y Cooley, 1997; |Jungreis et al., [2011; [Freitag et al.| [2012}
\Artieri y Fraser, [2014; Loughran et al., 2014; Baranov et al., 2015). Denominaremos
este fenémeno como lectura del codén de parada (LCP), dado que en la literatura
cientifica se conoce como Stop Codon Readthrough o Translational Readthrough. Se
han encontrado numerosos ejemplos de lectura del codén de parada que dan lugar
a una proteina extendida con funcion biologica alternativa (von der Haar y Tuite,
12007, |Schueren y Thoms, [2016; [Sapkota et al. 2019). Sin embargo, en algunas
ocasiones este fenémeno, puede estar vinculado a un fallo en la terminacién de la
traduccion programada en el codon de parada (Bidou et al., 20105 |Li y Zhang, [2019).
Durante los tltimos afios el LCP, funcional o no, ha sido identificado y documentado
en varios organismos. Por ejemplo, segun la base de datos FlyBase (Tweedie et al.|
12009; (Gramates et all [2017) (version FB2020_04, publicado en Agosto 18, 2020),
en la mosca de la fruta existen anotados 486 transcriptos asociados con eventos de
LCP.

La Fig. [1.6] esquematiza el mecanismo para la ocurrencia de LCP. La eficiencia de
la terminacion de la traduccion depende de la competencia entre el reconocimiento
del codon de terminacion por factores de liberacion (eRF1 y eRF3 en eucariotas),
y la decodificacion del codon de parada por un ARNt cognato afin que puede
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emparejarse con dos de las tres bases del codon de parada. El factor eRF1 reconoce
el codon de parada en el sitio A ribosomal a través de su dominio N-terminal,
y desencadena la hidrolisis del peptidil-ARNt activando el centro de la peptidil
transferasa del ribosoma a través de los motivos NIKS y GGQ conservados en
los dominios 1 y 2, respectivamente (panel A). El reconocimiento de un codon de
terminacion en el sitio A por parte del factor de liberaciéon eRF1, desencadena
la terminacion de la traduccién y la sintesis polipeptidica. El dominio C-terminal
de eRF1 esta involucrado en la unién de eRF3 GTPasa, cuya actividad cataliza
la escision de peptidil-ARNt; y eRF3 actia como un factor de correccion durante
la terminacion (panel B) (Bidou et al., 2010; Dabrowski et all |2015). Por otra
parte, la LCP puede ser promovida por el contexto de nucledtidos o por farmacos,
provocando una recodificacion del codon de parada (explicado en la seccion 1.4.1).
En tales casos, los ribosomas incorporan un ARNt supresor natural en el codon de
parada, continuando la traduccién en el mismo marco de lectura hasta el siguiente
codon de parada, y resultando en la expresion de una proteina con una nueva funcion
(Blanchet et al [2014). Este mecanismo de LCP mediado por ARNt supresores se
muestra en el panel C de la Fig.

1.4.1. LCP como mecanismo de recodificacion

Los errores de codificaciéon ocurren azarosamente aunque en baja frecuencia,
y sus productos suelen no ser funcionales. Por otro lado, en ciertas ocasiones los
codones de parada pueden ser recodificados en forma programada mediante senales
especificas presentes en el ARNm (Baranov et al 2002; Namy et al., 2004; Ribas|
|de Pouplana et al., 2014)). Por ejemplo, la redefinicion de los codones TAG y TGA
puede conducir a la especificaciéon de glutamina y triptéfano o selenocisteina, re-
spectivamente (Atkins et al., [2007). Cuando esta redefinicion se utiliza para la ex-
presion génica, las sefiales de estimulacion (o sefiales de codificacion), incrustadas
en el ARNm o en su producto peptidico naciente, facilitan dicha recodificacion
(Gesteland, |1996} |Atkins et al., [2007).
El panel C de la Fig. anterior esquematiza un ejemplo de recodificacion de
codones de terminacion, que resulta en LCP. Los ARNt supresores leen a través de
codones de terminacién naturales. Los ARNt supresores son ARNt aminoacilados
con anticodones complementarios a los codones de parada en el ARNm. Al em-
parejarse con 2 de los 3 nucledtidos del codon, un ARNt cognato puede competir
exitosamente con el factor de liberacion eRF1 por el reconocimiento de un codon
de parada, y ubicarse en el sitio A del ribosoma, conduciendo a la decodificacién de
un codon de terminacion (Dabrowski et al.l 2015). De esta forma, el ARNt supresor
inhibe el proceso de terminacién de la sintesis de proteinas, y como resultado, un
aminoacido se incorpora “erréneamente” a la cadena polipeptidica y el ribosoma
continua la traduccién al siguiente codén de parada en el mismo marco de lectura.
A pesar de que los eventos de recodificacion estén poco identificados o mal an-
otados en los genomas, estan presentes en todas las formas de vida y aumentan
significativamente la diversidad de los polipéptidos producidos en las células. Di-
versos estudios han demostrado que la traduccién esta parcialmente regulada por
LCP en virus (Valle et al.,|1992; |Cimino et al., 2011} Firth y Brierley, |2012), en D.
melanogaster (Robinson y Cooleyl, 1997; Steneberg y Samakovlis, 2001; Beier, |2001
Sato et al., 2003; Jungreis et al.,|2011; Dunn et al., 2013), en hongos (Freitag et al.
2012), plantas (Lao et al., 2009) y mamiferos (Loughran et al., 2014; Schueren et|
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Figura 1.6: Esquema del mecanismo de la terminacion eficiente de la tra-
duccién versus la lectura de codones de parada (LCP). A) La terminacion
de la traduccién estd mediada por los factores eRF1 y eRF3. El codén de
parada (TAG) se ubica en el sitio A ribosomal, mientras que los sitios P y
E estan ocupados por ARNt. E1 ARNt supresor natural entrante se muestra
unido al factor de elongacion (eEF1A). B) Union de eRF1 con eRF3 y GTP
tras reconocer el codon de parada en el sitio A, se libera el peptidil-ARN¢
por hidrolisis de GTP, terminando la traduccién y cambiando la conforma-
cion del ribosoma. C) Principio de LCP mediado por ARNt supresor. El
reconocimiento de un codén de terminacién (TAG) en el sitio A por parte
del factor de liberacién eRF1, desencadena la terminaciéon de la traduccién
v la sintesis polipeptidica. En cambio, la ocupacion del sitio A ribosomal
por un ARN% supresor decodifica el codon TAG en un aminoacido de sentido
(Tyr), v la proteina se extiende. (Adaptada de Ortolano et al. 2016 y Lewin’s
Genes X et al. 2011).

2014)). Analisis computacionales y la genémica comparativa han contribuido al
conocimiento de patrones que permiten el reconocimiento de secuencias genéticas
inusuales que codifican proteinas (Lin et al., [2007} [Stark et al 2007} [Floquet et al.|
2012; Pancsa et al., 2016). Por lo tanto, el descubrimiento de genes con lectura de
codones de parada es importante para la investigacion de sus funciones celulares y
el mecanismo de regulaciéon de la traduccién. En este sentido, durante los dltimos
anos se han intensificado las investigaciones centradas en los tipos de eventos de
recodificacion, los cuales tienen ademés implicaciones médicas importantes.
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1.4.2. Terapias basadas en estimulo de LCP

Si bien los mecanismos moleculares que subyacen al proceso de lectura de

codones de terminacion de la traduccion (LCP) no estan del todo claros en eu-
cariotas, la contribuciéon de su investigacion es fundamental para el desarrollo de
nuevos tratamientos de enfermedades genéticas. Se sabe que aproximadamente el
11% de las enfermedades hereditarias humanas son causadas por mutaciones sin
sentido, es decir aquellas que transforman codones que determinan un aminoéci-
do en codones de parada prematuros (CPP), llevando a una traduccion truncada.
Precisamente, numerosas mutaciones de este tipo han sido objeto de estudio de la
terapia clinica basada en la supresion de CPP. Algunos ejemplos de enfermedades
genéticas inducidas por CPP son la fibrosis quistica (Rowe et al.}2011); la hemofilia
Zingman et al 2007; Linde y Kerem, 2008); la distrofia muscular de Duchenne
Yukihara et al., 2011; Finkel et al., |2013)); la retinitis pigmentosa
2008); la miopatia de Miyoshi (Wang et al.,[2010); la enfermedad de Batten
et al} [2011); el sindrome de Rett (Brendel et al., [2011} [Vecsler et al., 2011); la mu-
copolisacaridosis tipo I (Wang et al., [2012; [Kamei et al.||2013)); el sindrome de Usher
tipo 1 (Rebibo-Sabbah et al.,[2007; |Goldmann et al. 2012)), etcétera. Ademaés, se ha
postulado que los CPP representan hasta un 30 % de las mutaciones carcinogénicas.
Muchos cénceres estan relacionados con la aparicién de un CPP en un gen supresor
de tumores, lo que resulta en la pérdida de la proteina o la sintesis de una protei-
na truncada que no puede inhibir la proliferacién celular o promover la apoptosis
(Bidou et all [2017).
Los CPP alteran la expresion génica de dos maneras. Primero, los CPP terminan
prematuramente la traduccién, produciendo un polipéptido truncado no funcional
o inestable (Bidou et al., 2017; Dabrowski et al.,|2018)). En segundo lugar, los CPP
activan la degradacion de ARNm mediada por mutaciones que resultan en un codén
de parada. Este mecanismo celular, conocido por sus siglas en inglés NMD (de Non-
sense Mediated Decay), detecta las mutaciones terminadoras y evita la expresion de
proteinas truncadas (Keeling} 2016; Murtha et al.,2019). Durante la tltima década,
los tratamientos de los trastornos genéticos ocasionados por CPP se han concentra-
do en una terapia farmacoldgica que tiende a aumentar la frecuencia con que ocurre
la LCP en el CPP. Debido a que la terminacién es més eficiente en los codones de
parada canonicos (CPC), éstos son menos susceptibles a los farmacos inductores
de estimulacién de LCP; y por lo tanto, la supresion ocurre principalmente en los
CPP (ver Fig. . Asi, la terapia de LCP pretende restaurar la funcién prote-
ica deficiente permitiendo la traducciéon de un polipéptido funcional de longitud
completa; con el objetivo clinico de aliviar las consecuencias fenotipicas de enfer-
medades genéticas derivadas de CPP (Linde y Kerem| 2008 Keeling y Bedwell,
12011; Keeling et al., 2014).

Los aminoglucosidos (o amindsidos) son la clase de compuestos antibioticos
mejor estudiada que estimulan la LCP con fines terapéuticos. En altas dosis blo-
quean la funcion del ribosoma bacteriano (Pfister et al., [2003; Bidou et al., 2012).
Al inhibir la traduccion en procariotas mas eficientemente que en eucariotas, son
usados en la clinica como antibiéticos (Keeling et al. 2012). Por otro lado, en bajas
dosis alteran la fidelidad de la traduccién eucariota, aumentando la tasa de error
en la traduccién. En consecuencia, estos antibidticos aumentan la tasa de incor-
poracion de aminodcidos en los codones de parada prematuros. La eficacia de los
aminoglucésidos para estimular LCP y su utilidad para el tratamiento de las muta-
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Figura 1.7: Mecanismo de induccién de LCP en codones de parada prematur-

s (CPP), mediante farmacos inductores. A) Los CPP son reconocidos por
los factores de liberacion (eRF1 y eRF3-+GTP) antes que los CPC, ocasio-
nando una finalizaciéon temprana de la traduccién, y produciendo una pro-
teina disfuncional. B) Los farmacos inductores de LCP facilitan el empare-
jamiento de secuencias codon-anticodén entre un ARNt supresor y el CPP,
lo que inhibe la terminacién prematura de la traduccion. Asi, los farmacos
aminoglucosidos favorecen la aceptacion de los ARNt supresores naturales
por parte del ribosoma. (Adaptada de Dabrowski et al. 2018).

ciones sin sentido, se demostrd por primera vez en células bronquiales humanas que
expresan CFTR (regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quis-
tica) con un CPP; tras el tratamiento con gentamicina se obtuvo una restauracion
parcial de los niveles de la proteina completa de CFTR (Howard et al., [1996)). Desde
entonces, numerosos estudios han investigado la efectividad del tratamiento de las
mutaciones sin sentido para casi 40 enfermedades diferentes con antibiéticos
iy Dougherty, 2012). Posteriormente, se demostré la eficacia de otros compuestos
terapéuticos, utilizados como antibiéticos de amplio espectro, que inducen especi-
ficamente la lectura ribosémica de mutaciones sin sentido, como son: negamicina,
gentamicina, el PTC124 (conocido como ataluren), espiramicina, josamicina y tilosi-
na (Dabrowski et al., [2018). Sin embargo, €l uso clinico de compuestos inductores
de LCP presenta limitaciones debido a su toxicidad (Keeling et al, [2014}; [Dabrows-|
. Ademis, los aminoglucésidos presentan una fuerte dependencia del
contexto de nucledtidos que rodea el codon de parada (Keeling et al. 2014; |Cridge]
2018). Se ha demostrado que la identidad del CPP es determinante en la efi-
ciencia de los antibidticos para estimular LCP, siendo mayor en el caso de codones
TGA, seguido por TAG y, en menor medida TAA (Manuvakhova et all, [2000); lo
que sugiere que los mecanismos de LCP pueden ser distintos segin el codén de
parada. Incluso, las mutaciones sin sentido no son igualmente sensibles a las drogas
inductoras de LCP, lo que dificulta la identificacion de pacientes portadores de CPP
que podrian beneficiarse de tales tratamientos. En suma, la terapia de supresiéon de
CPP ha sido obstaculizada por falta de mayores avances en la comprensién de los
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mecanismos de terminacion de la traducciéon y de LCP.

1.5. Motivaciéon y planteo de la tesis

Si bien el genoma de los organismos almacena la informaciéon que determina
las proteinas para su desarrollo, la expresién génica depende de diversos factores
biolégicos y de complejos mecanismos de regulacién. El desarrollo de ingeniosas
herramientas en biologia computacional acaecido durante los tltimos afos propi-
ci6 estudios mas exhaustivos en gendmica y protedmica, ampliando las fronteras
de los sistemas de identificacién de genes y transcritos. Esto permitié dilucidar el
ndmero de marcos abiertos de lectura (ORFs) codificantes de proteinas y asi re-
alizar un anélisis integral de proteomas que contribuya a su anotacion efectiva. A su
vez, anotar un genoma conlleva la utilidad de predecir nuevas secuencias que codi-
fiquen proteinas y ARNs estructurales. No obstante, la mayor parte de los genomas
eucariotas contiene secciones no codificantes, cuyas funciones aun se encuentran
indefinidas o mal caracterizadas. A pesar de ello, las técnicas actuales de secuenci-
amiento han abierto un nuevo campo para su estudio. En este sentido, se conocen
diversos ORFs cortos (sORF) en regiones previamente consideradas no codificado-
ras de proteinas, tales como los extremos UTR o los intrones de algunos genes,
e incluso en regiones conservadas. La traducciéon de novedosos péptidos derivados
de sORF constituye una evidencia de su funcionalidad, y permite abordar anéli-
sis de funcién molecular, asi como del contexto de su expresion y la interaccién
con otras biomoléculas. Sin embargo, su identificacién bioinformética ha sido hasta
el momento uno de los mayores impedimentos para estudios méas abarcativos, lle-
vando a una sub-anotacién de los mismos. Estos descubrimientos plantean nuevas
preguntas en el d&mbito molecular. Por un lado, en cuanto a que la traduccién no
se limita solo a transcritos codificadores de polipéptidos candnicos; sino que parece
ocupar un rol mucho mas generalizado, donde diversos transcriptos se expresan me-
diante funciones definidas en el metabolismo celular. Por otra parte, la presencia de
nuevos péptidos no convencionales cuestionan los métodos de validacion y anotacion
gendémica, dado que existen nuevas estructuras génicas que aguardan clasificacion,
y siendo posible que muchos de los transcritos conocidos no estén correctamente an-
otados. De la misma manera, la anotacion eficiente requiere corregir la delimitacion
imprecisa de los ORFs, que por defecto suelen delimitarse en el primer codén de
parada (TAA, TAG o TGA). Sin embargo, se ha visto que en ocasiones esto no es
asi, y la traduccion de la secuencia de ARNm continta hasta otro codén de parada
posterior. Este tipo de mecanismo en el proceso de traducciéon produce alteraciones
en la cadena polipeptidica en formacién, con propiedades diferentes a las predichas
en base a una traduccion canénica de ARNm, diversificando de la expresion géni-
ca. Particularmente, nuestro interés se centra en la lectura de codones de parada
(LCP), permitiendo la biosintesis de proteinas extendidas en su extremo carboxi-
lo terminal. Estos casos no constituyen un mero error de traducciéon; dado que se
sintetizan varias proteinas de importancia biolégica como resultado de la lectura
funcional traduccional. De hecho, como vimos en la seccién previa, la LCP con-
stituye la base de nuevas terapias para numerosas enfermedades genéticas. Por lo
tanto, consideramos este enfoque muy importante y complementario para nuestro
analisis de productos génicos no anotados, ya que se trata de un mecanismo de re-
codificaciéon capaz de alterar el producto polipeptidico a ser expresado, expandiendo
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asi la plasticidad de los genomas.

En sintesis, comprender los mecanismos de terminacién alternativa de la tra-
duccién puede contribuir al desarrollo de nuevas terapias para enfermedades con-
génitas, tales como la terapia de inducciéon de LCP. Esto constituye la principal
motivacién a abordar en el presente trabajo de investigacion. En este sentido, el
objetivo principal de esta tesis es la identificacion de nuevos eventos de LCP y su
posterior andlisis. Para realizar esta tarea, utilizamos datos disponibles en bases
publicas, derivados del secuenciamiento de los fragmentos transcriptémicos prote-
gidos por ribosomas obtenidos en embriones tempranos de la mosca Drosophila
melanogaster. Los procedimientos empleados seréan detallados en el capitulo 2. Este
estudio de identificacion se complementa con el analisis de la tasa de incidencia de
LCP para cada uno de los codones de parada, y el contexto nucleotidico circundante
a éstos. Para ello, aplicamos la técnica de perfil ribosémico en combinacién con un
modelo de regresién lineal para el anélisis del contexto del codén de parada, a fin de
inferir la existencia de un patréon que funcione a modo de senal para la ocurrencia
de LCP. Los procedimientos empleados serdan detallados en el capitulo 3.






Capitulo 2

Identificacion de eventos de
lectura de codones de parada

2.1. Lectura de codones de parada y la sub-anotacién
de genomas

Hasta aqui hemos abordado los fundamentos sobre la regulacién de la expresion
génica. En este capitulo expongo un aspecto novedoso de la delimitacién de muchos
ORFs de Drosophila melanogaster. Se trata de un mecanismo de extension de la
traduccion maés alla del codén de parada, que puede alterar el producto final a ser
expresado, dando origen a proteinas diferentes a las esperadas en base a la secuencia
nucleotidica que esté siendo traducida. Especificamente, la sintesis de una proteina
se completa tras el reconocimiento de los codones de terminacién de la traducciéon
(TAA, TAG, TGA) mediante la interaccion entre el ARNm y factores de liberacion
(eRF), ocurrida en el sitio A del ribosoma. En eucariotas, el eRF1 reconoce los
tres codones de parada y, tras decodificarlos, facilita la liberaciéon hidrolitica del
polipéptido formado del peptidil ARNt unido al sitio P ribosomal. Finalmente, la
traduccion canonica finaliza cuando el ribosoma se disocia del ARNm. Sin embar-
go, existen excepciones a estas reacciones secuenciales que pueden conducir a los
ribosomas a continuar la traduccién mas alla del primer codén de terminacion,
dando lugar a un evento de lectura del codon de parada (LCP). Estos eventos ex-
cepcionales ocurren con una cierta probabilidad, por lo tanto, una fraccién de las
proteinas resultantes incluyen péptidos adicionales en su extremo C-terminal (Ryoji
et al.l [1983; Robinson y Cooley, [1997; Jungreis et all 2011} [Freitag et al., |2012;
Loughran et al.l |2018). Esta fraccion de proteinas extendidas serd mayor cuanto
mayor sea la probabilidad del ribosoma de continuar con la traduccion. Cuando
esta probabilidad es pequena, los eventos podrian ser considerados como un “fallo”
en la terminaciéon y sus productos proteicos no tendrian consecuencias funcionales
(alteraciones en la proteostasis) (Bidou et al.,|2010; [Li y Zhang}, 2019). No obstante,
hoy se conocen varias proteinas de importancia biolégica que son el resultado de
la lectura funcional del codén de parada (von der Haar y Tuite, 2007} [Schueren y
Thoms, 2016; |Sapkota et al.;[2019). En estos casos se habla de un mecanismo de LCP
programada, denominado en la literatura cientifica como Stop Codon Readthrough o
también Translational Readthrough, y se produce en niveles detectables en muchos
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ARNm.

La hipotesis méas aceptada de este fenémeno consiste en que los codones de

terminacion pueden ser decodificados como codones de sentido por un ARNt cog-
nato que se aloja en el sitio A del centro de decodificacion ribosomal. Los ARNt
cognatos pueden aparearse en dos de las tres posiciones del codén. Esta interacciéon
resulta en la competencia por el reconocimiento del codén de parada entre el factor
de liberaciéon eRF1 y el ARNt cognato; y puede inhibir el proceso de terminacion
de la traduccién, siendo uno de los determinantes de la eficiencia en el proceso de
terminacion de la traduccion (Dabrowski et al., 2015; Schueren y Thoms, 2016). En
este caso, al ARNt cognato se le conoce como ARNt supresor (Blanchet et al., 2014;
|Jungreis et al.l 2016} Massey, 2017). Como resultado, un aminoécido se incorpora
en la cadena polipeptidica y el ribosoma continia la traduccién hasta el siguiente
codoén de terminaciéon en el mismo marco de lectura.
Existen otros mecanismos de recodificacion que acttian en las sefiales de terminacion
de la traduccion (Firth y Brierley) 2012). En este sentido, podemos mencionar el
cambio de marco ribosomal (ribosomal frameshifting), en el cual una fraccién de
ribosomas omite algunos nucleétidos y continia traduciendo en otro marco de lec-
tura (Wills et al., [2008). Un ejemplo clésico es el cambio de marco programado en
un codoén de parada TGA para el gen de la antizima ornitina decarboxilasa (ODC-
A7) (Matsufuji et al [1995). Ademas, la recodificacién del codén de parada, puede
involucrar un aminoécido no estandar como selenocisteina. En este caso, un ARNt
de selenocisteina puede insertar un aminoacido homoénimo en un codéon TGA, si
esta presente una secuencia de insercion de selenocisteina (elemento SECIS) en la
region 3> UTR (Bonetti et al [1995} [Poole], [1998). En vertebrados, este mecanis-
mo de incorporacién de selenocisteina es necesario para producir enzimas como la
glutation peroxidasa (GPX) (Chambers et al., 1986) y yodotironinas desyodinasas
(Berry et al., [1991; Davey et al., 1995} Salvatore et al.l [1995).

La LCP programada fue originalmente descubierta en el bacteriéfago Qg, sien-
do que incorpora un triptéfano en el codéon TGA con una eficiencia del 2% (Weiner,
. También se encontré inicialmente en los virus del mosaico de taba-
co y la cebada amarilla (Pelham| [1978; Brown et all 1996). El gen kelch en D.
melanogaster contiene un codén de terminacion TGA dentro del marco que separa
dos ORFs, y cuando es suprimido da lugar a una versién extendida de la protei-
na (Xue y Cooley, 1993; Bergstrom et al., [1995; Robinson y Cooleyl 1997). Mas
recientemente, se documenté la existencia de LCP programada en algunos genes
en hongos (Namy et al., 2002; Freitag et al., [2012) y eucariotas, como el gen de
la, B-globina en conejos y los genes syn y hdc en D. melanogaster
11996 |Chittum et al.,[1998} [Steneberg y Samakovlis| 2001), para mencionar algunos
de los ejemplos. Asi, fuera del caso de la incorporacién de selenocisteina, la LCP
programada parecia tener un rol menor y extraordinario. Sin embargo, gracias a
las nuevas técnicas de secuenciamiento masivo y métodos bioinformaéticos, se han
identificado algunos cientos de nuevos eventos de LCP programada en varios geno-
mas de metazoos. En este sentido, se encontraron patrones de LCP programada
en 283 genes que estan conservados entre las 12 especies de Drosophila analizadas,
entre ellos el gen kelch antes mencionado (Jungreis et all [2011)). Entre estos casos
identificados, se comprobaron por expresion de GFP la existencia de 4 extensiones
(cne-RT, Sp1-RT, Abd-B-RT, z-RT), mientras que otros 7 péptidos que incluyen
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extensiones fueron validados mediante espectrometria de masas (Jungreis et al.,

2011). Mas tarde, con un método filogenético similar, se detectaron otros 50 posi-
bles casos de LCP programada en Drosophila melanogaster y 353 en el genoma de
Anopheles gambiae (Jungreis et al. 2016).

Por otro lado, las regiones de ARNm que son traducidas activamente se pueden
reconocer mediante una técnica de secuenciacion de ARN de alto rendimiento
(RNA-Seq), que secuencia los fragmentos ocupados por ribosomas. Esta técnica,
denominada Ribo-Seq, permite obtener el perfil ribosémico de los transcriptos, util
para cuantificar los niveles de expresion (Ingolia et al., 2009). De este modo, Ribo-
Seq puede contribuir a la identificaciéon de elementos funcionales en los genomas,
en base a su grado de conservacién. En el anexo I se exponen las caracteristicas
de la técnica de Ribo-Seq. Usando esta técnica como evidencia de traduccién, se
identificaron 350 eventos de LCP en cultivo de células S2 y de embriones de D.
melanogaster (Dunn et al., 2013), entre ellos fueron 43 detectados previamente con
el enfoque filogenético de (Jungreis et al. 2011). Estos hallazgos revelan eventos
candidatos de LCP programada (Stark et al.,[2007; Lindblad-Toh et al., 2011} |Jun-|
lgreis et al., 2011).

Recientemente, de los genes con LCP propuestos en estudios previos, se vali-
daron experimentalmente cuatro genes homologos en humanos (SACMIL, OPRK1,
OPRL1, BRI3BP), junto a otros tres nuevos casos (ACP2, AQP4, MAPK10) (Loughran
. También, se descubri6 LCP programada en el ARNm del factor de
crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A) de mamiferos, como humanos y vacas,
por ejemplo. En este caso, se decodifica el codon de terminaciéon TGA como serina,
generando una isoforma (VEGF-Az) que contiene una extension C-terminal de 22
aminoacidos (Eswarappa et al., |2014). Esto le confiere a VEGF-Az una actividad
antagonica a la actividad pro-angiogénica de VEGF-A4; lo cual destaca los roles bi-
ologicos del mecanismo de LCP programada. Adicionalmente, se han desarrollado
estrategias basadas en andlisis de regresién lineal, para predecir transcriptos can-
didatos de LCP programada (Schueren et al., [2014)). Estos resultados sugieren que
la LCP puede ser un mecanismo de recodificacion para extender proteinas mas gen-
eralizado de lo que se pensaba. Su importancia fundamental radica en que ofrece
una forma alternativa de expandir la plasticidad de los genomas, diversificando la
expresion génica (von der Haar y Tuite] |2007; |Schueren y Thoms| 2016)).

Los procesos descritos anteriormente constituyen un claro ejemplo de sub-
anotaciéon de genes y de proteinas, es decir, no se conocen todos los genes sujetos
al mecanismo de LCP, ni cual es la proporcién entre las isoformas. Sin embargo,
tampoco hay ain certezas sobre su mecanismo de accién y condiciones.

En general, la eficiencia de la terminacion de la traduccién varia entre los tres
codones de parada. En este sentido, se sabe que el codon TGA es el mas frecuente
entre los candidatos con LCP programada, dado que tiene la mayor tasa de fuga
ribosomal y posee, por lo tanto, la fidelidad mas baja para la terminacion de la
traduccion. El codon TAG es el segundo més comun para la ocurrencia de LCP
programada, mientras que TAA es el menos frecuente y tiene la menor tasa de fu-
ga, siendo el de mayor fidelidad (Jungreis et al., 2011; Loughran et al 2014; |Cridge,
et al., 2018; Dabrowski et al., 2018). Sin embargo, la tasa de fuga ribosomal puede
verse afectada por el contexto de nucleotidos alrededor del codén de terminacion.
Se ha indicado que la base inmediatamente posterior al codén de parada ejerce la
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mayor influencia en la eficiencia de LCP programada, siendo la frecuencia relati-
va de las bases con mas fugas C>T>G>A (Jungreis et al., [2011). En particular,
alrededor de un tercio de los transcriptos identificados en ese trabajo terminaban
con el codon TGA seguido del nucledtido C. De hecho, los genes que contienen un
contexto de parada TGA-C tienen casi 10 veces més probabilidades de ser can-
didatos de LCP programada que los genes con otros contextos (16.4 % vs. 1.9%)
(Jungreis et al.| 2011} [Dabrowski et al., 2015). En efecto, tal como mencionamos
anteriormente, para ciertos contextos de codones de parada asociados a LCP, un
ARN¢t cercano puede insertar un aminoacido afin en su lugar (Bonetti et al.l [1995}
Poole[7 , lo que puede resultar en un nivel de LCP superior al 5% (Namy
et al.L . Otros autores han sefialado la posibilidad de existencia de elementos
reguladores distales en el transcripto, o inclusive inducidos por agentes farmacologi-
cos (Bidou et al. [2012). En conjunto, estos factores pueden aumentar el LCP en
varios 6rdenes de magnitud, lo que resulta en tasas superiores al 1% (Floquet et
12012; [Loughran et all, 2014). Esto sugiere que en estos casos el LCP no es un
error de traduccién; sino un mecanismo funcional de recodificacion del codon de
parada para expresar dominios C-terminales de una proteina de menor abundan-
cia, que a diferencia del empalme alternativo puede regularse a nivel de traducciéon
(Dabrowski et al.| 2015} |Garofalo et all 2019). En eucariotas, la proporciéon entre
proteinas derivadas de LCP programada y las que no, puede ser controlada para
muchos genes simultdneamente mediante la regulacion de las proteinas del factor
de liberacion eRF1 (von der Haar y Tuite) |2007). Este control puede variar segin
el tejido (Robinson y Cooley}, [1997) y la etapa de desarrollo (Samson et al., [1995).

Si bien hoy en dia los eventos de LCP estan claramente establecidos, persis-
ten algunas preguntas y han surgido otras nuevas. Por ejemplo, no sabemos cémo
distinguir claramente los eventos de LCP programados de aquellos eventos no fun-
cionales, derivados de fallas eventuales en la terminaciéon de la traduccién. En forma
més general, no conocemos aun las reglas que rigen la eficiencia de LCP programa-
da. En este sentido, aiin no se han identificado elementos regulatorios proximales o
no, de estos eventos. Por lo tanto, estas preguntas serdan abordadas en este capitulo.
Como vimos, la LCP asume una excepcién a la regla de terminacion de la traduc-
cién, y constituye un mecanismo por el cual una fraccion de las proteinas resultantes
incluyen péptidos adicionales en su extremo C-terminal. Esta fraccién de proteinas
extendidas es proporcional a la frecuencia con que el ribosoma recodifica el codén
de parada y continta la traduccion, lo cual denominaremos aqui como tasa de fuga
ribosomal, o simplemente tasa de fuga. Nuestra hipdtesis de trabajo consiste en que
una fraccion elevada de proteinas extendidas constituye un fuerte indicio de que es-
tas extensiones corresponden a un evento funcional de LCP programada, y no a
una mera falla en la terminacién de la traducciéon. Por ende, la tasa de fuga ribo-
somal seria un determinante de la LCP programada. Como veremos en la siguiente
seccion, esta tasa de fuga podria, en principio, ser estimada a partir de los perfiles
ribosémicos obtenidos por Ribo-Seq. De esta manera, en este capitulo focalizamos
en identificar péptidos funcionales atin no anotados, derivados de eventos de LCP
en el genoma de D. melanogaster.
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2.2. Los perfiles ribosomales y LCP

Con el fin de identificar eventos de LCP, programados o no, examinamos los

transcriptos de embriones de D. melanogaster utilizando la técnica de perfiles ribo-
somales introducida por (Ingolia et al., [2009). Esta técnica se basa en la secuen-
ciaciéon de los fragmentos de ARNm protegidos por ribosomas, denominados huellas
ribosomales (o footprints). Las huellas ribosomales son mapeadas en el genoma de
referencia para construir el perfil de densidad ribosomal de todos los transcriptos.
Estos perfiles se definen como el nimero total de huellas ribosomales que se alinean
al transcripto en cada posicion. Asi, ademas de medir la expresion génica a nivel
traduccional, esta técnica permite examinar las ubicaciones fisicas de los ribosomas
asociados a cada transcripto, ayudando a determinar qué porciones de ARNm se
traducen y cuéles no.
En esta tesis utilizamos los datos de Ribo-Seq obtenidos por Dunn y colaboradores
para embriones tempranos (0-2 hs) de Drosophila melanogaster (disponibles en
NCBI GEO, namero de acceso #GSE49197) (Dunn et all |2013). En su estudio,
utilizaron estos perfiles para identificar eventos de LCP; y con ello determinaron
307 posibles eventos. Sin embargo, los autores se limitaron a estudiar una fraccién
del namero total de transcriptos. Ademaés, en el mapeo de las huellas no tuvieron
en cuenta las junturas exén-exén, dando lugar a un menor ntumero de huellas ribo-
somales mapeadas. En virtud de ello, nos propusimos realizar una busqueda mas
exhaustiva de eventos de LCP. Un conjunto mayor de estos eventos nos permitird
tener mejor informacién para estudiar el contexto nucleotidico de estos eventos, y
dilucidar si tienen un rol determinante en el mecanismo de LCP programada. Para
esta tarea, removimos la secuencia de cebador de las huellas ribosomales usando
el software Cutadapt (Martin, 2011)), y descartamos todas las secuencias menores
a 25 nucleotidos (nt). Para descartar aquellas lecturas alineadas con secuencias ri-
bosémicas, las huellas de ribosomas fueron mapeadas a secuencias ribosomales con
el software Bowtie2 (Langmead et al., [2009). Este alineamiento fue realizado con el
software TopHat (Trapnell et al.,|2009), que tiene en cuenta las uniones de empalme
exon-exon. Los archivos de formato SAM resultantes (del inglés: Sequence Align-
ment/Map files) fueron procesados con el software SAMtools y programas propios
para construir el perfil de densidad de ribosomas de todos los transcriptos. Detalles
de esta metodologia aplicada se encuentran en el capitulo 4 (Datos y Metodologia),
mientras que la descripcion de los softwares y formatos de archivo empleados se
aportan en el anexo II.

Observamos que en general, los perfiles ribosomales obtenidos presentan una
densidad sustancial de huellas ribosomales tanto en las regiones 5° UTR, como
en las regiones codificantes (CDS). La densidad ribosomal no nula en la region
5" UTR contrasta con la inherente caracteristica de que dicha regién no se traduce, a
excepcién de algunos pequenos marcos de lectura, denominados uORF. Segiin Dunn
et al., la densidad ribosomal en los 5° UTRs podria ser atribuida a los fragmentos
de ARNm protegidos por ribosomas que cubren secuencias de uORFs (Dunn et al.)
2013). Sin embargo, el nimero de uORF reportados hasta el momento es de algunas
decenas, cuando la mayoria de los transcriptos presentan una densidad ribosomal en
esta region. Por este motivo, la densidad ribosomal presente en los 5> UTR no puede
ser considerada como una evidencia de la traduccién de estas regiones. En cambio,
la gran mayoria de los transcriptos presentan una densidad ribosomal nula en el
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extremo 3’ UTR, més precisamente a partir de 20 nucleétidos posteriores al codén
de parada anotado. La Fig. muestra un ejemplo de este caso, el perfil ribosomal
de la isoforma A del gen Snz! en el cromosoma 2L (transcripto FBtr0077517). Este
gen cumple la funcién de unién de fosfatidilinositol, y esta vinculado a procesos
de transporte intracelular, segin datos de GenBank en NCBI (nimero de acceso
NM 134933).
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Figura 2.1: Perfil ribosomal de una isoforma del gen Snz! (transcripto FB-
tr0077517), el cual no presenta LCP. La linea vertical verde en la posicion
cero corresponde al codén de inicio de la traduccion, delimitando el CDS del
extremo 5’ UTR (panel A, izquierda). Las lineas verticales rojas (panel A)
indican la posiciéon del codon de terminacion anotado (TAA) en la posicion
1376 nt, y un codén de parada posterior (TAA) ubicado 129 nt después. La
ampliacion de la region 3’ UTR posterior al codén de parada anotado (panel
B), muestra la ausencia de lecturas ribosomales, por cuanto la terminacion
traduccional candnica es eficiente.

Diferentes transcriptos pueden presentar diferentes densidades ribosomales me-
dias. Esta diferencia se puede explicar por el nivel de expresion, es decir, los tran-
scriptos mas abundantes estan asociados a mayores densidades. Sin embargo, tam-
bién se puede observar en la Fig. que los niveles de densidad ribosomal en la
region codificante varian considerablemente dentro del mismo transcripto. Esto se
podria explicar en base a que la eficiencia traduccional debe estar modulada para
que la proteina naciente adquiera el plegamiento requerido para su funcién. En este
sentido, los picos locales de mayor densidad suelen ser interpretados como pausas
ribosomales, mientras que los valles corresponden a regiones donde los ribosomas
tienen un transito mas fluido.

Por otro lado, debido a que la iniciacién y la terminacién de la traduccién son
lentas en comparacién con el alargamiento, alli se producen picos de densidad de
ribosomas (Ingolia et al.,2011). En contraste, los transcriptos presentan una densi-
dad ribosomal nula en el extremo 3> UTR, y esto refleja la terminacion efectiva de
la traduccién. Por el contrario, la no disociacién de los ribosomas del transcripto
podria anadir aminoécidos adicionales después del codén de parada. La Fig.
muestra a modo de ejemplo, el perfil ribosémico correspondiente a la isoforma F
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del gen RpS15Aa (transcripto FBtr0300828), en el cromosoma X. Este transcripto
codifica la proteina ribosomal S15A, un componente estructural del ribosoma que
se prevé que participe en la traduccién citoplasmética. Se expresa en la cabeza y
el corazén del organismo adulto, y es ortologa de la RpS15A humana (Marygold et
al., [2007).

Una ampliacién del extremo 3’ UTR del transcripto FBtr0300828 muestra que existe
densidad ribosomal entre el codén de parada anotado y un segundo codén de parada
en el 3’ UTR, con una extension de 62 aminoacidos (RNQVRIVESLYVLLRSLI-
CRLTFYFTDHATNYVLCAQETRGENAATFIQKTNDDECSQSYAK). Este caso
contrasta con la densidad ribosomal mostrada en la Fig. 2.1} Aunque este nivel de
densidad puede ser mil veces inferior al registrado en la region codificante anotada,
corresponde a un niumero sustancial de lecturas alineadas en una porcion de tran-
scripto de 170 nt. En este sentido, la presencia de una densidad ribosomal residual
de este tipo ha sido considerada como una evidencia empirica de eventos de LCP
(Dunn et al.l |2013; |Jungreis et al., [2016).
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Figura 2.2: Perfil de densidad ribosomal con evidencia de LCP en la isofor-
ma F del gen RpS15Aa (transcripto FBtr0300828). Este caso muestra una
extension posterior al codon de terminacion anotado (TAG), ubicado en la
posicion 393 (nt) respecto del codén de inicio (panel A). Dicha extension
posee una densidad ribosomal de alrededor de 10 lecturas, y alcanza al se-
gundo coddn de parada (TAA) ubicado a 189 nt posteriores al codén anotado
(panel B).

La Fig. 2.3] muestra el perfil ribosomico de la isoforma A del gen Arf102F
(transcripto FBtr0089192), en el cromosoma 4. Este transcripto codifica una pro-
teina de unién a GTP implicada en el trafico de proteinas, y que puede modular
la gemacion y la eliminacién de la capa de vesiculas dentro del aparato de Gol-
gi (UniProt, P40945). Este perfil presenta evidencia de multiples eventos de LCP
asociados a diferentes codones de parada, indicados con las barras verticales rojas.
Este tipo de eventos multiples ya habian sido reportados en Dunn et al. (2013). Sin
embargo, los eventos de LCP ilustrados en las Fig. y Fig. son dos ejemplos
que no habian sido reportados anteriormente, al igual que otros que expondremos
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en esta tesis.
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Figura 2.3: Perfil de densidad ribosomal con evidencia de miltiples eventos
de LCP en la isoforma A del gen Arf102F (transcripto FBtr0089192). Se
observa presencia de huellas ribosomales en la regién posterior al codén de
terminacion anotado (TAA) en la posicién 543 nt (panel A). La ampliacion
del extremo 3’ UTR (panel B) refleja una extension de la lectura hasta un
quinto codén de parada.

Para nuestro analisis exhaustivo, seleccionamos todos aquellos transcriptos con
RPKM mayor o igual a 2, una métrica de normalizacién de lecturas por kilobase por
millon de lecturas secuenciadas (del inglés: Reads Per Kilobase Million), estimada
como se detalla en el capitulo 4. De esta manera, obtuvimos la densidad ribosomal
de 6739 transcriptos correspondientes a un total de 4842 genes expresados durante
el estadio temprano de embriones de D. melanogaster. En este conjunto de 6739
transcriptos realizamos una inspeccién visual, asistida por computadora, de los per-
files ribosomales que exhiben una densidad ribosomal mas alla del codon de parada
anotado. En este andlisis inicial, nos focalizamos en detectar la mayor cantidad de
transcriptos cuyos perfiles tengan las caracteristicas propias de aquellos con eventos
de LCP. Asi, seleccionamos los transcriptos cuyos perfiles ribosomales satisfacen los
siguientes criterios:

= presentar una densidad ribosomal mayor a 2 huellas ribosémicas sobre el 90 %
de la extension (se entiende por extension a la region que va desde el codon
de parada anotado hasta el segundo codén de parada);

= el tamano de la regiéon con densidad ribosomal indicada debe ser mayor a 30
nucleétidos, contando desde la posiciéon del codén de parada anotado.

Después de seleccionar todos los transcriptos con posible LCP, cada uno de los
perfiles de densidad ribosomal fue inspeccionado visualmente para descartar arte-
factos y elegir la isoforma mas adecuada. En este sentido, excluimos de analisis
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posteriores aquellos transcriptos cuya densidad ribosomal en la extension no fuese
contigua a la region codificante, y aquellos casos donde la extension se superpone
con regiones codificantes conocidas asociadas a otros transcriptos. En efecto, en
estos casos el anélisis de los perfiles ribosomales por si solo, no es suficiente para
distinguir si la densidad ribosomal observada se trata de la traduccién de una ex-
tension por LCP, o corresponde a la traduccion canoénica de una region que se
solapa con la posible extension. A continuaciéon sefialamos un ejemplo de un caso
que fue previamente identificado como un evento de LCP (Jungreis et al., 2011}
Dunn et al.l |2013), pero que sin embargo parece representar sélo un artefacto de la
metodologia. En la Fig. 2.4 mostramos el perfil de densidad ribosomal asociado a la
isoforma C del gen RanBPM (transcripto FBtr0088262), en el brazo R del cromoso-
ma 2. Este transcripto esta asociado a una proteina de 598 aminoacidos de longitud
(involucrada en la regulacion y organizaciéon de las células madre de la linea ger-
minal del ovario), a la cual tanto Jungreis como Dunn le asociaron una extension
de 167 aminoacidos posterior al codén de terminacién anotado. Sin embargo, como
mostramos en el panel inferior de la Fig. 2.4] la supuesta extension es consistente
con la traduccion candnica de una o ambas isoformas F y G del mismo gen, que
tienen su codon de parada anotado 501 nt més adelante. Casos como estos fueron
identificados por inspeccién visual y descartados de nuestro conjunto de anélisis.

Asi, a partir de este procedimiento, se identificaron 1303 transcriptos que pre-

sentaban una extension con lecturas de densidad ribosomal compatibles con los
criterios impuestos. Algunos de estos eventos de LCP seleccionados en el presente
trabajo, han sido reportados previamente. En este sentido, Jungreis et al. reportaron
283 candidatos, mientras que Dunn et al. reportaron un total de 350 transcriptos
con LCP, estudiando huellas ribosémicas provenientes tanto de embriones (los mis-
mos datos analizados aqui) como de la linea celular S2 (Dunn et al.,|2013)); aunque
43 de estos ya habian sido reportados por |Jungreis et al.| (2011).
Por otro lado, en FlyBase se encuentran anotados 486 transcriptos, pertenecientes a
118 genes con categoria de LCP (version FB2020 04, publicado el 18 de Agosto de
2020. http://flybase.org/stop-codon-readthrough /hitlist). De los transcriptos con
LCP anotados en FlyBase, 11 de ellos coinciden con los reportados en nuestra lista
de candidatos, siendo los siguientes: FBtr0330000 (gen CG5742), FBtr0330114 (gen
CG2126), FBtr0330167 (gen Ets97D), FBtr0330236 (gen CG30389), FBtr0330248
(gen hrg), FBtr0330292 (gen yem), FBtr0330369 (gen CG13601), FBtr0330370 (gen
CG13604), FBtr0330372 (gen cnc), FBtr0330382 (gen Spps), FBtr0330383 (gen
Tnks).

Entre los 6739 transcriptos analizados en esta tesis, 199 transcriptos pertenecen
a los eventos de LCP previamente reportados por [Jungreis et al.| (2011); Dunn et
al. (2013). Solo 7 de estos 199 transcriptos fueron identificados por ambos au-
tores, especificamente son: FBtr0079019 (gen CG4230); FBtr0089288 (gen Dyrk2);
FBtr0076398 (gen wsg); FBtr0083264 (gen gish); FBtr0085475 (gen Gnpnat); FB-
tr0113277 (gen CG13604) y FBtr0088262 (gen RanBPM), siendo este ultimo caso
un falso positivo. Por otro lado, no todos estos eventos de LCP previamente re-
portados fueron identificados en el presente estudio. A partir del conjunto de 1303
transcriptos con evidencia de LCP identificados en esta tesis, observamos que 118
coinciden con los reportados por Dunn y sé6lo 7 con los senalados por Jungreis. Sélo
dos transcriptos fueron comunicados en todos los estudios, el FBtr0079019 (del gen
CG4230) y el FBtr0113277 (del gen CG13604). Asi, en resumen en este estudio es-
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Figura 2.4: Perfil de densidad ribosomal de la isoforma C del gen RanBPM
(transcripto FBtr0088262) mostrando un falso evento de LCP de 167 aminoa-
cidos. En el panel inferior se observa que la supuesta extensién corresponde
a la traduccion canénica de otras isoformas del mismo gen.

tamos reportando un conjunto de 1176 nuevos transcriptos candidatos a presentar
eventos LCP, que no fueron reportados en los estudios previos.

El diagrama de Venn en la Fig. 2.5 resume este analisis comparativo, mostrando
los puntos de convergencia y diferencias sobre la cantidad de posibles eventos de
LCP propuestos para evaluar en esta tesis. Cada circulo representa un conjunto
de eventos de LCP sugerido por los autores. Asi, el circulo amarillo representa los
1303 transcriptos seleccionados como candidatos en este estudio; mientras que los
circulos verde y rojo corresponden a aquellos transcriptos con LCP reportados por
Jungreis y Dunn, respectivamente, que estan incluidos en el presente conjunto de
anélisis. Como puede apreciarse en la imagen, los elementos comunes se ubican en
la interseccién de los circulos.

Asi, estamos reportando 1176 nuevos casos putativos de LCP, de los cuales se
muestran algunos ejemplos en la[2.] El hecho de que estamos reportando una can-
tidad de eventos mayor a los reportados en Dunn et al. usando los mismos datos de
Ribo-Seq, puede explicarse principalmente por dos razones: examinamos un mayor
numero de perfiles de densidad de ribosomas asociados a transcriptos, y usamos
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Figura 2.5: Diagrama de Venn que compara la cantidad de eventos de LCP
reportados por tres diferentes estudios, en transcriptos de embriones tempra-
nos de D. melanogaster. En esta tesis se pre-seleccionaron 1303 transcriptos
candidatos a presentar eventos de LCP (conjunto amarillo), los cuales fueron
contrastados con los reportados por Jungreis (conjunto verde) y por Dunn
(conjunto rojo). Se observa que el conjunto de eventos LCP aqui propuesto
comparte 118 casos con el conjunto de Dunn y 7 casos con el conjunto de
Jungreis; pero sélo coincide con ambos en dos transcriptos. Exceptuando
estas coincidencias, el conjunto seleccionado contiene 1176 transcriptos con
posibles eventos de LCP, que no han sido reportados. Por su parte, los even-
tos de LCP reportados por Jungreis y Dunn son 24 y 175, respectivamente;
pero sélo coinciden en 7.

diferentes métodos de alineaciéon de huellas ribosomales (véase las secciones 4.3, 4.4
y 4.5 en el capitulo 4). Aun asi, es probable que no todos los casos seleccionados
en este estudio correspondan a eventos de LCP. A propésito de ello, méas adelante
se introducen anélisis que permiten determinar eventos mas fidedignos, como son:
la sintenia, que compara la conservacién de conexiones genéticas entre diferentes
organismos; y la validaciéon de traducciéon en las extensiones predichas mediante
espectrometria de masas. A continuacion, mostraremos algunos ejemplos de nuevos
eventos de LCP asociados con estos anélisis.

2.3. Nuevos eventos de LCP derivados de perfiles
ribosomales

Dado que por razones de espacio no podemos mostrar todos los nuevos tran-
scriptos con eventos de LCP identificados en nuestro estudio de perfiles ribosomales,
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Cromo- ID del Nombre Codon de Posicion Long. Densi-
soma transcripto del gen parada de LCP  (aa) dad
4F* FBtr0089192 Arf102F TAA 181 20%* 11.39
4 FBtr0300555 PMCA TAA 1256 55 15.81
Xk FBtr0300828 RpS15Aa TAG 131 64 8.58
X FBtr0305149 Imp TAA 632 100 5.23
X FBtr0074005 Topl TAA 975 &4 5.94
X FBtr0070597 HIP-R TAA 378 6* 4.39
X FBtr0070141 Sec22 TAA 212 48 4.46
X FBtr0073763 Jafracl TAA 195 90* 15.86
X FBtr0071066 unc-119 TAG 266 81* 13.82
2L** FBtr0339562 CG31673 TGA 326 49 11.59
20 ** FBtr0100268 Chrac-14 TGA 129 29 18.29
20%* FBtr0079297 CG11070 TGA 994 52 2.56
20%* FBtr0078997 CG3792 TAA 253 29 6.77
2L FBtr0081263 Hakai TAA 303 44* 5.98
2L FBtr0273293 RpS21 TGA 82 30* 141.02
2R** FBtr0072343 Nurf-38 TGA 339 25 10.77
2R FBtr0072120 RabX1 TAA 262 92 4.

2R FBtr0303464 CNBP TAG 166 10 39.97
2R FBtr0071935 RpS24 TAA 132 48 10.86
2R FBtr0086502 TBCB TGA 245 47 4.69
3L** FBtr0076462 ghi TAA 82 a7 14.16
3L** FBtr0072583 CG13887 TAA 229 TT* 2.93
3L** FBtr0346541 Hsp27 TAA 214 86* 157.97
3L** FBtr0076667 Idh TGA 417 40* 34.56
3L** FBtr0074916 Su(z)12 TAA 856 24 6.41
3L FBtr0075394 mbfl TGA 146 108* 5.02
3L FBtr0075412 fax TAA 419 94* 3.86
3R** FBtr0310464 Kmn2 TAG 94 28* 18.67
3R FBtr0083005 VhaPPA1l-1 TAG 213 75 3.51
3R FBtr0084739 1lili TGA 528 67 4.87

Tabla 2.1: En esta tabla se muestran 30 ejemplos de los 1176 transcriptos
mencionados como candidatos de LCP. En cada caso se informa el cromo-
soma al que pertenece, el codigo de identificacion (ID) del transcripto, el
nombre del gen de origen, el tipo de codén de parada y su posicién (nt).
Ademas, se indica el tamafio de la extensidon encontrada segun su longitud
en aminodcidos (aa), y la densidad ribosomal alli detectada. Se indican con
doble asterisco (**) en la primera columna aquellos casos que se ilustran en
esta tesis. Aquellos casos con multiples eventos de LCP se indican con un
asterisco (*) en la sexta columna.
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en esta seccién vamos a mencionar a manera de ejemplo algunos de ellos. Sin em-
bargo, todos los eventos de LCP identificados participan del anélisis de la secuencia
contexto en el proximo capitulo. En la Tabla[2.1]se listan 30 de los transcriptos que
presentan eventos de LCP, determinados en esta tesis. Los casos que ilustramos a
continuacion estan indicados con doble asterisco (**) en la primera columna de la
tabla.

En la Fig. se muestra el perfil de densidad ribosomal de la isoforma D del
gen Kmn2 (transcripto FBtr0310464), en el cromosoma 3R. Este gen codifica un
componente esencial del complejo Ndc80 del cinetocoro Mis12-Ndc80. En el tran-
scripto FBtr0310464 se observa doble evento de LCP, que no se encuentra reportado
en FlyBase. Posee un codén de terminaciéon TAG anotado en la posicion 282 nt.
También presenta un segundo y un tercer codén de parada (ambos TGA) ubicados
en las posiciones 336 nt y 426 nt, respectivamente; a una distancia de 54 nt y 144 nt
del primer codén de parada. Las lecturas observadas entre ellos corresponden a una
primera extension de 17 aminoacidos (DSSDRSLVLFSQYLCST), situada entre el
primer y segundo codén de parada; y una segunda extensiéon de 11 aminoacidos mas
(YVCCRHSIEGD) entre el segundo y tercer codon de parada. En este caso, la ex-
tensién total hasta el tercer codén de parada tiene una longitud de 30 aminoécidos
y una cobertura de alrededor de 20 lecturas de huellas ribosomales.
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Figura 2.6: Perfil ribosomal de una isoforma del gen Kmn2 (transcripto FB-
tr0310464), con doble evento de LCP. Los eventos de LCP ocurren en las
posiciones 282 nt y 336 nt, correspondientes al primer y segundo codén de
parada (TAG y TGA). La extension total del péptido traducido es DSS-

DRSLVLFSQYLCST*YVCCRHSIEGD, posee una longitud de 30 aminoéa-
cidos y estd ampliamente conservado en la familia Drosophilidae.

La Fig. muestra el perfil ribosomal de la isoforma A del gen ghiberti (ghi)
en el cromosoma 3L (transcripto FBtr0076462); que presenta tres eventos de LCP
descubiertos en nuestro andlisis, pero no figura en la lista de transcriptos con LCP
de FlyBase. El gen ghi codifica una proteina homologa a la subunidad regulado-
ra pequena de la serina palmitoiltransferasa en mamiferos. Las mutaciones en ghi
afectan los primeros pasos de la biosintesis de esfingolipidos y alteran la citocinesis
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meio6tica de los machos. El transcripto FBtr0076462 tiene su codén de terminacién
TAA anotado en la posicién 246 nt. Sin embargo, la traduccion parece extender-
se atravesando el segundo y tercer codon de parada (TGA, 132 nt y TAA, 177
nt después); e inclusive méas alla del cuarto (TAG). La primera extension posee
un tamafio de 43 aminoacidos (NTDQTMPRPIVCTVLRSNIQNSRVSVPRRDAL-
SNPHAFIHRNQ), con un ntmero sustancial de huellas ribosomales alrededor del
segundo codén de parada. Otro aspecto interesante a tener en cuenta, es el que se
aprecia claramente en la ampliacién de la regién 3 UTR en el perfil de densidad
ribosomal de la Fig. Alli se observa que los picos de densidad ribosomal en los
codones de parada de la extensiéon son semejantes a los picos de densidad en los
codones de parada anotados. Precisamente, esto constituye un rasgo caracteristico
de la terminacién de la traduccion (Ingolia et al., 2011), y como se mencion6 ante-
riormente, una evidencia empirica de eventos de LCP (Dunn et al., [2013} |Jungreis
et al., |2016]).

También se realizé un anélisis de sintenia con otras especies de Drosophila. En
este sentido, se buscaron secuencias peptidicas similares a la extension, utilizando
tBLASTN y la base de datos de NCBI de nucledtidos no redundantes traducidos.
Para este anélisis usamos como secuencia de consulta sélo la primera extension,
es decir, la correspondiente a la regién entre en el codén de parada anotado y
el segundo codén de parada en el mismo marco de lectura, dando la secuencia
NTDQTMPRPIVCTVLRSNIQNSRVSVPRRDALSNPHAFIHRNQ. Encontramos
que la secuencia extendida en cuestion estd conservada con bastante similitud en
otras cinco especies del género Drosophila spp., como se muestra en el alineamiento
multiple de la Fig. Este mismo argumento de conservacion de la extension es la
base del criterio utilizado previamente por Jungreis et al. para establecer numerosos
casos de LCP (Jungreis et al.| [2011]).

La Fig. muestra otro ejemplo de un evento simple de LCP identificado en
nuestro andlisis, que también fue identificado por Dunn, pero no esta reportado en
FlyBase. El perfil ribosomal corresponde a la isoforma C del gen CG13887 en el
cromosoma 3L (transcripto FBtr0072583). Este gen codifica una proteina asociada
al receptor B 29/31, con dominio transmembrana, involucrada en procesos de trans-
porte intracelular de proteinas del reticulo endoplasmatico al Golgi. El transcripto
FBtr0072583 presenta un evento de LCP en el codén de terminaciéon anotado en la
posicion 687 nt (TAA). Se observa que las huellas ribosomales sobrepasan el segun-
do codon de parada (TAA), ubicado a una distancia de 93 nt respecto del codon de
terminacién anotado, dando una extension 30 aminoacidos, THWSQVQHLNND-
KTYKHGGGAAKAGTFKRL. Tras realizar la busqueda de alineamientos de esta
extension usando tBLASTN, y un alineamiento multiple con las secuencia encon-
tradas, observamos que esta extensiéon se encuentra conservada en otras cuatro
especies del género Drosophila spp., como se muestra en el alineamiento multiple
de la Fig. 2.8

El perfil ribosomal de la Fig. 2.9 muestra un evento doble de LCP identificado
en nuestro anélisis y no reportado en FlyBase, correspondiente a la isoforma A del
gen Nurf-38 (transcripto FBtr0072343) en el brazo R del cromosoma 2. Este gen
codifica una pirofosfatasa de 38 kD, que cataliza el deslizamiento de nucleosomas
dependiente de ATP y facilita la transcripcién de cromatina. Aqui se observa una
extension corta de cinco aminoacidos (DVLLG) entre el codén de parada anotado
en la posicion 1017 nt (TGA), y el segundo codon de parada en la posiciéon 1035 nt
(TGA), ubicado solo 18 nt después. Alli ocurre un segundo evento de LCP con ev-
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Figura 2.7: Perfil de densidad ribosomal de la isoforma A del gen ghiber-
t1 (transcripto FBtr0076462), con triple evento de LCP. Se observan nu-
merosas huellas ribosomales alrededor del segundo codén de parada (TGA,
posicion 378 nt). La extension de la proteina entre el codén de parada
anotado y el siguiente, NTDQTMPRPIVCTVLRSNIQNSRVSVPRRDAL-
SNPHAFIHRNQ), presenta similitud significativa con las extensiones corres-
pondientes a otras cinco especies del mismo género.

idente cantidad de huellas ribosomales, dando lugar a una extensiéon de 20 aminoa-
cidos (FHHKIHDLSVVQSNRKCLHL) que alcanza a un tercer codén de parada
(TGA), ubicado en la posicion 1116 nt (81 nt después del segundo). La busqueda
de extensiones similares en otros miembros de la familia con tBLASTN demuestra
que esta extension esta conservada en cuatro especies del género Drosophila, como
se muestra en el alineamiento multiple de la Fig.

Finalmente, la Fig. 2.10 muestra el perfil de densidad ribosomal de otro even-
to de LCP identificado en nuestro estudio. Se trata del transcripto FBtr0079297,
perteneciente al gen CG11070 en el cromosoma 2L. Este gen codifica el factor de
conjugacion de ubiquitina E4-A. Se observa presencia de lecturas con densidad ri-
bosomal posteriores al codon de parada anotado (TGA), ubicado en la posicion
2982 nt. Aqui se produce una extension de 16 aminoécidos de longitud (GSSEP-
AAAGSVAQPKS), que abarca 51 nt en la region 3’ UTR, hasta interrumpirse en
un segundo codén de parada (TAG), ubicado en la posicién 3033 nt. Utilizando
tBLASTN buscamos secuencias similares a esta extension en la base de datos de
transcriptos no redundantes de NCBI, traducidos a proteinas. En el panel inferior
de la Fig. 2.10] se muestra el alineamiento miltiple correspondiente a los fragmentos
de esta ubiquitina. Este analisis revela que la extensiéon peptidica tiene homologia
con las extensiones correspondientes de las especies D. simulans, D. sechellia, D.
mauritiana y D. yakuba. Sin embargo, en D. erecta el gen homoélogo GG10427 pre-
senta una Lisina (K) en vez del codon de parada. Esto sugiere que la extension en
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Figura 2.8: Perfil de densidad ribosomal de la isoforma C del gen CG15887
(transcripto FBtr0072583), con un evento simple de LCP. La extension de 30
aminoécidos presenta un elevado grado de conservacién con las extensiones
correspondientes a otras 4 especies del mismo género.
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las especies mencionadas tiene una funcién biolégica, ya que esta incorporada a la
region codificante del gen GG10427 de D. erecta.

La Fig. 211 muestra otros dos claros ejemplos de nuevos eventos simples de
LCP identificados en nuestro estudio, pero que no fueron reportados en los anélisis
previos realizados por Jungreis et al| (2011) y Dunn et al| (2013), y que tam-
poco se encuentran anotados en FlyBase. En el panel superior se muestra el perfil
ribosomal asociado al transcripto FBtr0339562 (gen CG31673), con un evento sim-
ple de LCP, que no fue reportado en estudios previos. Este transcripto posee una
primera extension de 46 aminoacidos de longitud (EHAKFEWKKLYLYPTRIGK-
SILKNDIKHINVELVNRNYNGLIFFLV), que se extiende entre el codon de termi-
nacion anotado y el segundo: TGA y TAA, respectivamente. En el panel inferior se
muestra una extension en la traduccion del transcripto FBtr0100268 (gen Chrac-
14), en el cromosoma 2L. Este gen codifica a la subunidad 3 de la ADN polimerasa
épsilon, perteneciente al complejo proteinico 14kD de accesibilidad de cromatina
en D. melanogaster. En este caso el grafico muestra un evento de LCP a partir
del primer codén de terminacion (TAA), anotado en la posicion 387. Podemos ver
que la densidad ribosomal claramente sobrepasa el segundo codén de parada TAG
ubicado 87 nt después del anterior.
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Figura 2.9: Perfil de densidad ribosomal de la isoforma A del gen Nurf-38
(transcripto FBtr0072343), perteneciente al cromosoma 2R. En este perfil
se muestra un evento doble de LCP, donde la regién extendida en este caso
abarca hasta el tercer codén de parada. En primera instancia, se observa un
tramo corto de la extension (DVLLG) entre el codon de terminacion anotado
(TGA) en la posicion 1017 nt, y el segundo codén de parada (TGA) ubicado
18 nt después. La extensién contintia durante otros 81 nt hasta detenerse en el
tercer codon de parada (TGA) en la posicion 1116 nt, incorporando otros 20
aminoacidos (FHHKIHDLSVVQSNRKCLHL). La extension completa iden-
tificada DVLLG*FHHKIHDLSVVQSNRKCLHL, presenta un elevado grado
de identidad con las extensiones de otros miembros del género Drosophila.

2.4. Confirmacién de eventos de LCP por espec-
trometria de masa

La protedémica basada en la espectrometria de masas (EM) se ha establecido
como una tecnologia indispensable para la identificaciéon de proteinas y la inter-
pretacion de la informacion codificada en los genomas. El anélisis sistemético de
secuencia primaria, modificaciones postraduccionales (PTM) o interacciones de gran
ntmero de proteinas es el objetivo de la protedmica. Basicamente, un experimento
tipico de proteémica consta de cinco etapas:

= Las proteinas a analizar se aislan de la muestra lisada mediante fraccionamien-
to bioquimico o seleccién por afinidad.

= Las proteinas se degradan enzimaticamente a péptidos, generalmente usando
tripsina. Esto proporciona una ventaja, dado que la EM de proteinas enteras
es menos sensible que la MS peptidica.
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Figura 2.10: Perfil de densidad ribosomal del transcripto FBtr0079297 (gen
CG11070), con un evento de LCP en el cual encontramos una extension
valida, GSSEPAAAGSVAQPKS, no anotada en FlyBase hasta el momento.
Se remarca que la secuencia homoéloga correspondiente a D. erecta presenta
una lisina en vez del codén de parada.
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= Los péptidos se separan en capilares mediante cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), y son vaporizados en pequeas gotas altamente car-
gadas.

= Los péptidos cargados ingresan al espectrometro de masas, donde se produce
una fragmentacién que toma el espectro de masas. La consecuencia mas im-
portante del proceso de fragmentacion es que genera un espectro de masas
caracteristico y reproducible como una “huella digital” que sirve para identi-
ficar los péptidos. Los espectros de masas generalmente se registran en forma
de un grafico de barras, donde la altura determina la intensidad i6nica.

= Los espectros se almacenan para compararlos con bases de datos de secuencias
de proteinas, mediante programas especificos. El resultado es la identificacion
de los péptidos presentes en la base de datos de secuencias con los espectros
de masas obtenidos para una muestra dada.

En esta tesis se utilizaron espectros obtenidos en experimentos de identificacion
de proteinas a gran escala y almacenados en bases de datos publicas, en particular
el repositorio de Peptide Atlas (http://www.peptideatlas.org/repository/). En este
sentido, se utilizaron datos proteémicos correspondientes a los espectros de masa
de D. melanogaster, obtenidos mediante el uso de un espectrémetro de masas con
plataforma de trampa de iones LTQ Orbitrap (Brunner et al.l 2007). Los espectros
aqui utilizados corresponden a embriones de 0-2 hs, es decir, el mismo tiempo de
desarrollo estudiado por el perfil ribosémico en la seccién previa. Los cédigos de
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Figura 2.11: El panel superior muestra el perfil ribosomal del transcripto
FBtr0339562 (gen CG31673), con un evento simple de LCP no reporta-
do en FlyBase. La extension identificada es EHAKFEWKKLYLYPTRIGK-
SILKNDIKHINVELVNRNYNGLIFFLV, entre el codén de terminacién an-
otado (TGA) y el segundo (TAA). El panel inferior muestra el perfil ribo-
somal del transcripto FBtr0100268 (gen Chrac-14), mostrando un evento
simple de LCP tampoco reportado en FlyBase. La extensién identificada
es LRIGETIRINYPLQSLRTKLVLSINKKH, comprendida entre el codon de
terminacion anotado TAA y el segundo codén de parada TAG, ubicado 87
nucleétidos después.

acceso en el repositorio de Peptide Atlas de los espectros de masas utilizados aqui
son PAe001369 y PAe001388.

A los fines de detectar proteinas de baja abundancia durante el desarrollo de
la mosca de la fruta, los extractos proteicos fueron procesados con diversos pro-
tocolos detallados en Brunner et al. Por ejemplo, péptidos ricos en cisteina fueron
etiquetados mediante el agregado de isotopos mediante la técnica ICAT (del inglés
Isotope-coded affinity tag) (Brunner et al.| [2007). Asi, para la identificacion de es-
tos espectros es necesario considerar este agregado de isétopos, ademéas de ciertas
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ID del Pos. codén  Pos. inicio ID del espectro

transcripto de parada  del frag.

FBtr0078997 253 256 JKO050812 06.5937.5937
FBtr0076667 417 417 050701 SG_ S08.3293.3293
FBtr0084324 2250 2248 050701 SG_S16.4403.4403
FBtr0074916 856 868 SG 20050509 10.9092.9092

Tabla 2.2: En esta tabla se muestran los principales datos de algunos frag-
mentos espectrales identificados por Peptide-Shaker, que coinciden con las
extensiones derivadas de LCP en los transcriptos seleccionados. Esta lista
discrimina informacién pertinente como el ID del transcripto del cual deriva
el espectro analizado, y su posicién de terminacion; la posicién de inicio del
fragmento espectral y la secuencia peptidica en cuestiéon; y los valores de
score asignados por los motores de busqueda que los identificaron.

modificaciones postraduccionales (PTM). En este sentido, las muestras PAe001369
y PAe001388 cuentan con dos PTM: la oxidacion de la metionina (de 16 Da, con-
siderada como PTM variable); y la carbamidometilacién de cisteina (de 57 Da,
considerada como PTM fija). La diferencia de masa considerada para péptidos
marcados (o etiquetados) isotopicamente con reactivos ICAT es de 9 Da (Rutschow
et al., 2008; Rosenthal y Harveyl |2010; [Hsueh-Fen y Hsuan-Chengj, |2012).

Miés alla de las extensiones encontradas mediante el analisis de perfiles riboso-
males, nuestro interés se enfocé en buscar evidencia adicional de la existencia de
extensiones producto de eventos de LCP. Por este motivo, se utilizdé nuestra lista
de transcriptos con sus extensiones traducidas a proteinas, como base de datos de
secuencias contra la cual se contrastaron los espectros. Para la identificacion de los
espectros se utilizaron los motores de bisqueda existentes en el software SearchGui
(http://searchgui.googlecode.com) (Vaudel et al.,[2011]), con los siguientes paramet-
ros de busqueda: A) valor esperado de corte (E-value): 0,1; B) precursor de carga:
1-4; C) tolerancia de masa del fragmento: 0,02 Da; D) precursor de la tolerancia de
masa por i6n: 0,5 ppm (valores: 0,1/0,5/1,0 ppm).

Los resultados de asociar los espectros de masas existentes con nuestra lista
de proteinas que incluye las extensiones, fueron analizados posteriormente con el
software Peptide-Shaker (Vaudel et all [2015). Este programa hace un anélisis de
significancia tomando en cuenta una lista de péptidos con aminoéacidos al azar. Los
espectros resultantes mas confidentes, aquellos con péptidos que contienen parte de
la extension proteica, fueron seleccionados y se presentan en la Tabla [2.2]

De esta forma, se identificaron tres espectros de masa de alta confidencia, aso-
ciados con fragmentos de las secuencias extendidas, posteriores a los codones de
parada anotados. Estos resultados representan evidencia experimental acerca de
las extensiones encontradas por el método de los perfiles ribosomales, mostrado
en la seccién anterior. Este nimero de péptidos identificados es pequefio frente a
los 1176 posibles nuevos eventos de LCP; sin embargo, esto se debe a la pequena
concentraciéon relativa en la muestras de las proteinas con extensiones, respecto de
la cantidad de la proteina anotada.
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Figura 2.12: El panel superior de esta figura muestra el perfil de densidad
ribosémica del transcripto FBtr0076667, una isoforma del gen Idh. Se ob-
serva un evento de LCP en el codén de terminacién anotado (TGA) en
la posicion 1249 nt, con una primera extension de 13 aminoécidos (LS-
GTQSEQQASHL). Esta extension continia a través de un segundo evento de
LCP en el segundo codon de terminacion (TAG) ubicado 42 nt posteriores
al codon anotado, generando una extension total de 40 aminoédcidos (LS-
GTQSEQQASHLKTTQRCLVLVTIFTIFPFVFVDVHVLG), que alcanza a
un tercer codon de terminacion (TAA) ubicado 126 nt después del anterior.
En el panel inferior se muestra el espectro de masa que identifica la primera
extension. La intensidad de cada ion se muestra en relacion con el fragmento
de la secuencia peptidica, ubicada en la margen superior izquierda.

En la Fig. se muestra el perfil de densidad ribosomal correspondiente a
la isoforma A del gen Idh (transcripto FBtr0076667), ubicado en el brazo L del
cromosoma 3. Este gen codifica la enzima isocitrato deshidrogenasa (Idh) de 416
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aminoéacidos, que cataliza la descarboxilacion oxidativa del isocitrato. El perfil ri-
bosomal asociado presenta un evento doble de LCP. El primero de éstos ocurre en
el codon de terminacion anotado en la posicion 1249 nt (TGA); y otro ocurre en el
segundo codon de terminacion (TAG), ubicado 42 nt posteriores al codén anotado.
Se observa que las huellas ribosomales alcanzan el segundo codén de terminacion
(TAG), dando hasta alli una primera extension de 13 aminoacidos, LSGTQSE-
QQASHL. Asi mismo, las huellas ribosomales contintan hasta alcanzar un tercer
codon de terminacion (TAA) ubicado 126 nt después del anterior, generando una
extension total de 40 aminoacidos (LSGTQSEQQASHLKTTQRCLVLVTIFTIF-
PFVFVDVHVLG). En el panel inferior de la Fig. se muestra el espectro de
masa que identifica el péptido de 13 aminoacidos, LSGTQSEQQASHL. El ID del
espectro identificado es 050701 _SG_508.3293.3293, y se encuentra en la muestra
PAe001369 del repositorio Peptide Atlas. Esta coincidencia fue identificada con er-
ror m,/z nulo por dos motores de buisqueda diferentes: el OMSSA y el MS-GF, con
valores de expectacion 4,98x107% y 6,80x 1072, respectivamente.

En el panel inferior de la Fig. 2:12] los picos azules representan los iones “b”
de carga positiva, mientras que los picos rojos representan los iones “y” de carga
negativa. Los picos observados en un espectro de fragmentos reflejan la abundancia
de iones de fragmentos producidos en la celda de colision de un espectrémetro de
masas. La secuencia del péptido estd determinada por la diferencia de masa entre
estos picos. La secuencia de fragmentaciéon correspondiente al espectro analizado se
indica en la parte superior del espectro.

Otro ejemplo de validaciéon por espectrometria de masas es el caso de una iso-
forma del gen CG3792, ubicado en el brazo L del cromosoma 2. La funcién molec-
ular de este gen es poco precisa, pero esta involucrado en el proceso biolégico de
sintesis de oligosacaridos y la glicosilacién de proteinas. El transcripto asociado,
FBtr0078997, presenta un perfil de densidad ribosomal con un evento de LCP en
el codén de terminacion anotado (TAA), separado por 759 nt del codén de inicio
(TGA). Si bien la densidad ribosomal es apreciable solo en una fraccion de la ex-
tensiéon, de unos 50 nt, excede los 18 nt después del codén de parada que cubren
los ribosomas ubicados en TAA. Este evento de LCP da lugar a la extension de
17 aminoacidos AVRIEVTKVETDIHREIL En la busqueda de espectros de masa
coincidentes con esta secuencia, encontramos dos espectros altamente confidentes,
de los cuales sélo es mostrado en la Fig. el espectro con ID: JK050812 -
06.5937.5937, de la muestra PAe001369. El panel inferior de la Fig. 2.13] muestra la
secuencia de fragmentacion correspondiente al péptido identificado de 14 aminoéci-
dos, IEVTKVETDIHREI. Esta coincidencia fue identificada con error m/z de 0,02
por dos motores de busqueda diferentes: el OMSSA y el MS-Amanda, con valores
de expectacion 8,3x107° y 6,2x1073, respectivamente. Ambos espectros son casi
idénticos, variando tnicamente en la presencia de una carga i6nica negativa en el
aminoécido valina del fragmento que se muestra; mientras que en el segundo caso,
esa valina no posee carga.

Finalmente, el tercer ejemplo de validaciéon por espectrometria de masas es
el caso de la isoforma A del gen Su(z)12 (CG8013-RA), ubicado en el brazo L
del cromosoma 3. Este gen es un miembro del grupo de genes Polycomb con pro-
ductos implicados en el silenciamiento transcripcional. El gen Su(z)12 codifica una
subunidad del complejo represivo Polycomb 2 (PRC2), donde se requiere para la ac-
tividad de la histona metiltransferasa que produce la trimetilacion de la histona H3
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Figura 2.13: El panel superior de esta figura muestra el perfil de densi-
dad ribosémica del transcripto FBtr0078997, una isoforma del gen CG3792.
Se observa un Unico evento de LCP en el codon de terminacion anotado
en la posicion 759 nt (TAA), generando una extensién de 17 aminoéci-
dos (AVRIEVTKVETDIHREI) que finaliza en el segundo codén de parada
(TGA), 54 nt después del primero. En el panel inferior se muestra el espectro
de masas que identifica esta extension. La intensidad de cada ién se muestra
en relacion con el fragmento de la secuencia peptidica, ubicada en la margen
superior izquierda.

en la lisina 27 (H3-K27m3). El transcripto asociado, FBtr0074916, presenta un per-
fil de densidad ribosomal con un evento de LCP en el codén de terminacién anotado
(TGA), ubicado en la posicion 2568 nt respecto del codén de inicio. La densidad
ribosomal se extiende méas alla del primer codén de parada, alcanzando al segundo
codoén de parada (TGA) en el mismo marco de lectura, tal como se muestra en el
panel superior de la Fig. El péptido correspondiente a esta extensién posee una
longitud de 98 aminoécidos (ISNNTVLNKRQRYSDGSPGTGIGNGHGGGSGSG-



48 CAPITULO 2. Identificacion de eventos de lectura de codones de parada

ANRNKSNNHSLPATSNNASSSSSNSKRATARRRSTSERTKASGSTGGGAGGV-
RTRLSVPAKYERR). El panel inferior de la Fig. [2.14 muestra el espectro altamente
confidente que coincide con esta secuencia, de ID: SG_2005050-9 10.9092.9092,
perteneciente a la muestra PAe001388. También se indica la secuencia de frag-
mentacion del péptido identificado, de 24 aminoacidos: YSDGSPGTGIGNGHGGGS-
GSGANR. Esta coincidencia fue identificada con una confidencia de 99 % y con error
m/z 0,35 por el motor de btisqueda OMSSA, con valor de expectacién 2,17 x107°.
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Figura 2.14: El panel superior muestra el perfil de densidad ribosomal del
transcripto FBtr0074916, una isoforma del gen Su(z)12. Se observa un even-
to de LCP en el codon de terminacion anotado en la posicion 2568 (TGA),
generando una extension de 98 aminodcidos. En el panel inferior se muestra el
espectro de masas que identifica el fragmento YSDGSPGTGIGNGHGGGS-
GSGANR. La intensidad de cada ién se muestra en relacién con el fragmento
de la secuencia peptidica, ubicada en la margen superior izquierda.
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2.5. Analisis de enriquecimiento por ontologia géni-
ca

Una vez identificados los transcriptos con eventos de LCP, se procedi6 a asociar
las proteinas con su funcién por ontologia. Las ontologias pueden definirse como una
representacién formal de los tipos, propiedades y relaciones entre las entidades en
un dominio especifico del conocimiento. Las ontologias son creadas para organizar
la informacion y limitar la complejidad. En el dominio de la biologia existen diversas
ontologias para organizar el conocimiento acerca de genes, proteinas, dominios. En
el caso de genes existen tres categorias ontologicas que estén establecidas y reguladas
por una organizacion llamada Gene Ontology (GO) (http://www.geneontology.org)
(Ashburner et al., |2000; [The Gene Ontology Consortium, 2017)). Las categorias GO
estan compuestas por: proceso bioldgico (vias y procesos compuestos por las ac-
tividades de multiples productos génicos); funcién molecular (acciéon desarrollada a
nivel molecular por el producto de un gen); y componente celular (las ubicaciones
relativas a las estructuras celulares en las que un producto de un gen desarrolla
una funcion). Asi, los genes de los diversos organismos pueden estar o no asocia-
dos a algunos de los términos existentes en cada una de estas tres categorias. Los
términos GO se usan comtinmente para la anotaciéon gen/producto genético. Dado
un conjunto de genes, es posible determinar cuéles términos GO, relativos a cada
una de las categorias, estan enriquecidos en esa lista. De esta manera, el anélisis de
enriquecimiento (ANEN) de los términos GO permite inferir la naturaleza biologi-
ca de un conjunto de genes de entrada, comparéndolo con el universo de todos los
genes anotados.

En esta seccion, se utilizo el ANEN con el objetivo de determinar si los genes que
presentan LCP estan asociados a algin proceso bioldgico particular, o si desarrollan
alguna funcién. Dado que el codén de terminacién podria indicar una senal adicional
al propio fin de la traduccién, el ANEN fue hecho en forma independiente para cada
uno de los codones de parada asociados a eventos de LCP programado. Para ello, se
listaron los transcriptos con LCP con fuerte senal de densidad ribosomal en la exten-
sion, excluyendo asi los eventos de LCP que podrian ocurrir muy ocasionalmente, en
tres grupos segin el codon de parada anotado (TAA, TAG o TGA). Cada grupo fue
evaluado segun el software FlyEnrichr (amp.pharm.mssm.edu/FlyEnrichr) (Chen
et al., 2013; [Kuleshov et al., |2016), introduciendo como entrada tinicamente los
nombres de los genes asociados a los transcriptos agrupados segun el tipo de codén
de terminacion TAA, TAG y TGA (127, 114 y 93 genes respectivamente). La salida
de FlyEnrichr consiste en tablas de términos GO, asociadas a cada categoria, con
su codigo GO, p-valor, p-valor ajustado y el z-score. La Fig. muestra un re-
sumen de las principales anotaciones GO para las categorias de procesos bioldgicos,
componentes celulares y funciones moleculares representadas en los conjuntos de
genes estudiados.

En la Fig. 215} A se representa la categoria de procesos biologicos para los tres
codones de parada. En el conjunto de genes con codon de terminacion TAA (bar-
ras rojas) se observa que las anotaciones GO mas sobresalientes corresponden a
genes vinculados a la traduccién citoplasmatica (G0:0002181) y la traduccion en
general (G0O:0006412). Estos procesos poseen un p-valor ajustado de 3,84x10~1'°
y 1,26x10712, respectivamente. Con una representacién mucho menor, se observan
otros dos procesos relativos también a la traduccién: como el alargamiento traduc-
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Figura 2.15: Resumen de términos GO de segin las categorias de procesos
biologicos (A), componentes celulares (B) y funciones moleculares (C) para
los genes analizados. Estos genes representan los conjuntos de transcriptos
con presencia de LCP, separados en funcién del codén de terminacion: TAA
(barras rojas), TGA (barras azules) y TAG (barras verdes). La altura de
cada barra representa el valor de tomar —log;y del p-valor ajustado de cada
término GO.

cional (GO:0006414, p-valor ajustado: 4,78x1072) y la regulacién positiva de la
biosintesis de macromoléculas (GO:0010557, p-valor ajustado: 4,64x10~2). En fun-
cién de esta observacion se puede concluir que los transcriptos que terminan en TAA
y que presentan LCP estan asociados con el proceso biolégico de traduccién. Por
otro lado, en el caso de los genes con codén de terminacion TGA (barras azules), no
observamos procesos que estén sobrerrepresentados en forma significativa, es decir
con p-valor ajustado menor a 5,0x10~2. En cuanto al conjunto de genes con codén
de terminacion TAG (barras verdes), el unico proceso biolégico sobrerrepresentado
significativamente es el de traducciéon (GO:0006412, p-valor ajustado: 3,04x1073)
en forma similar al caso de codén de terminaciéon TAA.
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En la Fig. 2.I5]B se representa la categoria de componentes celulares. En el
conjunto de genes con codén de terminacion TAA (barras rojas) se observa que las
dos anotaciones GO mas preponderantes corresponden a componentes vinculados
a ribosomas eucarioticos 80S ubicados en el citoplasma (G0:0022626, p-valor ajus-
tado: 2,07x10717). Este componente esta relacionado con el proceso de traduccion.
En relacion al conjunto de genes con codoén de terminacion TGA (barras azules),
la anotacion GO mas prominente concierne al nticleo (G0:0005634, p-valor ajus-
tado: 7,41x107%), probablemente vinculados al complejo de transcripciéon. En lo
referente al conjunto de genes con codén de terminacion TAG (barras verdes), los
componentes celulares con mayor cantidad de anotaciones GO corresponden a ribo-
somas (G0:0005840 y G0:0022626), otra vez coincidentes con aquellos terminados
en TAA, aunque en menor abundancia en el grupo TAG.

Por tltimo, la Fig. 2.I5}C representa las anotaciones GO para la categoria de
funcion molecular. El conjunto de genes con codén de terminacion TAA (barras
rojas) muestra que hay una leve preponderancia de cinco funciones moleculares,
que comparten el mismo p-valor ajustado (4,66x1072). Tres de los cuales estarian
relacionados con el proceso de traduccion: la actividad de ligasa de aminoacil-ARNt
(G0:0004812); la unién no covalente de ADN monocatenario (G0O:0003697); y el
vinculante de la region 3’ UTR del ARNm (G0:0003730). En lo referente al con-
junto de genes con codén de terminacion TGA (barras azules), el unico término
GO en la categoria de funcién molecular es el vinculado al enlace no covalente
de dominio BTB/POZ (G0:0031208), con p-valor ajustado 2,71x1072. Se trata
de un dominio estructural de interaccién proteina-proteina que se encuentra en
muchos factores de transcripcién. En segundo lugar, y con igual p-valor ajustado
(3,49x1072), las anotaciones GO mas sobresalientes corresponden a la uniéon no
covalente de cadena ligera de un complejo de miosina (GO:0032027), y la actividad
quinasa de nucledsido monofosfato (G0:0019201). Un tercer grupo de tres anota-
ciones funcionales destacadas y con igual p-valor ajustado (3,74x1072) incluye a:
1) la unién de proteinas de la familia Rho-GTPasas (G0:0017048) implicadas en la
sefializacion; 2) la union de proteasoma (GO:0070628), un gran complejo proteico
de multiples subunidades que cataliza la degradacion de proteinas; y 3) la actividad
fosfotransferasa en la catalisis de la transferencia de un grupo que contiene fésforo
(en un compuesto donante) a un grupo fosfato como aceptor (GO:0016776). Por
ultimo, el conjunto de genes con codén de terminacion TAG (barras verdes) no re-
fleja funciones moleculares sobrerrepresentadas. Los términos GO en este conjunto
comparten el mismo p-valor ajustado (1,82x107!), el cual no resulta significativo
para este analisis. En conclusion, en este caso no observamos funciones moleculares
que estén sobrerrepresentados en forma significativa en ninguno de los tres codones
de parada.

A partir de los resultados obtenidos del anélisis de ANEN para las tres cate-
gorias ontolégicas asociadas a cada tipo de codén de terminacién, se observa que
los principales términos GO de genes que presentan LCP vinculados al codén TAA
(conjunto rojo) corresponden al proceso biolégico traduccional, mientras que este
aspecto no estuvo ampliamente representado en los codones TGA y TAG.

Para visualizar mejor esta diferencia, se utilizaron los resultados obtenidos con
el software FlyEnrichr relativos a la categoria GO de procesos bioldgicos, solo de
los genes asociados con codones de terminacion TAA y TGA en la plataforma
REVIGO (revigo.irb.hr/) (Supek et al., |2011). Esta plataforma toma las listas de
términos GO y elimina los términos redundantes. Los términos GO restantes se
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pueden visualizar en diagramas de dispersiéon basados en similitudes seménticas.
En la Fig. [2.16] podemos observar el diagrama de dispersion obtenido con REVIGO
para los términos GO vinculados a procesos biologicos asociados a los transcrip-
tos con LCP y con codén de parada TAA (Fig. 2.16LA, discos rojos), y aquellos
con codon de parada TGA (Fig. B, discos azules). Cada circulo representa un
cluster de términos GO, después de la reducciéon de redundancia, ubicado en un
espacio bidimensional de similitudes seménticas de los términos GO (Supek et al.,
2011)). El tamafio de cada disco indica la frecuencia del término GO en la base de
datos GO. Observando los diagramas de dispersion en la Fig. podemos ver
que los principales clusteres asociados a los codones de parada TAA y TGA ocupan
lugares diferentes en el espacio seméntico, lo que indica que los procesos biologi-
cos de los transcriptos con LCP identificados en este estudio dependen fuertemente
del codon de parada. Los clusteres més destacados tienen asociado el nimero GO
y se listan en Fig. 2.I6}C, donde el color identifica el tipo de codén de parada.
Asi, el proceso mas evidenciado en el conjunto TAA es el metabolismo de pro-
teinas celulares (G0O:0044267, frecuencia: 18,54 %). En segundo término se ubica
la biosintesis de macromoléculas celulares (GO:0034645, frecuencia: 16,24 %); y en
tercer lugar, el desarrollo del tejido nervioso (GO:0007399, frecuencia: 14,72 %).
En cuanto a la traduccion citoplasmatica en el conjunto TAA, el término corres-
pondiente (GO:0002181) posee una frecuencia de 9,84 %. Este cluster comprende
29 genes codificantes de proteinas ribosomales. Por su parte, el conjunto TGA
no refleja términos GO vinculados al proceso traduccional. El proceso biologico
mas frecuente es la regulacion del metabolismo proteico (GO:0051246, frecuencia:
5,97 %). El segundo término de mayor frecuencia corresponde al transporte media-
do por vesiculas unidas a membranas aceptoras (G0:0016192, frecuencia: 5,66 %).
En tercer lugar, se encuentra el procesamiento de ARN (G0:0006396, frecuencia:
4,91 %), involucrado en la conversion de uno o més transcritos de ARN primarios
en moléculas de ARN maduras.

En sintesis, el andlisis de enriquecimiento de los términos GO permite conocer si
un rol biologico dado esta sobrerrepresentado en un grupo de genes. Asi, mediante
el anélisis de ANEN aplicado al conjunto de transcriptos seleccionados con LCP, se
obtuvo informacién sobre las categorias ontologicas asociadas a cada grupo de genes,
segun el tipo de codén de terminacién traduccional. Se observé que las anotaciones
GO mas frecuentes en la categoria de procesos bioldgicos se vinculan por un lado
a la traduccion, principalmente en el conjunto de genes con codén TAA, y en
menor medida en el de codon TAG. En sintonia con esta observacion los principales
términos GO en la categoria de componentes celulares corresponden a ribosomas en
el caso del conjunto TAA, asi como a ribosomas y polisomas en el conjunto TAG;
mientras que para el conjunto TGA predominan el niicleo y complejos de factores
de transcripcién. Por otro lado, no se observaron similitudes significativas entre los
grupos de genes evaluados, por lo que se puede inferir que los productos derivados
de transcriptos con LCP estén asociados a diferentes tipos de procesos bioldgicos
dependiendo del tipo de codén de parada que se recodifica.

2.6. Conclusiones

La evaluacién de las extensiones mediante perfiles ribosomales permiti6é carac-
terizar 1176 transcriptos con una significativa densidad de ribosomas, atribuible a
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Figura 2.16: Diagrama de dispersiéon adaptado del resultado de REVIGO, que
visualiza en forma de claster los principales procesos biologicos asociados a
los genes con LCP encuadrados en un espacio semantico (X,Y). Los términos
GO estan agrupados segun el tipo de coddén de parada anotado: TAA en
rojo (panel A) y TGA en azul (panel B). El tamano de cada cluster es
directamente proporcional a la frecuencia del término GO relacionado. El
panel C lista los ntmeros GO de los clasteres mas frecuentes para cada
conjunto.

probables eventos de LCP. Esta cantidad representa un 17,45 % del conjunto de
ARNm analizados (6739) en embriones tempranos de D. melanogaster; habiéndose
identificado muchos mas eventos de LCP que los predichos en andlisis previos
lgreis et al.,|2011; Dunn et al., |2013). En este trabajo hemos evidenciado incluso la
existencia de nuevos eventos de LCP tanto simples, como dobles y triples.
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Se observo que los picos de densidad ribosomal en los codones de parada de
la extensiéon son semejantes a los picos de densidad en los codones de parada an-
otados, lo que indica una menor velocidad de lectura por parte de los ribosomas,
tipicamente mas concentrados en el inicio y la terminacion de la traduccion (Ingolia
et al 2011). La densidad ribosomal observada en las extensiones demuestra que si
bien son traducidos, lo hacen con baja frecuencia en comparacion a los traducidos
canonicamente, dando lugar a la baja abundancia de las proteinas extendidas. Asi,
la sintesis de proteinas extendidas contribuiria a ampliar la diversidad del proteoma,
ya que las isoformas de proteinas que albergan diferentes extensiones o truncamien-
tos C-terminales pueden cumplir funciones diferentes respecto de las conocidas para
las proteinas canoénicas.

Se ha demostrado que los estudios de conservacién sinténica, entre otros, con-
stituyen un filtro importante para la validacién de nuevos genes (Jungreis et al.|
2011); dado que la ocurrencia de sintenia garantiza que la similitud de secuencias
es debida a la homologia, y corrobora la conservacion en funcién de la funcional-
idad. En este sentido, la comparacién sinténica mostré que la secuencia proteica
extendida esta conservada con similitud significativa en otras especies del género
Drosophila, en concordancia con el criterio utilizado por Jungreis et al., (2011).
En el caso del transcripto FBtr0079297 (gen CG11070), ademés de la homologia
observada entre varias especies, se observa que en el gen homologo GG10427 en D.
erecta la extension peptidica estd incorporada a la region codificante, el cual difiere
en la presencia de una lisina (K) como se observa en la Fig. Por lo tanto,
debido a su conservacién a nivel de secuencia, pensamos que el rol funcional de
estas extensiones también esta conservado en esta familia de moscas, lo que sugiere
que se encuentran involucradas en procesos fisiolégicos.

Por otro lado, la espectrometria de masas proporciona evidencia experimental
acerca de la identidad de los productos proteicos. Con el fin de confirmar los eventos
de LCP observados por el método de perfiles ribosomales, los espectros de embri-
ones de Drosophila aqui utilizados (Brunner et al.,|2007)) fueron contrastados con las
extensiones traducidas a proteinas de los transcriptos con LCP, mediante los soft-
wares SearchGuiy Peptide-Shaker. Se identificaron tres espectros de alta confiden-
cia asociados a fragmentos peptidicos (LSGTQSEQQASHL, IEVITKVETDIHREI,
YSDGSPGTGIGNGHG-GGSGSGANR) que coinciden con las extensiones de los
transcriptos FBtr0076667 (gen de la enzima isocitrato deshidrogenasa, Idh), FB-
tr0078997 (gen CG 3792, involucrado en la sintesis de oligosacaridos) y FBtr0074916
(gen Su(z)12, implicado en la actividad metiltransferasa de histonas), respectiva-
mente. Si bien estos tres péptidos identificados son muy pocos frente a los 1176
posibles nuevos eventos de LCP, la diferencia en la cantidad se debe a la pequena
concentraciéon relativa en las muestras de proteinas con extensiones, respecto a la
cantidad de proteina anotada. Estos resultados representan una evidencia extra de
las extensiones encontradas en los perfiles ribosomales, ya que sefialan la expresion
de péptidos traducidos a partir de eventos de LCP.



Capitulo 3

Analisis de la secuencia
contexto en eventos de LCP

3.1. Factores determinantes en la lectura del codén
de parada

En el capitulo previo se analiz6 la presencia de eventos de LCP en transcriptos
de ARNm de embriones de D. melanogaster que presentan una extension C-terminal
de su secuencia codificante. Para ello se utilizaron datos transcriptomicos (Ribo-
Seq) (Ingolia et al.l |2009)), logrando identificar 1176 nuevos casos putativos de LCP.
Las numerosas evidencias de expresion de péptidos derivados de LCP indican que
este fenomeno ocurre comtunmente en los genomas (Jungreis et al., 2011; Firth y
Brierley|, |2012; Dunn et al., {2013} Loughran et al.l|2014). Sin embargo, la supresién o
no reconocimiento del codén de terminacién traduccional podria constituir un error
de decodificacion, generando diferentes isoformas de proteinas y contribuyendo a
la inexactitud del proteoma celular (Bidou et al., |2010; [Li y Zhang), |2019; [Palma
y Lejeune, 2021). La supresion de codones se produce de forma natural con baja
frecuencia: 10x10~* en células de mamiferos (Manuvakhova et al., [2000) o0 0,3 % en
levaduras (Namy et al.| |2001); aunque esta eficiencia puede estar influenciada por
diversas variables.

La maquinaria de decodificacién traduccional de los codones de ARNm esta
también regulada por el sesgo de uso de codones (Quax et al.l |2015; |Diambra y
Diambra LA 2017; [Hanson y Coller, [2018)), asi como por los ARNt y sus diversas
modificaciones (Cantara et al. [2011; |Chan et al., 2012)). Se ha establecido que las
modificaciones postranscripcionales de los ARNt favorecen la interacciéon codon-
anticodon en el ribosoma, mientras que su ausencia puede ocasionar menor fidelidad
y un mayor reconocimiento de codones por ARNt cognatos (Grosjean y Westhof]
2016; Blanchet et al., 2018).

Por otro lado, si bien el complejo de terminacién de la traduccién posee mayor
estabilidad energética en el reconocimiento del codén de terminacién, en determi-
nadas condiciones o con una tasa muy baja, los ARNt cognatos pueden competir por
esa posicion reconociendo dos de las tres bases del codén, dando lugar a un evento
de LCP (Rajon y Masel, |2011}; [Floquet et al., [2012). Por ejemplo, se sabe que en
células humanas los codones TAG y TAA comparten los mismos ARNt cognatos,

95
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diferentes de los del codon TGA. Asi, durante la LCP se incorporan aminoécidos
especificos en cada caso (glutamina-tirosina-lisina y arginina-cisteina-triptofano, re-

spectivamente) (Roy et al.|[2015]). También se ha reportado la incorporacion de otros

aminoacidos durante la LCP, en base a una mutacién sin sentido y su contexto de
nucleé6tidos . En este sentido, se cree que ciertas modificaciones en
el entorno nucleotidico alrededor del codon de parada pueden influir en el proceso
de terminacion de la traduccion (Meyer et all [2012; [Li et al., [2014)); pero atn no se
comprende el mecanismo exacto de la recodificaciéon de los codones de parada por
los ARNt cognatos, y cémo esto afecta la funcionalidad de la proteina sintetizada.

En suma, segin la presencia de elementos reguladores o moléculas promotoras
de los mismos, se reconocen tres tipos diferentes de LCP. El primer tipo son los
eventos de LCP no programados, que ocurren a niveles basales en ausencia de
dichos factores, tanto en codones de parada fisiolégicos como en codones de parada
prematuros (CPP), y podrian considerarse un error de traduccion (Rajon y Masel,
2011; Floquet et al, 2012). En cambio, la presencia de elementos reguladores en
algunos ARNm especificos vuelve admisible la LCP programada, diferenciandose asi
el segundo tipo. Por ultimo, el tercer tipo de LCP es el inducido por moléculas como
aminoglucoésidos, que promueven la lectura de CPP favoreciendo el reclutamiento
de ARNt cognatos. Los CPP son mas sensibles a la LCP que los codones de parada
normales, ya que surgen por mutaciéon en un entorno de nucleétidos seleccionado
para promover la traduccion, y no su terminacion (Dabrowski et al., 2018; |Cridge,
et all [2018} |Palma y Lejeune, |2021).

Si bien los niveles basales de LCP varian segun la identidad del codén de parada
(siendo mayor en TGA y menor en TAA), este mecanismo puede ser influenciado
por los elementos que acttian en cis o trans en el contexto de nucleétidos cercano
al codon de parada (Howard et al., [2000; Manuvakhova et al., 2000; Bidou et al.,
12004; Floquet et all 20125 Baranov et al., 2015). Se ha demostrado que algunos
nucleétidos inmediatamente posteriores al codén de parada modulan la eficiencia de
la LCP programada, segun el enriquecimiento de bases A/T y G/C, respectivamente
(Wangen y Green| 2020). Otros estudios indican que determinadas secuencias de
consenso tanto cadena arriba como abajo del codén de parada pueden promover la
LCP (Beier, 2001; Namy et al., 2001; Harrell, 2002; Xue et al.,[2014). Por ejemplo, la
secuencia de nucledtidos entre las posiciones -6 a +9 influye en la tasa de LCP, que
es activada particularmente por las posiciones -1 y +4; mientras que la secuencia
consenso T-stop-C induce LCP eficiente (Floquet et al) [2012). Por otra parte,
algunos elementos ¢rans, por ejemplo, tanto la ribonucleoproteina A2/B1 como el
miARN Let7a interactian con nucle6tidos ubicados unos 10 pb cadena abajo del
codon de parada para inducir la LCP programada del ARNm de los genes VEGFA
y Agol, respectivamente (Eswarappa et al., 2014} Singh et al., 2019).

Aunque la caracterizacion de los eventos LCP requiere muchas veces de estu-
dios moleculares que permitan dilucidar su mecanismo de accién, existen también
esfuerzos por enfoques complementarios de biologia de sistemas para investigar las
condiciones en las que se produce este fenémeno de recodificacion del codén de
parada para expresar dominios C-terminales de proteinas de baja abundancia. En
este sentido se puede mencionar los modelos de regresiéon in silico (Schueren et al.|
12014; |Loughran et al.,|2014} Stiebler et al., 2014), que permiten no solo la prediccion
de eventos de LCP sino también la influencia de las secuencia contexto al codén de
terminacion. Se basa en la regresion lineal entre los valores de lectura experimental
y sus respectivas secuencias representadas en un espacio vectorial multidimension-
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al. Los coeficientes de regresion resultantes describen la influencia ejercida sobre
la LCP por todos los nucledtidos en todas las posiciones del contexto al coddén
de terminacién (Schueren et al., 2014). Este modelo fue aplicado en 57 genes hu-
manos candidatos a presentar eventos de LCP, seis de los cuales fueron probados
experimentalmente (Schueren et al. 2014 Loughran et al., [2014} |Stiebler et al.,
2014]).

En este sentido, el objetivo es identificar los elementos cis que inducen la LCP y
determinan la expresiéon de un compuesto extendido. Para eso indagamos la relacién
entre la frecuencia con que el ribosoma suprime el codén de parada, o tasa de fuga
ribosomal y los nucleétidos lindantes al codén de parada, con dos herramientas. En
primer lugar, un anélisis estadistico de las frecuencias de uso de nucledtidos en la
secuencia contexto. Posteriormente, nos propusimos desarrollar un modelo predic-
tivo para explicar la influencia de nucleétidos observada en secuencias contexto de
diferente tamano, y la tasa de fuga ribosomal.

3.2. Estimacioén de la tasa de fuga

En esta seccién introducimos una herramienta para la estimacién de la tasa de
fuga ribosomal a partir de los perfiles ribosomales elaborados previamente. Para
eso, tendremos en cuenta la densidad ribosomal acumulada en la region de 30
nt alrededor del codén de parada, denotada por dcp, y la densidad ribosomal
acumulada en la region de 30 nt asociada a la extension C-terminal de.¢. Estas
regiones estan indicadas en celeste en el panel B de la Fig. La motivacién para
elegir la primera regién consiste en que los ribosomas protegen fragmentos de 28 a 30
nt de longitud y que el codén correspondiente al sitio-A del ribosoma se encuentra
en la posicién 14-16 (Fig. C). Por lo tanto, consideramos la regién que abarca los
14 nt precedentes al codon de parada y los 16-nt posteriores a él (Fig. B) como
referente de los ribosomas en la posicién del codén de parada. Para calcular ..,
consideramos la regién que abarca los nucledtidos 29 a 58 posteriores al codén de
parada. De esta manera, se reducen las posibilidades de contar huellas ribosomales
del final de la region codificante como parte de la extension. Definimos la tasa de
fuga ribosomal, denotada por la letra y, como el cociente de la densidad ribosomal
acumulada en la region de 30 nt asociada a la extension C-terminal .., y la
densidad ribosomal en la regiéon de codificacion dcop; tal como se resume en la
siguiente expresion:

_ demt (3.1)
dcp

La densidad ribosomal en la extension puede ser afectada por codones de parada
subsiguientes, dando lugar a una densidad mayor (se puede ver en Fig. B).
En estos casos es dificil asegurar que la densidad ribosomal observada se deba a
un mayor nimero de ribosomas “fugados”, o si es debido al hecho de que estos
tienen un transito mas lento en la zona a causa del segundo codén de parada.
Por este motivo, la estimacion de la tasa ribosomal por este método podria verse
afectada. Por eso, para el calculo de la tasa de fuga ribosomal adoptamos un criterio
adicional, seleccionando aquellos transcriptos donde la distancia entre el codén de
parada anotado y el préoximo codén de parada es igual o mayor a 30 nucledtidos,
aun cuando la extensiéon con densidad ribosomal sea mayor a los 30 nt. Ademas de
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Figura 3.1: Modelo de construccién de perfiles de densidad de ribosomas a
partir de la tasa de LCP asociada a cada codén de parada anotado. El panel A
representa un perfil de densidad ribosomal tipico, distinguiendo los extremos
5 y 3 UTR de la region codificante (CD) delimitada por los codones de
inicio ATG y de terminacién TGA, senalados por lineas verticales verdes. El
panel B muestra una ampliacién de la regiéon del codén de terminacién y la
extension C-terminal contigua a éste; indicando en color celeste la densidad
ribosomal acumulada durante 30 nt asociados a éstas regiones: dop y Jext-
El panel C esquematiza la ubicacion del sitio-A del ribosoma respecto del
codon de terminacion TGA.

esta restriccién metodolégica, impusimos un criterio mas estricto para seleccionar
un conjunto de transcriptos con eventos de LCP més fidedigno. En este sentido, del
conjunto de 1303 transcriptos identificados anteriormente, seleccionamos 1036 casos
donde la tasa de fuga ribosomal asociada (y) es mayor que 0.005. De este nuevo
conjunto, 241 transcriptos tienen TGA como codén de parada anotado, 453 tienen
TAA, mientras que 342 transcriptos estan asociados al codén TAG. En la proxima
seccion haremos un anélisis estadistico inicial acerca de los nucleétidos vecinos al
codon de parada y la tasa de fuga ribosomal asociada.

3.3. Frecuencia de LCP en los codones de parada

Entre los 6739 transcriptos examinados en esta tesis, el codon TGA esta pre-
sente en el 23 % de los casos, siendo el menos comtn de los tres. El codén TAA esta
presente en alrededor del 41 % de los transcriptos, siendo el méas comun de los tres,
mientras que el codén TAG esta presente en el 36 % de los casos. Si evaluamos la
frecuencia de los codones de parada en el conjunto de transcriptos con LCP, esta
resulta en 23, 44 y 33% para los codones TGA, TAA y TAG, respectivamente.
Es decir, la frecuencia de los codones de parada asociada a LCP es similar a la
frecuencia de uso de codones de parada en la totalidad de los transcriptos. Este
resultado parece estar en aparente contradicciéon con lo reportado por |Jungreis et
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al.| (2011)), donde se reporta que TGA tiene méas probabilidades de presentar LCP.
Sin embargo, un resultado similar se puede obtener imponiendo un criterio relativo
a la tasa de fuga més estricto, como veremos en adelante.

La Fig[3:2representa los histogramas de frecuencia para cada codon de parada,
en funcion de la tasa de fuga. Podemos ver que para tasas pequefias (< 20 x 1072)
la mayoria de los eventos se distribuyen de manera casi uniforme, mientras que
para tasas de fuga maés altas existe un sesgo al codéon TGA. Si los eventos de LCP
programada estan asociados a altas tasas de fuga ribosomal, el resultado de la
Fig. estaria en concordancia con Jungreis et al. (2011), quien sostiene que la
LCP programada utiliza mayormente el codéon TGA. También, en forma similar
a estudios previos, se analiz6 la posible incidencia del nucleétido ubicado en las
posiciones adyacentes tanto anterior como posterior al codén de parada.
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Figura 3.2: Estimacion de la tasa de LCP mediante histogramas de frecuen-
cia de la tasa de fuga (10~3) para cada codén de parada TGA, TAA y TAG,
representados por los segmentos en colores amarillo, azul y verde, respecti-
vamente.

A proposito de ello, se evalud la incidencia sobre la tasa de LCP para el nucle6ti-
do adyacente al codon de parada, comparando el efecto segin el tipo de nucledtido
presente (A, T, C y G) y su ubicacién anterior o posterior al codén de parada.
Asi, los paneles de la izquierda en la Fig. [3.3] representan los histogramas para los
12 cuartetos “N” -codén de parada en funcién de la tasa de fuga, mientras que
los paneles de la derecha muestran los histogramas para los 12 cuartetos codén
de parada- “N”. Para el caso del codon TGA (paneles superiores), observamos que
existe una preferencia de nucleétidos C y G tanto en la posicién precedente co-
mo en la que sucede al codéon TGA. Esto coincide con el hecho de que TGA-C es
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uno de los contextos de 4-nt utilizados con menor frecuencia en transcriptos con
terminacion eficiente (Jungreis et all [2011). También observamos que la fraccion
de eventos de LCP con mayor tasa de fuga es mayor en el caso del codon TGA
que para los otros dos codones de parada. En cuanto al codon TAA (paneles in-
termedios), observamos que no hay una preferencia marcada de nucledtidos en la
posicién precedente al codén de parada, observindose una leve inclinacién hacia
el nucledtido C, seguida por los nucleétidos G y T en proporciones similares. En
cambio, se observa una mayor incidencia de los nucledtidos G y A en la posicion
+4 contigua al codon de parada. Por su parte, el codén TAG (paneles inferiores)
refleja una marcada preferencia del nucleotido C ubicado como antecesor, similar al
caso de TGA; mientras que el nucledtido sucesor mas representado es G. En base a
estas diferencias observadas en las frecuencias de uso de nucleétidos en el contexto
4-nt del codén de parada, nuestros resultados no concuerdan con las frecuencias
relativas sugeridas por Jungreis et al.| (2011)), en las que los nt posteriores al codon
de parada con més fugas serian C>T>G>A, y por tanto, TGA-C podria ser un
contexto de codén de parada permeable a LCP. Mas bien, el presente andlisis indica
una mayor preferencia de la base C cadena arriba del codon de parada, seguida de
las bases G/T (paneles izquierdos); mientras que cadena abajo al codén de parada,
la base en mayor proporcion es G, seguida de A.

3.4. Analisis de la secuencia de contexto al codén
de parada en LCP

El anélisis de la secuencia de contexto mostrado en la seccién previa tiene
razones casi histéricas, en el sentido que hasta ahora el contexto de 4-nt es el
dnico tipo de estudio de contexto que aparece en la literatura, y la seccién previa
tiene como principal sentido la comparacién con resultados anteriores. Este tipo de
estudio, no considera por ejemplo si el bies observado es propio de los transcriptos
con LCP o no, dado que no hay una comparacién con las frecuencias observadas en
transcriptos sin LCP. Ademaés, no se puede descartar la hipdtesis de que nucleotidos
distales al codon de parada jueguen un papel importante en los eventos de LCP.
En este sentido, sélo el trabajo realizado por |Schueren et al.| (2014)) considera en un
modelo predictivo de eventos de LCP, una regién de contexto de 15 nucleétidos.

En esta seccién iremos un paso méas adelante en el anélisis del contexto al codén
de parada. En este sentido, calculamos la frecuencia de uso de los nucledtidos en
una amplia regién de contexto del codén de parada en transcriptos que presentan
eventos de LCP, y las comparamos con las frecuencias correspondientes a las mis-
mas posiciones pero calculada sobre un gran conjunto de transcriptos sin eventos
de LCP. Este ultimo conjunto serd nuestro control. La comparacién entre las fre-
cuencias obtenidas sobre los distintos conjuntos se realiz6 a través de una medida
de divergencia conocida como divergencia de Kullback-Leibler:

Dir) = ey os (23 )

p;

Esta medida cuantifica las diferencias entre la frecuencia de uso de cada nucleétido
1 en la posicién 7, calculada en el conjunto de transcriptos con LCP, denotado por
p;i(r), y la frecuencia de uso correspondiente calculada sobre los transcriptos que no
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Figura 3.3: Histogramas de frecuencia de la tasa de fuga en funcién del
nucledtido adyacente anterior y posterior al codén de parada. Los paneles
superiores muestran histogramas asociados al codén de parada TGA, los
paneles medios muestran histogramas asociados al codén de parada TAA, y
los inferiores muestran histogramas asociados al codon de parada TAG. Los
nucleotidos adyacentes A, C, G y T estan identificados por colores amarillo,
verde, azul y rojo, respectivamente.

presentan LCP, denotados por p;(r)*. En este contexto, valores bajos de divergencia
denotan una frecuencia de uso similar en ambos grupos de transcriptos, mientras
que un valor alto indica un sesgo en el uso de nucleétidos vinculado a eventos de
LCP. Como regién de contexto consideramos una secuencia de 70 nucledtidos de
longitud, 49-nt antes del codén de parada y 18-nt después de él. Realizamos este
estudio para cada uno de los tres codones de parada por separado, asumiendo que
los mecanismos de LCP programada para cada uno de ellos podrian ser diferentes.
Para una mejor ponderacion del efecto de la tasa de fuga en el andlisis, dividimos
los transcriptos que presentan LCP en dos conjuntos:

= transcriptos con tasa de fuga superior a 3x10~* (denotados por TS1), y
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= transcriptos con tasa de fuga superior a 20 x 10~* (denotados por TS2).

A fin de identificar los elementos que inducen la LCP, se utilizaron los valores de
divergencia calculados para los nucleétidos en cada posicién dentro de la region de
contexto. Observamos que en algunas posiciones existe un aumento en la divergencia
cuando se calcula sobre una conjunto de transcriptos con mayor tasa de fuga. Este
aumento corresponde a una mayor sesgo en la frecuencia de uso de un nucleétido
en esa posicién. En este sentido, esperamos que las posiciones en que la divergencia
es alta sean més probables de ejercer influencia en la LCP.

En la Fig. podemos ver los valores de divergencia resultantes para cada
posicién del contexto de nucleétidos analizado. Los puntos azules corresponden a
los valores de divergencia calculados utilizando transcriptos pertenecientes a TSI,
mientras que los puntos amarillos corresponden a valores calculados utilizando tran-
scriptos TS2, asociados a elevada tasa de fuga ribosomal. En adelante, todas las
posiciones haran referencia a la posiciéon del codén de parada. En el caso del codén
TGA (panel superior de la Fig. , observamos que en la posicion +4 (adyacente a
TGA) existe una divergencia significativa. Esta se debe mayormente a la diferencia
en la frecuencia de uso de los nucledtidos C y T entre el grupo con alta tasa de
fuga (TS2) y su respectivo control. Estas frecuencias en los transcriptos asociados
a altas tasas de fuga son 23.65% y 19.35 %, respectivamente; cambiando a 15.34
y 26.52% en el grupo control. Podemos ver entonces que el uso del nucledtido C
aumenta un 35% en el grupo de transcriptos con alta tasa de fuga, estando en
acuerdo con los estudios previos (Jungreis et al., [2011). Este aumento es compen-
sado por una disminucion del uso del nucleétido T en este grupo. Sin embargo,
otras posiciones corriente abajo presentan altos valores de divergencia (por ejem-
plo 49, +10, +11, +19 y +20), inclusive algunas de ellas estdn asociadas a un
valor de divergencia mayor a la posicion proximal usualmente estudiada (+1). Por
ejemplo, la frecuencia de uso de los nucledtidos A y C en el grupo control en la
posicion +11 es 27.4 % y 23.8 %, respectivamente. Sin embargo, estos nucle6tidos
presentan una preferencia de uso muy diferente en el grupo TS2, los porcentajes
cambian a 14 % y 32.3 %, respectivamente. Es decir, un sesgo mayor al observado
en la posiciéon +1. Por otro lado, la posicién -1 presenta un valor de divergencia
despreciable. Sin embargo, la posicion -2 tiene una divergencia levemente mayor a
la posicién +1, alli la frecuencia de uso del nucleétido A se incrementa de 40.7 %
hasta 53.8 %. Existen, ademés, otras posiciones distales, como en -12, -21, -40 y
-47 con elevada divergencia. En particular, en la posicién con mayor divergencia
(-12) encontramos que la frecuencia de uso de los nucledtidos A, T y G, en el grupo
control, es de 30.9 %, 16.7 % y 30 %, respectivamente. La frecuencia de uso de estos
nucledtidos en TS2 cambia a 48.4%, 9.6 % y 20.4 %, respectivamente, mostrando
grandes diferencias por presencia u omisién de nucleétidos. También observamos
un grupo de posiciones contiguas (entre -18 y -12) donde los valores de divergencia
obtenidos de transcriptos pertenecientes a TS2 (puntos amarillos) son significati-
vamente mayores que los obtenidos de transcriptos pertenecientes a TS1 (puntos
azules); lo que sugiere alguna influencia en los eventos LCP de estas posiciones en
conjunto. Ademas, nuestro andlisis muestra que hay posiciones distantes, como -40
y -47, donde se observa un fuerte sesgo de uso en nucleotidos. En particular, en la
posicién -47, G y T presentan frecuencias de 29% y 16.1 %, respectivamente, en
TS2 y cambian a 19.3 % y 25.3 %, respectivamente, en el grupo control.
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Figura 3.4: Divergencia D(r) de la frecuencia de uso de nucledtidos en la
secuencia contexto a cada codén de parada. Los puntos azules y amarillos
corresponden a los valores de divergencia calculados para los conjuntos de
transcriptos asociados a tasas de fuga ribosomal moderadas (T'S1) y elevadas
(TS2), respectivamente. Los nucleotidos se representan el eje horizontal como
posiciones en la secuencia de contexto al codén de parada.

En el caso de transcriptos con codén de parada TAA (panel central de la
Fig. , la posicién -1 tiene valores de divergencia mucho mayores que los ob-
servados en el caso de transcriptos con TGA, con frecuencias de 41.7 % (nucleotido
C) y 13.4% (nucledtido A) para el més y el menos utilizados en TS2. En esa misma
posicion, pero en el grupo control respectivo, estas frecuencias de uso son 32.5%
y 19.8 %, respectivamente. Por otro lado, en el grupo de transcriptos T'S2 los nu-
cledtidos méas y menos utilizados en la posiciéon +4 fueron G y C, con frecuencias
de 41.7 % y 13.4 %, respectivamente. Estas frecuencias en el grupo control cambian
a 31.6% y 11.5%, respectivamente. A diferencia del codéon TGA, la frecuencia de
uso de la base C es relativamente baja en el contexto del codéon TAA. También
observamos un alto valor de divergencia en la posicién -4, que esté asociada a un
fuerte sesgo de uso en el nucledtido C, el cual presenta una frecuencia del 48 % en
los transcriptos asociados con una mayor tasa de fuga, contra 28 % observado en el
grupo control. Otra caracteristica interesante revelada por el analisis de divergencia
de los transcriptos con LCP, utilizando TAA como codon de parada, es que existe
un notable bies en el uso de nucledtidos en las posiciones -1, -4, -7, -10, -13, -16,
-19, -31, -40 y -49, que corresponden a la tercera base de los respectivos codones.
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Todas estas posiciones estan asociadas a un alto contenido de nucledtidos C y G.
De hecho, el contenido de GC en estas posiciones es: 69.3, 71.6, 70.0, 72.4, 72.4,
70.9, 70.1, 74.8, 66.1 y 78.7 %, respectivamente, muy por encima del 50 % esperado
en una hipotesis de uso uniforme de codones. Estos valores son consistentemente
mas altos que el contenido promedio de GC observado en esas posiciones (60.1 %),
computado entre los transcriptos del grupo control que terminan en el codén de
parada TAA. Este patron de uso diferencial de nucledtidos contrasta notablemente
con el patréon encontrado en el caso de TGA, lo que indicaria que los mecanismos
de LCP operando sobre transcriptos con codén TGA podrian no ser los mismos
que aquellos asociados a codones TAA. También es notable la preferencia de uso
de nucleétidos observada en la posicién -49, la posiciéon méas distal analizada aqui.
Alli, la frecuencia de uso del nucledtido G representa el 44.9 % de los transcriptos
en TS2, mientras que el nucleétido A representa solo el 6.3% en TS2.

En el caso de transcriptos con codon de parada TAG, observamos en general
valores de divergencia més bajos que en los casos anteriores, con algunas excep-
ciones en las posiciones -48, -29, -12, +8 y +20 (panel inferior de la Fig. .
Ambas posiciones inmediatamente adyacentes al codon TAG no presentan ningtn
sesgo importante de nucleétidos con respecto a su respectivo control. Los resultados
obtenidos por el anélisis de divergencia mostrado arriba sugieren que las posiciones
distales tendrian un papel en la LCP tan importante, o més, que los nucledtidos
adyacentes estudiados hasta el momento (Jungreis et al., [2011; [Dunn et al., [2013;
Dabrowski et al., [2015).

Ademas de correlacionar la composicion de nucleétidos con la tasa de LCP
en las posiciones de un contexto grande al codén de parada, también analizamos
si existe correlacién entre los nucledtidos en todos los pares de posiciones dentro
del contexto estudiado. Esto corresponde a 2211 pares de posiciones posibles. Para
ello, calculamos la divergencia de Kullback-Leibler considerando pares de posiciones
segtn la formula de [MacKay y Mac Kay| (2003)):

Do) = X gty ton (L),

(i.§)pairs pi(r)p;(s)

donde p; ;(r, s) es la frecuencia de los nucleétidos i y j en las posiciones r y s respec-
tivamente, mientras que p;(r) es la frecuencia del nucleotido 4 en la posicion r. Esta
medida cuantifica la correlacién estadistica de uso de nucleétidos en dos posiciones
diferentes. En otras palabras, la divergencia entre la probabilidad conjunta p;; de
nucleétidos i y j, y la probabilidad esperada asumiendo independencia estadistica,
es decir, p; x p;. Grandes valores de divergencia indican que los nucleétidos aparecen
de manera concertada en determinados pares de posiciones y no al azar, es decir,
que los patrones estarian asociados con valores elevados de divergencia. Se calculd
entonces la divergencia de los 2211 pares para los tres conjuntos de transcriptos
TS2 correspondientes a los tres codones de parada en forma independiente. En la
Fig. [3.5]se pueden ver los histogramas obtenidos con los valores de divergencia para
los tres codones de parada. En cada grafico estan indicados en color amarillo aque-
llos pares de posiciones en el cuantil 0.985 més alto. A simple vista se puede ver que
los valores de divergencia correspondientes a los codones de parada TAA y TAG no
superan 0.12, mientras que los correspondientes a TGA presentan varios pares que
superan el valor de 0.15.

Para analizar estos pares de posiciones también tuvimos en cuenta el sesgo de
las posiciones individuales observado en la Fig. es decir, nos concentramos en
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Figura 3.5: Histograma de Divergencia D(r) de nucledtidos en eventos de
LCP asociados a los codones de parada TAA, TAG y TGA. Los pares de
posiciones asociados a altos valores de divergencia se indican en color amar-
illo, sugiriendo que los nucleétidos correspondientes representan un patrén
de senalizacién para la ocurrencia de eventos de LCP.

aquellos pares que ademds de presentar una divergencia alta, las posiciones que
los conforman también presentan una elevada divergencia. El panel superior de
la Fig. muestra algunos pares de posiciones relevantes en el caso del codén de
parada TGA, que presentan dos nucleotidos de forma concertada incluso en posicién
distal, como los pares -40:-21, -38:-12, -43:-10, -16:-15 y -21:-10, para mencionar
los méas importantes. Por ejemplo, los pares C:G y G:G aparecen en el 32.2% de
los transcriptos en las posiciones -40:-21. Quizas, el caso més interesante son las
posiciones adyacentes -16:-15 dentro del grupo de posiciones -18 y -12 identificado en
el anélisis de divergencia previo. En este caso, la probabilidad de encontrar los pares
de nucledtidos C:A o G:G suma 1/3, cuando el valor esperado por casualidad es 1/8.
Otros pares de posiciones adyacentes que presentan nucledtidos de forma concertada
estan en la posicién 19:20, corriente abajo del codén de parada. En este lugar, la
aparicién de los nucledtidos C:A y G:C representa el 30,1 % de los casos, casi el doble
del valor esperado, suponiendo la independencia (17,3 %). En el caso del codon de
parada TAA, encontramos que los nucledtidos G:C estan representados en exceso en
las posiciones -21:-4, respectivamente, con una frecuencia del 22 %. No identificamos
la dependencia estadistica entre los nucleétidos en la tercera posiciéon en diferentes
codones, lo que indica en este caso, que el contenido de GC en la tercera posicion
del codén, y no un patrén especifico, estaria asociado a una alta tasa de LCP. Para
el caso del codén de parada TAG no observamos una correlacion significativa entre
pares de posiciones con elevado valor de divergencia. Por completitud, se puede
mencionar el par de posiciones -13:-12, el cual evidencia una preferencia por los
pares de nucledtidos G:G, C:T y G:C, que representa el 42.6 % de los casos. En las
posiciones -9:-8 la probabilidad de encontrar los pares de nucleétidos G:A y A:A
suma el 33 %; mientras que en las posiciones -5:-4, la probabilidad de encontrar los
pares de nucledtidos A:G y G:C suma un 29,5 %. Sin embargo, en estos casos sélo
la posicion -12 presenta un rol de interés.

3.4.1. Modelos predictivos

En el estudio de la seccion previa se determiné qué posiciones dentro del con-
texto del codén de parada presentan un sesgo entre los grupos de transcriptos con
altas tasas de LCP y aquellos otros que no la presentan. Estas posiciones tendrian
un rol importante en la determinaciéon de los eventos de LCP. En este sentido,
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sugerimos que una configuraciéon de ciertos nucleétidos en estas posiciones aumen-
ta las probabilidades con que un ribosoma dado interprete la senal de parada de
otra manera; es decir, aumentando su tasa de fuga. Una forma de corroborar el rol
de las posiciones determinadas es a través de modelos predictivos que, en base a
una secuencia contexto, nos determine con una cierta probabilidad la tasa de fuga
ribosomal asociada. Esta idea no es nueva en el drea de LCP. De hecho, reciente-
mente ha sido aplicada por Schueren et al.| (2014}, donde los autores proponen un
modelo predictivo de eventos de LCP considerando una regiéon de contexto de 15
nucledtidos (6 nt antes y 6 nt después del codon de parada). Sin embargo, en ese
trabajo no hay una cuantificacion de cuales nucledtidos/posiciones tienen un rol
importante. Tampoco se analiza la existencia de un patrén que oficie como sefial
para la ocurrencia de LCP. Estos autores consideran los nucledtidos en las 15 posi-
ciones como un todo, y utilizan un modelo de regresion lineal para predecir la tasa
de fuga. Para calcular los parametros del modelo utilizaron un conjunto de sélo 66
transcriptos con LCP, cuyas tasa de fuga asociada tienen valores conocidos (Flo-
quet et al. [2012)). Obviamente, con un conjunto de entrenamiento tan pequeno solo
se puede aspirar a modelos que consideren secuencias de contexto pequenas. Dado
que nuestro andlisis de huellas ribosomales nos permitié identificar y estimar las
respectivas tasas de fuga de mas de mil secuencias, es posible aspirar a modelos
més sofisticados con mayor poder predictivo, como los detallados en esta seccion.

En este sentido, elaboramos un modelo para cada codén de parada que ademés
toma en cuenta el contenido nucleotidico en posiciones individualmente relevantes.
El criterio de relevancia esta determinado por el nivel de divergencia calculado para
cada posicion. Asi, proponemos un modelo aditivo en el cual la tasa de fuga depende
del tipo de nucleétido en las posiciones relevantes. Este modelo para la tasa y se
puede escribir de la siguiente manera:

N
y=ao+» b (3.2)

Como consideramos un contexto de 70 nucledtidos de longitud, 49-nt antes del
codén de parada y 18-nt después de él, y dado que el codén de parada esta implic-
ito en cada modelo, se tiene N = 67 entradas. En el modelo aditivo descrito en la
Ec. B.2] las variables z; son numéricas. Sin embargo, los datos disponibles corres-
ponden a cuatro simbolos posibles, los nucledtidos A, C, T y G, en 67 posiciones.
Para poder implementar este modelo, debemos entonces representar los nucleétidos
en las posiciones individuales, seleccionadas mediante ntimeros por medio de una
codificacién. En nuestro caso, los cuatro nucleétidos pueden ser determinados por
solo dos valores de la siguiente manera: (A — {1,1},C — {-1,1}, T — {1,—-1} y
G — {—1,—1}). Con esta codificacién podemos transformar una secuencia contexto
en un vector binario de N elementos, segn se indica en la Fig. [3.6] Asi, a modo
de ejemplo, tomemos una secuencia de 5 nucledtidos ATGGT, podria recodificarse
por un vector de 10 componentes {1,1,1,—-1,—-1,—1,—1,—1,1, —1}. Cada compo-
nente de este vector tiene asociado en el modelo un parametro b;, representado por
el segundo término de la Ec. 3.2]. El primer término ag corresponde al intercepto
del modelo lineal. Los parametros del modelo seran determinados a partir de las
secuencias contexto asociadas a cada codén de parada en forma independiente; es
decir, tendremos un modelo para cada codén de parada. En consecuencia, si el mo-
delo incorpora los 67 nucleétidos de la secuencia contexto, entonces el nimero de
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parametros a determinar seria de 135. En general, un modelo con muchos paramet-
ros a determinar puede tener un poder predictivo deficiente si no contamos con un
conjunto de datos lo suficientemente grande. Por eso, es conveniente para el célculo
de los parametros tener un ntmero de secuencias contexto mucho mayor al ntmero
de pardmetros a determinar. Por esta razon, proponemos en el modelo incluir sélo a
las posiciones y los pares de posiciones seleccionadas. Nuestra hipotesis de trabajo
es que las posiciones que presentan un sesgo en el uso de nucle6tidos son las que
probablemente afectan al proceso de LCP. Para seleccionar las posiciones y pares
de posiciones, usamos las medidas de divergencia evaluadas en la seccién previa.
En este sentido, seleccionamos como entrada de nuestro modelo las posiciones con
divergencia mayor al percentil 66.6 %. Luego, la performance predictiva obtenida
de este modelo serd comparada con modelos que toman en cuenta los nucleétidos
en diferentes posiciones.

Con el fin de simplificar la notacién para el procedimiento de estimacion de
parametros, notamos que la Eq. [3:2] se puede reescribir como y = w - v, donde w
es un vector de N + 1 dimensiones que incluye todos los coeficientes a determinar
(es decir, w = (ag,b;)), y v es el vector binario definido previamente, al cual se
le agrega un 1 como primer elemento, asociado al coeficiente ag. Para estimar los
coeficientes del modelo w, disponemos de un conjunto de M secuencias contexto,
cuya informacion se codifica en los vectores binarios de la misma forma, dando lugar
a una matriz X, que corresponde a la informacion de entrada del modelo. Cada una
de estas secuencias tiene asociado su respectivo valor de tasa de fuga (y), estimada
por la Ec[31] a partir de los perfiles ribosémicos detallados en el capitulo previo.
Estas tasas de fuga se corresponden con la salida del modelo, es decir, la magnitud
que se pretende predecir. Los M pares de entrada-salida definen el conjunto de
entrenamiento, es decir, la informacion necesaria para el proceso de inferencia de
los valores de los parametros, y lo representamos por D = {X,y}. Donde X es una
matriz M x N extraida de las secuencias, en que los nucle6tidos estan codificados en
1y -1, como se muestra en la Fig. Las columnas de la matriz X, corresponden
a las posiciones utilizadas; mientras que las filas indican cada una de las secuencias
contexto. El vector y corresponde a los M valores de la tasa de fuga asociados a
las secuencias contexto.

Para la estimacion de los coeficientes del modelo, utilizamos la regresion de
minimos cuadrados basada en la descomposiciéon de valores singulares (SVD) de la
matriz X7 (T denota la transpuesta de la matrix), es decir, X7 = U -S- V7T donde
U es una matriz unitaria M x N de vectores propios izquierdos, S es una matriz
diagonal N x N que contiene los valores propios {s1,...,sny}, y V es una matriz
unitaria N x N vectores propios de la derecha. Por lo tanto, la solucién con la norma
Ly més pequena viene dada porw =y - U- diag(s{l) -VT, y w-v corresponde a la
tasa de fuga predicha por el modelo para un vector de caracteristicas de secuencia
V.

3.4.2. Evaluacién de los modelos predictivos

Como se menciond anteriormente, se construy6 en forma independiente un mo-
delo predictivo para cada uno de los codones de parada. Ademas, estudiamos para
cada uno de los respectivos codones diferentes modelos que tienen en cuenta difer-
entes tamanos de la secuencia contexto. En este sentido, en forma similar al trabajo
de [Schueren et al.| (2014]), se consideran modelos que incluyen la informacién de los
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Figura 3.6: En este diagrama ilustrativo se explica como las secuencias de
contexto se codifican numéricamente. Se seleccionan los nucledtidos en las
posiciones indicadas por *. Cada nucledtido es codificado por un par de 1
o -1. El procedimiento es realizado para todos las secuencias contexto y se
construye la matriz X.

nucledtidos en 12 posiciones contiguas al codén de parada, 6 delante y 6 después
de él, indicados por una llave negra. También incluimos modelos que consideran un
contexto mas amplio, e incluimos la informacién de los nucleétidos en 29 posiciones
contiguas al codén de parada (21 delante y 8 después), indicados por una llave roja.
Por otro lado, también consideramos modelos que solo incluyen las posiciones con
alto valor de divergencia, sin importar si son o no contiguas al codéon de referen-
cia. Estas posiciones son indicadas con flechas negras en el panel superior de las
Figs. y Para cada caso, se determinaron los pardmetros del modelo
por regresion lineal, usando SVD como se indicé previamente. Luego, se evalud
el poder predictivo del modelo usando un conjunto de secuencias de evaluacion
particular para cada codén de parada. Estas secuencias de evaluacién del modelo
incluyen transcriptos anotados en la base de datos FlyBase que presentan LCP, y
que no fueron utilizados para la determinacién de los pardmetros de los modelos.
Ademas, el conjunto de evaluacion de cada codén de parada incluye 50 secuencias
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que no presentan LCP para el mismo codén. Si bien el modelo predice la tasa de
fuga asociada con una secuencia contexto dada, la evaluacién de la performance
del mismo fue hecha a través del célculo de la fraccién de falsos positivos y falsos
negativos, y no por la diferencia entre la tasa de fuga experimental y la predicha
por el modelo. Es decir, falsos positivos son aquellas secuencias que no estan aso-
ciadas a LCP, aunque el modelo predice una tasa de fuga positiva. Por otro lado,
los falsos negativos corresponden a aquellas secuencias que presentan LCP (tasa
de fuga experimental mayor que 0), pero que el modelo predice una tasa de fuga
negativa. Por supuesto, el objetivo es obtener modelos que minimicen ambos tipos
de errores.

En la Fig. 3.7 se pueden observar las fracciones de falsos positivos y falsos neg-
ativos obtenidas para cuatro modelos diferentes desarrollados para el codén TGA,
que utilizan distintas posiciones en la secuencia de contexto. El primer par de bar-
ras corresponde al modelo que sélo toma en cuenta 6 posiciones contiguas a ambos
lados del codén, en forma similar al trabajo de Schueren et al.| (2014). Este mo-
delo identifica la existencia de eventos de LCP en casi un 80 % de los transcriptos
que presentan este fenémeno. Sin embargo, tiene una elevada fraccién de falsos
negativos. Esta fraccién disminuye a la mitad cuando extendemos el modelo a 29
posiciones. Por otro lado, la inclusién de las 29 posiciones empeora la prediccion de
los transcriptos que presentan LCP. Esto indica que la relacién entre el niimero de
secuencias en el conjunto de entrenamiento y el niimero de pardmetros a determinar
(ntmero de posiciones usadas) tiene un impacto considerable en la performance del
modelo. Es decir, que si se mantiene fija la cantidad de secuencias en el conjunto de
entrenamiento, aumentar el nimero de posiciones usadas en el modelo no garantiza
un mejor poder predictivo. Teniendo esto en cuenta, es interesante considerar la
evaluacion de un modelo que incorpore solo las posiciones més informativas, dis-
minuyendo asi la cantidad de pardmetros a determinar. En este sentido, el modelo
que utiliza sélo las 18 posiciones optimas, indicadas por flechas negras, tiene una
tasa de falsos positivos y de falsos negativos mas baja que los otros modelos.

Por otro lado, el cuarto modelo predictivo mostrado en el par de barras a la
derecha de la Fig. [3.7] muestra la performance del modelo obtenido con secuencias
que presentan codon de terminacion TAA, evaluado con las secuencias de codon de
terminacion TGA. Se puede apreciar que este modelo tiene capacidad de predicciéon
aun en un grupo de transcriptos diferente, sugiriendo que existen caracteristicas
comunes subyacentes a los eventos de LCP entre estos dos grupos de transcriptos.

De manera similar, en la Fig. [3.§ se pueden observar las fracciones de falsos pos-
itivos y falsos negativos obtenidas para cuatro modelos correspondientes al codén
TAA, que utilizan distintas posiciones en la secuencia contexto. El primer par de
barras corresponde al modelo inspirado en el trabajo de [Schueren et al. (2014),
que solo toma en cuenta 6 posiciones contiguas a ambos lados del codon TAA. Este
modelo identifica la presencia de eventos de LCP en casi un 80 % de los transcriptos
candidatos. Sin embargo, tiene una elevada fracciéon de falsos negativos. Al igual que
en el caso del codon TGA, esta fraccion disminuye a la mitad cuando extendemos el
modelo a 29 posiciones. Por otro lado, la inclusiéon de las 29 posiciones incrementa
en 0.2 % la prediccién de los transcriptos que presentan LCP, aunque la proporcién
de dicho incremento es menor que el caso anterior. Nuevamente, esto indica que la
relacion entre el nimero de secuencias en el conjunto de entrenamiento y el ntimero
de parametros a determinar (ntmero de posiciones usadas) altera la performance
del modelo, sin garantizar un mayor poder predictivo. En este caso, para disminuir
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Figura 3.7: El panel superior ilustra las posiciones de nucleétidos en la se-
cuencia contexto, utilizadas por tres modelos lineales diferentes para predecir
LCP en transcriptos con codén de parada TGA. Las llaves negras indican las
12 posiciones consideradas en [Schueren et al.| (2014)); las llaves rojas consid-
eran un modelo extendido con 29 posiciones contiguas al codén de parada;
las flechas negras consideran solo 18 posiciones seleccionadas por tener aso-
ciados los mayores valores de divergencia. En el panel inferior, las barras
muestran la fraccion de predicciones erréneas: los falsos positivos (en rosa) y
los falsos negativos (en celeste), para los tres modelos indicados en el panel
superior y un cuarto modelo discutido en el texto principal.

la cantidad de pardametros a determinar, se evalué el modelo incorporando sélo las
13 posiciones mas informativas (6ptimas), indicadas por flechas negras. Este mo-
delo tiene una tasa de falsos positivos y de falsos negativos notablemente més baja
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que los otros modelos, y ambas tasas son significativamente menores que en el mo-
delo de las 18 posiciones optimas para el codon TGA. Ademas, esta tasa de falsos
negativos es la menor de todas, comparando las posiciones 6ptimas evaluadas para
cada codén de parada.

El cuarto modelo predictivo mostrado en el par de barras a la derecha de la
Fig. B.8] muestra la performance del modelo obtenido con secuencias con codon
de terminacién en TGA evaluado con las secuencias con codén de terminacion en
TAA. En comparacion con el modelo opuesto (Fig. , se observa una reduccién
en la fraccion de falsos positivos y un aumento en la fraccién de falsos negativos.
No obstante, este modelo resulta insuficiente para precisar un nivel de prediccion
confiable, dado que el nimero de parametros a determinar varia segin las secuencias
correspondientes a cada tipo de codén de parada.

Por ultimo, en la Fig. se pueden observar las fracciones de falsos positivos y
falsos negativos obtenidas de cuatro modelos para el codon TAG, que utilizan dis-
tintas posiciones en la secuencia de contexto. El primer par de barras corresponde
al modelo inspirado en el trabajo de Schueren et al.| (2014), que solo toma en cuen-
ta 6 posiciones contiguas a ambos lados del codén TAG. Este modelo identifica la
presencia de eventos de LCP en casi un 80 % de los transcriptos candidatos. Sin
embargo, presenta una elevada fraccién de falsos negativos. Esta fraccién disminuye
en forma considerable cuando extendemos el modelo a 29 posiciones. Por otro lado,
la inclusion de las 29 posiciones incrementa en 0.15 % la prediccién de los transcrip-
tos que presentan LCP, aunque la proporcion de dicho incremento es la menor de
los tres casos. La reduccién de falsos negativos ligada a un leve incremento de falsos
positivos aqui observada, indicaria que la relaciéon entre el nimero de secuencias en
el conjunto de entrenamiento y el nimero de parametros a determinar (ntimero de
posiciones usadas) alteran favorablemente la performance del modelo. Sin embargo,
la evaluacion del modelo incorporando sélo las posiciones mas informativas muestra
un mejor poder predictivo que los otros modelos, a la vez que reduce la cantidad
de parametros a determinar. En este caso, el modelo que sélo usa las 25 posiciones
optimas, indicadas por flechas negras, muestra una tasa de falsos positivos y de fal-
sos negativos apreciablemente mas baja que los otros modelos. Se observa incluso
que la tasa de falsos positivos es la menor en comparacion con todos los modelos
aplicados; mientras que la tasa de falsos negativos es la mayor entre los tres modelos
que usan las posiciones 6ptimas en el contexto al codén de parada.

El par de barras a la derecha de la Fig. 3.9 muestra la performance del mo-
delo obtenido con secuencias con codon de terminaciéon en TAA evaluado con las
secuencias con codén de terminacion en TAG. En comparaciéon con el mismo mo-
delo aplicado en el codon de terminacion TGA (Fig. , se observa una reduccién
en la fraccion de falsos positivos y un aumento en la fraccién de falsos negativos.
Nuevamente, esta comparaciéon muestra la capacidad de prediccién entre dos gru-
pos de transcriptos con diferente codén de terminacion, sugiriendo la existencia de
posibles caracteristicas comunes vinculadas a los eventos de LCP. Sin embargo, una
prediccion fehaciente mediante este tipo de modelo requeriria el uso de parametros
(posiciones mas informativas) comunes entre las secuencias contrastadas.

Estos resultados indican que la tasa con la cual ocurren los eventos de LCP
podria estar regulada por un contexto mayor a los propuestos por los estudios pre-
vios (Schueren et al., 2014; |Jungreis et al., 2011). Ademaés, es importante aclarar
la relaciéon entre nimero de pardmetros y numero de secuencias. Si bien es claro
que cuanto mayor sea el tamano del conjunto de entrenamiento mejor serd la
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Figura 3.8: El panel superior ilustra las posiciones de nucleétidos en la se-
cuencia contexto, utilizadas por tres modelos lineales diferentes para predecir
LCP en transcriptos con codon de parada TAA. Las llaves negras indican las
12 posiciones consideradas en [Schueren et al. (2014)); las llaves rojas consid-
eran un modelo extendido con 29 posiciones contiguas al codén de parada;
las flechas negras consideran 13 posiciones seleccionadas por tener asociados
los mayores valores de divergencia. En el panel inferior, las barras muestran
la fraccion de predicciones erroneas: los falsos positivos (en rosa) y los falsos
negativos (en celeste), para los tres modelos indicados en el panel superior y
un cuarto modelo discutido en el texto principal.

parametrizacion del modelo, no es asi con relacién al nimero de parametros. Fi-
nalmente, mostramos que la divergencia puede ser utilizada como un criterio para
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Figura 3.9: El panel superior ilustra las posiciones de nucleétidos en la se-
cuencia contexto, utilizadas por tres modelos lineales diferentes para predecir
LCP en transcriptos con codén de parada TAG. Las llaves negras indican las
12 posiciones consideradas en |Schueren et al.| (2014)); las llaves rojas consid-
eran un modelo extendido con 29 posiciones contiguas al codén de parada;
las flechas negras consideran 25 posiciones seleccionadas por tener asociados
los mayores valores de divergencia. En el panel inferior, las barras muestran
la fraccion de predicciones erroneas: los falsos positivos (en rosa) y los falsos
negativos (en celeste), para los tres modelos indicados en el panel superior y
un cuarto modelo discutido en el texto principal.

seleccionar las posiciones mas informativas en el modelado.
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3.4.3. Conclusiones

En este capitulo definimos la tasa de fuga ribosomal (y) de una forma que se
puede estimar a partir de los perfiles de huellas ribosomales. En base a esto, se
determiné dicha tasa para los 6739 transcriptos observados. El andlisis de eventos
de LCP en los codones de parada demostré una incidencia de 23, 33 y 44 % para
los codones TGA, TAG y TAA, respectivamente. Estos porcentajes son similares a
los porcentajes de uso de codones de parada en el total de transcriptos estudiados,
indicando que los eventos de LCP no podrian ser atribuidos a errores de decodifi-
cacion traduccional de un codén de terminacion especifico, sino que necesariamente
serian causados por un mecanismo molecular implicito (Firth et al.| [2011; |Dunn
et al., |2013; Blanchet et al., 2014; Dabrowski et al.l [2015). Sin embargo, también
observamos que los eventos de LCP asociados con TGA tienen una tasa de fuga mas
elevada, particularmente con TGA-C. Este resultado confirma hallazgos anteriores
(Loughran et al., [2014; |Jungreis et al., |2016; |Cridge et al., |2018). Este aumento de
la representatividad ribosémica, acompanada de una mayor incidencia de un de-
terminado nucle6tido inmediatamente posterior al codén de parada, podria indicar
eventos programados de LCP. De ser asi, esto representaria una mayor produccién
de péptidos bioactivos de baja abundancia, y no simples errores traduccionales.

En cuanto a la evaluacién de la influencia de los nucleétidos adyacentes al codon
de parada sobre la LCP, hemos evidenciado que existe un mayor sesgo al codon TGA
bajo altas tasas de fuga ribosomal, con abundante presencia de nucleétidos C y G.
De manera similar, el codén TAG mostré preferencia por los mismos nucleétidos,
aunque con C como antecesor y G como sucesor (C-TAG, TAG-G). EL codéon TAA
reflej6 una leve tendencia a la presencia del nucledtido C, seguida por G y T como
nucledtidos antecesores inmediatos; mientras que la posiciéon adyacente posterior
se vi6 ocupada por G y A. Este resultado concuerda sblo parcialmente con las
observaciones de Jungreis et al. (2011, 2016) sobre el uso preferencial del codon
TGA (TGA>TAG>TAA) y las frecuencias relativas de contextos (C>T>G>A).
El autor atribuye mayor grado de conservacion en TGA como primer codén de
parada respecto de TAG y TAA en Drosophila spp., y propone que el nucledtido C
en la posicién 4-nt incrementa la tasa de fuga ribosomal durante la traduccion.

En la presente tesis, se complementa el estudio de la influencia de los nucle-
otidos adyacentes con un andlisis més exhaustivo de la ocurrencia de LCP en los
contextos de los codones de parada, a fin de identificar patrones que puedan prede-
cir los eventos de LCP. Esta identificacion fue hecha con la medida de divergencia
de Kullback-Leibler, que indica la presencia de sesgo en el uso de nucleétidos en
cada posicién. En este sentido encontramos también elevados valores de divergencia
en diversas posiciones distales cadena arriba, muchas de las cuales son propias de
cada codon de terminaciéon. Por ejemplo, el codon TGA presenta alta divergencia
en las posiciones -2 y -12, con preferencia de uso del nucledtido A (53.8% y 48.4%
respectivamente) o del nucledtido G (29 %) en la posicion -47. Estas posiciones en la
secuencia de contexto al codén de parada, con fuerte sesgo de uso de determinado
nucleétido, podrian senalar una marcada influencia para la ocurrencia de eventos
programados de LCP. Ademaés, nuestro estudio demostroé la presencia de alto con-
tenido de nucledtidos C y G (entre 66 y 78.7 %) en la tercera base de los codones
de numerosas posiciones; lo que resulta superior a la proporcién observada en las
mismas posiciones de transcriptos con codén de terminaciéon TAA del grupo con-
trol (60 %), y a la frecuencia esperada por uso uniforme de codones (50 %). Este
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notable sesgo difiere ampliamente del observado en TGA, indicando que los mecan-
ismos de LCP operarian bajo patrones de uso diferencial de nucleétidos especificos
en posiciones distales para cada tipo de codén de terminacién, algo que no estaba
contemplado en estudios previos (Jungreis et al., 2011; Dunn et al.,|2013; Dabrows-
ki et al.l 2015). En el caso del codon TAG, la divergencia en el uso de nucleétidos
resulto ser generalmente menor que para TAA y TGA, y no presento sesgos en las
posiciones adyacentes.

Por otra parte, la divergencia de Kullback-Leibler calculada entre los nucleétidos
en los 2211 pares de posiciones dentro de cada secuencia contexto analizada en
transcriptos con alta tasa de LCP, reflej6 que existe una correlacion entre pares de
posiciones con divergencia superior a la media. En el caso del codén de parada TGA,
se observé una frecuencia de 32.2 % en posiciones -40:-21 de los pares de nucleétidos
C:G y G:G. En el caso del codéon de parada TAA, los nucledtidos G y C estan
sobre representados también en la tercera base de los codones; sin embargo no se
obtuvo correlacién significativa en la frecuencia de pares entre estas posiciones. Este
resultado sugiere que, en el caso de TAA, los eventos de LCP no serian inducidos
por un patrén nucleotidico especifico y extenso, sino que estarian asociados a un
alto contenido de GC en la tercera base de los codones en posiciones con elevada
divergencia.

Finalmente, el modelo de regresion in silico propuesto en este trabajo permitio
desarrollar un método para la prediccion de genes con LCP en genomas. En base
al nivel de divergencia de los nucleétidos en tres secuencias contexto de diferente
tamano, nuestro modelo es capaz de comparar la influencia de tales nucle6tidos
sobre la tasa de fuga de cada codén de parada en forma independiente, a fin de cor-
roborar el rol de las posiciones mas relevantes identificadas en los eventos de LCP
analizados. El modelo de 12 posiciones contiguas a cada codén de parada identifi-
ca eventos de LCP en el 80 % de los transcriptos evaluados, pero presenta elevada
fraccion de falsos negativos en todos los casos. El modelo de 29 posiciones contiguas
a cada codén de parada reduce considerablemente la cantidad de falsos negativos
obtenida por el modelo anterior, pero aumenta la fracciéon de falsos positivos. Esto
demuestra que el tamano de las secuencias contexto utilizadas en funcion de un
numero fijo de secuencias de entrenamiento, no garantiza un poder predictivo fi-
able. En cambio, el modelo que incluye inicamente las posiciones con alto valor de
divergencia asociadas al contexto de cada codén de parada con LCP (contiguas o no
a éste), resultd eficaz al reducir notoriamente la tasa de falsos positivos y negativos
respecto de los otros dos modelos. Asi, el uso de las posiciones mas informativas
en cuanto al nivel de divergencia dentro de una secuencia contexto constituye un
criterio novedoso y 1til para el desarrollo de herramientas computacionales como la
que aqui se presenta. En este sentido, y en conjunto con las ventajas combinadas de
otros métodos experimentales, nuestro modelo predictivo basado en identificacion
de sesgo de uso de nucledtidos ha demostrado ser 6ptimo para intentar facilitar la
prediccion de eventos de LCP. Consecuentemente, un estudio més amplio y pro-
fundo de la relacion entre las posiciones de nucledtidos mas destacados permitiria
corroborar y anotar el conjunto completo de productos génicos sometidos a LCP.






Capitulo 4

Datos y Metodologia

4.1. Sobre el organismo de estudio

La identificacién de los eventos de traduccién no convencionales propuesta en
esta tesis requiri6 de la integracién de datos gendémicos, transcriptémicos y pro-
tedmicos. Por este motivo, se utiliz6 un organismo del que se cuenta con abundante
informacién disponible y cuyo genoma esta anotado en detalle. Estos requisitos se
satisfacen ampliamente en el caso de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster.
A esta especie se le considera un organismo modelo porque, entre otras razones, es
versatil de manipulacién genética; resultando en uno de los organismos eucariontes
genéticamente méas conocidos y ampliamente utilizados en diversos experimentos
de biologia molecular (Pierce, [2009).

Ademaés, como otros insectos, comparte diversos procesos bioldgicos con mamifer-
0s. De hecho, los insectos presentan numerosas semejanzas y homologias en las vias
de sefializacion con vertebrados (Otero-Moreno et al., |2016; |Alzugaray et al.,|2019));
por lo que han sido utilizadas exitosamente para estudiar el control del metabolis-
mo, el crecimiento y la proliferacion entre otros diversos procesos (Rubin, |1988;
Smith et al., 2014; |Owusu-Ansah y Perrimon|, 2014). Drosophila, ofrece una serie
de ventajas practicas sobre otras especies en lo que a propositos de investigacion
genética se refiere. Entre otras, presentan un ciclo de vida corto, son faciles de criar
y manipular en el laboratorio, requieren poco espacio para su almacenamiento y un
costo reducido.

El genoma de D. melanogaster tiene un tamafio aproximado de 180 MB (1 MB
equivale a un millén de pares de bases) y contiene alrededor de 13.600 genes (Adams),
2000). Fue publicado originalmente en marzo de 2000 en la revista Science por la
corporacién Celera Genomics (Pennisil 2000), y luego anotado en la base de datos
FlyBase (https://flybase.org/). Es uno de los genomas eucarioticos pluricelulares
mas pequerios, representa tan solo el 6% del tamafio del genoma humano (3.000
Mb). Sin embargo, es un tamano tipico si lo comparamos con el de otras especies
de dipteros (ej., el de Anopheles gambiae tiene 260 Mb) (Powelll |1997).

El complemento cromosémico de D. melanogaster consta de 4 pares de cromo-

somas: un par sexual X/Y (cromosoma I) y 3 pares de autosomas (II, IIT y IV).
Los cromosomas Y y IV son pequenos y telocéntricos. La mayoria de los genes se
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localizan en los cromosomas X, I y ITI, que son grandes y metacéntricos. En cuanto
a la organizacién molecular del genoma de D. melanogaster, se han descrito tres
componentes principales: ADN de secuencia tinica, que representa el 67 % del total;
ADN moderadamente repetitivo (12%) y ADN altamente repetitivo (21 %) (Hartl,
. También pueden encontrarse secuencias relacionadas entre si como
por ejemplo pseudogenes o secuencias paralogas .

El genoma, el transcriptoma y el proteoma de D. melanogaster han sido estudia-
dos y caracterizados en diferentes etapas de su ciclo de vida (Zeitouni et al.| 2007}
|Cammarato et al., 2011)). Actualmente se dispone de amplias colecciones de lineas
mutantes accesibles a la comunidad cientifica. Se estima que cerca del 75 % de los
genes humanos vinculados con enfermedades tienen su homoélogo en el genoma de
Drosophila spp., y el 50 % de las secuencias proteicas de la mosca tiene homologos
en mamiferos (Reiter et al| 2001). Dada la gran conservaciéon de genes en relacion
con mamiferos, este género constituye un modelo extensamente utilizado para el es-
tudio genético de enfermedades tales como diabetes (Rulifson|, [2002), céncer (Bier]
2005), Parkinson (Ambegaokar et al., 2010), Alzheimer (Fernandez-Funez et al.
2015)), obesidad (Diop y Bodmer] 2012), enfermedades cardio-vasculares (Wolf et
al., 2006) y diferentes tipos de adicciones (McClung y Hirshl [1998); entre otras.
Esta mosca también se usa en estudios de mecanismos del envejecimiento y estrés
oxidativo, sistema inmunitario, adiccién a drogas, etcétera.

Las especies del género Drosofila ( Drosophila: Drosophilidae) son insectos dipteros
braquiceros, de distribucién cosmopolita. Poseen un ciclo vital de alrededor de 10
dias; y la expectativa de vida promedio del adulto es de 70 dias a 25°C, de modo
que se pueden estudiar muchas generaciones en un corto periodo de tiempo (Ash-|
burner et al., 2005). La oviposicién puede efectuarse a diario, llegando a producir
entre 400 y 500 huevos en 10 dias. El ciclo de vida est4 integrado por 4 estados:
huevo, larva (3), pupa y adulto; tal como se esquematiza en la Fig.

La naturaleza del estudio propuesto en esta tesis hace necesaria la utilizacion de
la técnica de Ribo-Seq, que consiste en el secuenciamiento de los fragmentos de tran-
scriptos protegidos por ribosomas, ademés de datos genémicos, transcriptémicos y
proteémicos; que seran detallados en las préximas secciones. Dadas estas restric-
ciones, logramos ubicar una ventana temporal en el ciclo vital de la mosca: el em-
brién temprano de 0-2 horas; el cual cuenta con abundante informacién disponible
publicamente.

4.2. Datos utilizados

Durante el desarrollo de esta tesis, se utilizo el genoma de D. melanogaster|dos|
\Santos et al.| (2015). En particular, la versién 6.03 (dmel_r6.03_FB2014_06) en
formato .FASTA, asi como el archivo de las anotaciones en formato .GTF corres-
pondientes a la misma versién; ambos obtenidos de la base de datos FlyBase. En el
archivo .GTF se encuentran listadas las anotaciones del genoma, es decir las posi-
ciones que delimitan fisicamente los genes, exones e intrones conocidos del genoma.
Esta version consiste en 480803 genes. El genoma utilizado en nuestro estudio fue
reducido en términos de que se eliminaron todos aquellos fragmentos de secuencias
que no estaban apropiadamente vinculados a una posicién exacta en un cromosoma.
Ademas, se desconsidero el cromosoma Y por contener sélo 16 genes y ser entera-
mente heterocromético. Por lo tanto, el genoma reducido utilizado corresponde a
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Figura 4.1: Ciclo de Vida de Drosophila melanogaster. La imagen representa
el dimorfismo sexual entre machos y hembras, vy los seis estadios de desa-
rrollo comprendidos entre el huevo fertilizado, los tres estadios larvarios, y
la pupa donde transcurre la metamorfosis holometébola hasta la emergencia
del organismo adulto.

un archivo fasta con las secuencias de ambos brazos de los cromosomas 2 y 3 (2R,
2L, 3R y 3L), ademas de los cromosomas 4 y X.

Este genoma reducido fue utilizado para mapear, como veremos més adelante,
lecturas de fragmentos de ARNm de dos tipos diferentes: fragmentos de ARNm
protegidos por ribosomas (denominados Ribo-Seq) y fragmentos de ARNm “libres”
(denominados RNA-Seq). La técnica de Ribo-Seq es utilizada para analizar perfiles
de densidad de ribosomas y brinda evidencia de traducciéon de las secuencias encon-
tradas en estos fragmentos, denominadas huellas ribosémicas (o footprints). Esta
técnica permite analizar la traduccién a nivel de genoma completo. Fue desarro-
llado por [Ingolia et al.| (2009). En esta tesis utilizamos los datos crudos, es decir
sin procesamiento, obtenidos por [Dunn et al| (2013)) y disponibles en Short Read
Archive (SRA) del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra). El conjunto comple-
to de estos datos corresponde al proyecto con ID SRP028243 en SRA (o la serie
GSE49197 en GEO), y consta del secuenciamiento de 12 muestras transcriptomi-
cas de D. melanogaster. Dichos secuenciamientos fueron realizados en un equipo
Illumina HiSeq 2000. Seis de estas muestras corresponden a datos de Ribo-Seq de
embriones tempranos de 0-2 horas de D. melanogaster; cuatro muestras correspon-
den a datos de Ribo-Seq de un cultivo de células S2, un linaje derivado de embriones
de Drosophila en etapa tardia. Ademas, esta serie contiene otras muestras de embri-
ones tempranos de 0-2 hs correspondientes a RNA-Seq. En esta tesis, consideramos
las lecturas de Ribo-Seq y RNA-Seq derivadas de las muestras de embriones tem-
pranos de 0-2 hs, listados en la Tabla [A:1]

Para digerir los fragmentos de ARNm no protegidos por ribosomas se utiliza
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ID del Exp.* Reéplica ID de las corridas® # de secuencias # de bases

SRR942868 54.857.951 2,7x10°
SRX327686 A SRR942869 144.718.737 8,2 x10°

SRR942870 66.618.455 3,3x10°
SRX327687 B SRR942871 146.555.910 8,4 x10°
SRX327688"* A SRR942872 88.948.007 4.4 x10°
SRX327689"* B SRR942873 80.431.415 4,0 x10°
SRX327690 A SRR942874 27.730.622 1,4 x10°
SRX327691 B SRR942875 28.089.260 14 x10°
SRX327692 A SRR942876 32.237.241 1,6 x10°
SRX327693 B SRR942877 40.195.868 2,0 x10°

Tabla 4.1: Los asteriscos (*) se refieren al identificador de experimentos y
corridas en SRA. Los asteriscos dobles (**) corresponden a RNA-Seq, los
restantes corresponden a Ribo-Seq. Todas las secuencias obtenidas son de 50
pb no pareadas.

la enzima nucleasa microcécica (MNase) que digiere acidos nucleicos, y se aisla la
fraccion de monosomas mediante gradientes de sacarosa. Luego, se extrae el ARN
de las fracciones de monosomas usando fenol y cloroformo. Posteriormente, se se-
leccionaron los fragmentos por tamano de 28-34 meros mediante purificacién en
gel. En las muestras de RNA-Seq, el ARN se extrajo con Trizol y se seleccionaron
aquellos fragmentos con poli(A) usando granulos con oligo dT (25) Dynabeads
(ThermoFisher). A continuacién, todos los fragmentos se desfosforilaron, se am-
plificaron por PCR y se sometieron a 50-57 ciclos de secuenciaciéon en un equipo
Illumina HiSeq 2000. El resultado son lecturas simples, es decir, no pareadas, de 50
pares de bases de tamano.

4.3. Pre-procesamiento

Estas secuencias estan en archivos en formato de archivo binario .SRA, propia
del Sequence Read Archive, y deben ser transformados para su procesamiento al
formato de archivo .FASTQ. Para esta transformaciéon de formato de archivo uti-
lizamos el comando fastg-dump del software SR Atoolkit (version 2.8.2), disponible en
el sitio de NCBI (https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?view=software).
Luego, se eliminaron los adaptadores del extremo 3° UTR, (CTGTAGGCACCAT-
CAAT) de las lecturas de los archivos .FASTQ mediante el software Cutadapt (ver-
sion 1.9.1) (Martin, 2011)). Ademas, dado que las lecturas demasiado cortas se alin-
ean repetidas veces, o bien, que el software de alineacion las corta para realizar
alineamientos muy poco confiables; se descartaron todas las lecturas cuya longitud
después del recorte del adaptador haya quedado menor a 25 pb. Para realizar esta
tarea, se incluyo6 en el comando de Cutadapt una longitud minima de las lecturas. El
siguiente comando ejemplifica el procedimiento con un archivo tipo SRR _ file.fastq:

./cutadapt -a CTGTAGGCACCATCAAT -m 25 -o trim_ file.fastq SRR _ file.fastq

donde file corresponde al ID de cada corrida, -a especifica que elimina el adaptador
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CTGTAGGCACCATCAAT del extremo 3’, y -m 25 especifica la eliminacién de las
lecturas que resultaran menores a 25 pb después de la eliminacién del adaptador.
Como estamos interesados solamente en secuencias codificantes de proteinas,
también se eliminaron las lecturas derivadas de secuencias no-codificantes conoci-
das. Esto fue realizado utilizando el software de alineamiento de lecturas cortas
Bowtie2 (version 2.2.6) (Langmead y Salzberg, [2012), disponible en http://bowtie-
bio.sourceforge.net /bowtie2. Para eso se construye un indice de secuencias que in-
cluye todas las secuencias de ARN ribosomal (ARNTr), de transferencia (ARNt), y
pequerios ARN nucleares. Este indice se construye con el siguiente comando:

./bowtie2-build trsnRNA fasta RNADB_index

donde el archivo trsnRNA .fasta contiene las secuencias de ARN mencionadas. Luego
de elaborar el indice RNADB _index, procesamos cada uno de los archivos .FASTQ
correspondientes tanto a RNA-Seq como Ribo-Seq, con el siguiente comando:

./bowtie2 -q —quiet —un select file.fastq -x RNADB _index- -U trim_file.fastq -S
tmp.sam

En este caso, el programa retiene en el archivo “select file.fastq” solo aquellas lec-
turas que no se alinean contra el indice RNADB _index y que serédn usadas en los
siguientes analisis. Por otro lado, los alineamientos obtenidos son almacenados en
el archivo tmp.sam, que serd descartado de otros andlisis. La eliminacién de las lec-
turas ribosomales mencionada se realizé a todos los secuenciamientos en la Tabla

£

4.4. Cuantificacién de los niveles de expresiéon

Para cuantificar los niveles de expresion génica se requiere contabilizar la canti-
dad de las lecturas de RNA-Seq previamente seleccionadas que se alinean a cada uno
de los genes en el genoma de referencia, en este caso el genoma de D. melanogaster
reducido, mencionado anteriormente. El proceso de identificar la regién del geno-
ma que se alinea con la lectura se conoce como el procedimiento de mapeo. En el
trabajo de Dunn et al.| (2013) el alineamiento se realizé con el programa Bowtie.
Este programa no reconoce el sitio de empalme de dos exones en las lecturas, por
lo que ofrece un alineamiento muy pobre de este tipo de lecturas. En esta tesis,
la alineacién de las lecturas al genoma reducido se realizo6 mediante los softwares
TopHat2y Cufflinks. Si bien TopHat2 utiliza Bowtie2 como motor de alineamiento,
este es capaz de dividir una lectura con empalme exén-exén en dos fragmentos y
mapear cada uno de los fragmentos a los diferentes exones de un gen. Por esta razon,
cuando se trata de organismos que tienen splicing alternativo, este software ofrece
un alineamiento més fidedigno que Bowtie2 y es capaz de identificar y cuantificar
las diferentes isoformas de un mismo gen.

El mapeo con TopHat2 también requiere la construccién de un indice con las se-
cuencias genémicas. Este indice fue construido utilizando el comando bowtie2-build,
del siguiente modo:

./bowtie2-build dmel-chrom234X-r6.03.fasta dmel-genome603
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Este proceso genera seis archivos de salida (“dmel-genome603.*.ebwt”) que confor-
maron la base de datos indexada, construida a partir del genoma reducido confor-
mado con las secuencias de los cromosomas 2R, 2L, 3R, 3L, 4 y X.

El alineamiento al indice “dmel-genome603” de las secuencias seleccionadas, co-
rrespondientes a las dos réplicas de RNA-Seq (SRX327688 y SRX327689), se realizo
mediante el siguiente comando:

./tophat2 -p 4 -o ./dir-out -G dmel-all-r6.03.gtf —no-novel-juncs dmel-genome603
select  SRX327688.fastq,select  SRX327689.fastq

El término “dmel-all-r6.03.gtf” indica el nombre del archivo en formato .GTF donde
estan las anotaciones del genoma. En particular, en este procedimiento es necesaria
la delimitacion de cada uno de los exones de cada transcripto. El término “—no-
novel-juncs” especifica al programa que no considere nuevas junturas exon-exon
durante el anélisis, s6lo las anotadas en el .GTF.

El alineamiento con TopHat2 crea un archivo de salida denominado “accepted-
hits.bam” en el directorio indicado como “dir-out”. El archivo .BAM es una versiéon
binaria, y por lo tanto mas compacta, del formato .SAM. Estos archivos, .SAM o
.BAM, contienen toda la informacién resultante de los alineamientos encontrados
por TopHat2; tales como la secuencia mapeada, su posicién en el cromosoma, el
sentido de la cadena o la calidad del alineamiento. Estos archivos son convertibles
unos en otros con las herramientas disponibles en SA Mtools. Para realizar proce-
samientos subsecuentes, este archivo de salida requiere ser indexado utilizando el
comando samtools index de la siguiente manera:

./samtools index accepted-hits.bam

Esta indexacion genera un archivo de extension .BAI. Después de alinear las lecturas
de RNA-Seq al genoma con TopHat2 y generar el archivo de salida, se requiere un
analisis cuantitativo del mapeo, es decir, la determinacién y conteo de las isoformas
de cada transcripto. Para esta tarea, se empleo el software Cufflinks (version 2.2.1)
(Trapnell et al.| [2012)). Este programa organiza las lecturas alineadas y ensambla
las isoformas en forma parsimoniosa. Luego, estima la abundancia relativa de estas
transcripciones en funcién de cuéntas lecturas son compatibles con cada isoforma.
Este procedimiento se realizé utilizando el siguiente comando:

./cufflinks -p 8 -o ./cufflink-out accepted-hits.bam

Este método genera, en la carpeta indicada “cufflinks-out”, cuatro archivos de sal-
ida denominados “isoforms.fpkm-tracking”, “transcripts.gtf”, “genes.fpkm-tracking”
y “skipped.gtf”. El archivo “isoforms.fpkm-tracking”: contiene los valores estimados
de expresion de cada isoforma. El archivo “transcripts.gtf” es un archivo en for-
mato .GTF que contiene informacién como la posicién en el genoma o sobre los
transcriptos ensamblados, el cual sera utilizado en el paso siguiente. Por su parte,
“genes.fpkm-tracking”, en forma similar al archivo de las isoformas, contiene los
valores estimados de expresion de cada gen. Finalmente, “skipped.gtf” guarda al-
gunos transcriptos cuyo namero de lecturas mapeadas excede o no alcanzan ciertos
parametros. En general, un gen con demasiadas lecturas mapeadas no es analizado
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y es reportado aqui.

Los niveles de expresiéon informados por Cufflinks estan en unidades FPKM (del
inglés: Fragments Per Kilobase Million), que suelen ser comparables entre mues-
tras; pero que en determinadas situaciones, la aplicaciéon de un nivel adicional de
normalizacion puede eliminar las fuentes de sesgo en los datos. Cufflinks incluye
un programa, Cuffnorm, que normaliza un conjunto de muestras para que estén en
escalas lo mas similares posible, lo que puede mejorar los resultados que se obtienen
con otras herramientas posteriores. Este procedimiento se realizé utilizando el si-
guiente comando:

./cuffnorm -p 8 transcripts.gtf accepted-hits.bam

donde el archivo “transcripts.gtf” es el generado en el paso previo por Cufflinks.
Cuffnorm genera un conjunto de archivos de texto delimitados por tabulaciones,
que contienen niveles de expresiéon normalizados para cada gen o transcripcion, en
el experimento.

La cuantificacion de los niveles de expresion por RNA-Seq se utilizé para descar-
tar de los andlisis subsiguientes a transcriptos pobremente expresados.

4.5. Alineamiento de las huellas ribosomales

En la primera parte de este estudio, se alinearon las lecturas de RNA-Seq al
genoma de D. melanogaster para descartar del posterior andlisis, aquellos tran-
scriptos que no cuentan con la expresion suficiente para elaborar y analizar los
perfiles ribosomales que identifican eventos de LCP. En esta secciéon se detalla la
metodologia para el mapeo de las huellas ribosomales y la construccién de los per-
files ribosomales de cada transcripto. En forma similar a la cuantificacién de los
niveles de expresion génica a partir de las lecturas de RNA-Seq, la alineacién de
los fragmentos protegidos por ribosomas se realizé6 mediante el software TopHat2,
usando el indice del genoma reducido “dmel-genome603” previamente construido,
con el siguiente el comando:

./tophat2 -p 4 -o ./dir-out -G dmel-all-16.03.gtf —no-novel-juncs dmel-genome603
select _file.fastq

para cada uno de los archivos “select_ file.fastq” de Ribo-Seq, donde “file” es uno de
los identificadores: SRR942868, SRR942869, SRR942870, SRR942871, SRR942874,
SRR942875, SRR942876, SRR942877. Como el ntmero de lecturas totales es muy
grande y resulta dificil manipular archivos de gran tamano, optamos por la es-
trategia de dividir las lecturas segiin cromosomas y por sentido de lectura. Esto
se realiz6 con un comando del kit de herramientas de SA Mtools, que extrae de un
archivo .BAM los alineamientos separados por cromosomas y por sentido. Esto fue
realizado mediante el uso de dos comandos:

./samtools view -F 20 accepted-hits.bam cromo >cromo-fw_ file.bam
./samtools view -f 0x10 accepted-hits.bam cromo >cromo-rv_file.bam

El primer comando selecciona los alineamientos en el sentido forward (5-3’ ) del
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archivo .BAM en un cromosoma dado, indicado por la opcién “cromo”. El segundo
comando selecciona aquellos alineamientos en el sentido contrario reverse. La opcién
f o F del comando samtools view filtra los alineamientos deseados de la columna 2
del archivo .SAM, mientras que la columna 3 indica en qué cromosoma fue mapeada
la lectura Este procedimiento es repetido para cada archivo y para cada uno de los
seis cromosomas considerados, es decir que “cromo” toma valores 2L, 2R, 3L, 3R, 4
y X.

Todos los archivos .BAM, resultantes del paso previo, correspondientes a un
cromosoma dado y a un sentido dado, se unen para poder obtener en el préximo
paso el correspondiente perfil ribosomal. Esta union de los alineamientos se hace
con la herramienta merge de SA Mtools. Asi, por ejemplo, los alineamientos de todos
los Ribo-Seq correspondientes al cromosoma, 2L en el sentido 5’-3’ se obtienen con
el siguiente comando:

./samtools merge 2L-fw _merged.bam 2L-fw  SRR942868.bam 2L-fw_ SRR942869.bam
2L-fw  SRR942870.bam 2L-fw SRR942871.bam 2L-fw SRR942874.bam
2L-fw_SRR942875.bam 2L-fw SRR942876.bam 2L-fw_SRR942877.bam

El paso previo para obtener los perfiles de densidad ribosomal, consiste en or-
denar por posicién cromosomica cada una de las lecturas alineadas. Asi, cada uno
de los archivos “cromo-sentido _merged.bam”, (en el ejemplo previo seria el archivo
“2L-fw_merged.bam”) debe ser sorteado con el siguiente comando:

./samtools sort -o cromo-sentido _sorted.bam cromo-sentido merged.bam

Finalmente, para obtener el perfil de huellas ribosomales, las lecturas que resul-
taron mapeadas a cada cromosoma en un sentido dado deben ser compiladas en un
formato de archivo apropiado, denominado .WIG. Este formato informa el nimero
de lecturas que han sido mapeadas a cada posicién en un cromosoma con resolucion
de un nucleétido. Para realizar esta compilacién se utilizaron los comandos mpileup
del kit de SAMtools, tal como se muestra a continuacion:

./samtools mpileup cromo-sentido_sorted.bam -O -o cromo-sentido_sorted.wig

Este archivo de salida .WIG consta de columnas separadas por tabulacién, y cada
linea representa la acumulacién de lecturas en una tnica posicion genémica. Las
primeras tres columnas corresponden al nombre del cromosoma, la posicién y el
nucleétido de referencia en esta posicion. Las columnas restantes muestran los datos
de acumulacién de lecturas mapeadas en la posiciéon indicada en la columna 2. La
informacion de interés es el nimero de lecturas que cubren esta posicion, y esta
indicada en la cuarta columna. Esta informacién permitié construir el perfil de
densidad ribosémica de cada transcripto de interés, que consiste en el nimero de
lecturas alineadas en cada posicién del transcripto.

Utilizando un programa elaborado en el software Mathematica, se construyeron
los graficos de perfiles de ribosomas de cada transcripto cuyo nivel de expresion,
obtenido por el procesamiento previo de los datos de RNA-Seq, sea mayor a 2
RPKM. En esta instancia, se indic6 el inicio y fin de los marcos de lectura para
distinguir las regiones 5’ UTR y 3’ UTR de la regioén codificante, segtin lo indicado en
el archivo de anotaciones .GTF. Ademés, se indicaron las posiciones de los codones
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de parada posteriores, dentro del mismo marco de lectura.

Para evitar las variantes de un mismo gen producidas por los fenémenos de
splicing alternativo, se descartaron todas las variantes de splicing que no registraron
lecturas mapeadas.

4.5.1. Construccién y andlisis de perfiles de ribosomas

El anélisis de los perfiles de ribosomas consistié en construir graficos que visual-
icen la cantidad de lecturas de huellas de ribosomas a lo largo de todo el transcripto,
tanto en la region codificante (CDS) como en las regiones no traducidas UTR. La
delimitacion de dichas regiones fue senalada con barras ubicadas en las posiciones
de los nucleétidos correspondientes al codén de inicio y de parada. Particularmen-
te, se seleccionaron aquellos casos que presentaban alta densidad ribosomal en la
region 3’ UTR, inmediatamente posterior al codén de terminacién anotado.

Para elaborar los perfiles de densidad ribosomal de cada uno de los transcriptos
seleccionados, se empleod el software Mathematica. En este programa se configuraron
los parametros necesarios para la construccién de la grafica del perfil, introduciendo
para ello los datos correspondientes a cada uno de los transcriptos. De esta forma,
se obtuvo una imagen de la cantidad de lecturas de huellas ribosomales medida en
RPKM.

La grafica de perfiles de densidad ribosémica que se muestra para un transcripto
dado, consiste en un plano cartesiano donde la cantidad de huellas ribosomales
medidas se indican en el eje Y, mientras que la ubicacion fisica en la secuencia
del transcripto se define sobre el eje X segun la posicién a nivel de pares de bases
nitrogenadas (pb). Ademaés, se senialan los codones de inicio (posicion cero) y de
terminacién de la traduccién con lineas verticales verdes y rojas, respectivamente.
De este modo quedan delimitadas las regiones codificantes (CDS) y las regiones no
traducidas 5> UTR (izquierda) y 3’ UTR (derecha).

4.6. Identificacion de nuevos eventos de LCP a través
de perfiles ribosomales

La identificacion de los eventos de LCP fue realizada a través del analisis de los
perfiles ribosomales de todos los transcriptos, obtenidos tras el mapeo de las lecturas
correspondientes a las huellas ribosomales previamente secuenciadas. Dicho mapeo
se realizo con el software TopHat2, generando un archivo de alineamiento .SAM
(detallado en la seccion 4.4).

En primera instancia, con el objeto de identificar el mayor niimero posible de
eventos de LCP, se examinaron los perfiles de ribosomas de todos los transcriptos de
experimentos con embriones de D. melanogaster. En este sentido, se seleccionaron
1303 casos que presentaban una densidad de ribosomas significativa mas all& de los
codones de terminacién anotados. Esta coleccién de eventos conformé la materia
pria para la segunda parte de nuestro estudio, que consistié en el establecimiento
de los factores determinantes del LCP.

Para discriminar posibles secuencias de traduccion, se tuvieron en cuenta los
siguientes aspectos:
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Por un lado, la regién 5> UTR suele presentar una densidad ribosomal menor que
en la regién codificante, aunque no es nula como la esperada para una regiéon que
no se traduce. Diversos autores indican que esta densidad en la region 5° UTR
no es considerada como indicativo de traduccién de esa region (Jungreis et al.
2011; [Dunn et al.l 2013). Sin embargo, en la region 3’ UTR pueden encontrarse
situaciones diferentes. Por ejemplo, existen casos donde la densidad de ribosomas
es nula, con total ausencia de lecturas mapeadas en esa region. En estos casos,
entonces, la terminacién de la traduccién es eficiente en el primer codén de parada
anotado. Por el contrario, en otros casos puede existir densidad de ribosomas entre
el codén de parada anotado y un segundo codén de parada en el extremo 3’ UTR.
Aunque este nivel de densidad ribosomal es muy inferior al registrado en la region
codificante, corresponde a un ntmero sustancial de lecturas alineadas a una porcién
de transcripto. Este tipo de patréon de densidad de ribosomas ha sido considerado
como un marcador confiable de eventos de LCP (Duun et al., [2013; Jungreis et al.|
2016)). De acuerdo con estos autores, en esta tesis se considera la existencia de la
densidad ribosomal como un marcador de eventos de LCP.

4.7. Confirmacién de eventos de LCP por espec-
trometria de masa

El espectro de masas es una gréafica de histograma que representa la distribucion
de iones frente a su relacion masa/carga (m/z) en una molécula. Se considera un
analisis quimico que determina la intensidad de senal de los iones, separados en
funcién de la masa. El eje X de un espectro de masas representa una relacion entre
la masa de un i6n dado y el nimero de cargas elementales que lleva. Esto se escribe
como el estandar TUPAC (m/z) para denotar la cantidad formada dividiendo la
masa de un ion por la unidad de masa atémica unificada y por su ndmero de
carga (valor absoluto positivo) (Todd, 1995). El eje Y del espectro representa la
intensidad de la senal de los iones, que se correlaciona con la abundancia relativa;
y se indica con picos (barras). Los picos reflejan la abundancia de iones para cierta
masa (peso atémico especifico), por lo que picos altos indican mayor presencia de
un aminoacido dado. El niimero que aparece préximo a cada pico indica la masa del
pico, y a la izquierda se mide su intensidad relativa. Al pico mas alto (de méxima
intensidad) se le denomina pico base y corresponde al i6n mas estable.

En la secuenciaciéon de péptidos de nowvo, la secuencia identificada se fragmen-
ta usando los iones “b” e “y” cargados individualmente; segin la Nomenclatura de
Fragmentacion de Péptidos (Roepstorff y Fohlman| [1984; [Biemannl [1988). De este
modo, los picos de fragmentos que se extienden desde la parte frontal del pépti-
do (el extremo amino) se denominan “iones b”. El fragmento que contiene sélo el
aminoédcido amino terminal se denomina “ion b1”. El fragmento que contiene los dos
primeros aminoécidos amino terminales se denomina “ion b2”, y asi sucesivamente.
De manera similar, los grupos de iones de fragmentos de péptidos que se extienden
desde la parte reversa del péptido (el terminal C), se denominan “iones y”.

Para la interpretacion de los resultados de la identificacion proteémica se uti-
liz6 el software Peptide-Shaker (http://peptide-shaker.googlecode.com) (Vaudel et
al., 12015). La asignacion de secuencias peptidicas a los espectros MS/MS depende
generalmente de aproximaciones computacionales, en las que a cada pareja péptido-
espectro se les denomina PSM (del inglés: Peptide to Spectrum Match, o Asignacion
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Péptido-Espectro). En este caso, el espectro correspondiente al PSM seleccionado
se muestra en la parte inferior derecha con la anotacién de fragmentos de iones
(personalizable por el usuario). Los tres subplots ubicados por encima del espectro
facilitan la evaluacién de calidad del match:

= se muestra la intensidad de cada fragmento de ion en relacién con la secuencia
peptidica para iones hacia adelante (azul, hacia abajo) y hacia atras (rojo,
hacia arriba);

= un histograma de las intensidades de los picos anotados (verde) y no anotados
(gris);

= el error del fragmento de ion m/z se traza contra el pico m/z para los iones
hacia adelante (azul) y hacia atras (rojo).

Esto ultimo permite la deteccién directa de problemas de calibracion. El usuario
puede incluso personalizar la anotacién de espectro y la pantalla de visualizacion,
como el color y la apariencia de los picos, beneficiarse de la anotacién avanzada y
exportar los graficos en calidad de publicacion (Vaudel et al.l [2011)). Por defecto,
s6lo se muestran en primer plano y en rojo los picos actualmente anotados por
un fragmento de ion. Los otros picos se muestran en gris y no son seleccionables,
a menos que se indique en las opciones del menu del espectro. En lo referente a
la anotacién, Peptide-Shaker anota automéaticamente el espectro con los iones més
probables, dado el espectro y la secuencia de péptidos identificados. Esto incluye la
seleccién automética de pérdidas neutrales. Sin embargo, el usuario puede anular
la anotacién predeterminada y seleccionar diferentes tipos de iones. En cuanto a la
fragmentacion de la secuencia peptidica, la misma se representa usando los iones “b”
e “y” cargados individualmente, con picos azules y rojos, respectivamente. Al posar
el mouse sobre un pico, se muestra el tipo y ntimero de iones del fragmento (ej.: y5).
Por otro lado, el histograma de intensidad representa la distribucién de intensidad
de los picos anotados (en verde) y de los picos no anotados (en gris), con intervalos
de intensidad en el eje X y frecuencia en el eje Y. En un espectro bien anotado,
la mayoria de los picos de alta intensidad deberian ser anotados, mientras que la
mayoria de los picos no anotados deberian tener bajas intensidades. Finalmente, el
grafico de error de masa estdndar muestra la relacion de carga-masa m/z en el eje
X y el error de masa (en Da) en el eje Y.






Capitulo 5

Cierre y conclusiones

5.1. Discusion

En la expresion génica los genes son leidos por un conjunto de enzimas, siendo
generalmente la sintesis de proteinas el producto final. No obstante, el “control
de calidad” de la expresién génica opera post transcripcionalmente y en varios
niveles. En particular, mediante un variado conjunto de mecanismos regulatorios,
la traduccién de los transcriptos de ARNm es regulada con precision para garantizar
la sintesis diferencial de proteinas y su concentracién celular. Por lo visto en esta
tesis y trabajos previos, la regulaciéon de la liberacién de las proteinas maduras,
cuando el ribosoma alcanza el primer codén de terminacién podria agregarse a este
conjunto de mecanismos de regulacion.

Hemos visto que durante la LCP el codén de parada anotado es leido por el
ribosoma y en lugar de escindir la cadena peptidica, continta traduciendo en la
region 3’ UTR del transcripto hasta alcanzar el siguiente codén de parada. Como
resultado, se sintetizan isoformas proteicas extendidas en su extremo C-terminal,
con efectos potencialmente alterados en su funcion. En la actualidad, la LCP se em-
plea como terapia biomédica basada en el uso de aminoglucésidos, para morigerar el
efecto de mutaciones sin sentido que causan enfermedades. El uso de estos farmacos
permite a las células ignorar la senal de parada prematura (CPP) y continuar la
produccién de una proteina completa (Keeling et al., 2014; Blanchet et al., [2014;
Bidou et al., [2017; Dabrowski et al., 2018). Si bien existe abundante evidencia de
LCP como un fenémeno comun en la expresion génica, las pruebas relacionadas a
sus consecuencias funcionales son escasas (von der Haar y Tuite, 2007; |Jungreis et|

all 2011} [Eswarappa et al., 2014; Dabrowski et al., [2015} [Schueren y Thoms|, [2016}
Loughran et al.| 2018).

Respecto a la identificacion de genes que experimentan LCP, se han empleado
diversos enfoques. Por un lado, el enfoque filogenético en el que, mediante estudios
comparativos, se prob6 que la codificaciéon alternativa del codén de parada se con-
serva evolutivamente (Lin et al., [2007] 2011} Jungreis et al} 2011} [2016}; Loughran et
2018; (Garofalo et al., 2019; Sapkota et al., [2019)). Mas recientemente, se utilizo
el analisis de perfiles de densidad de ribosomas (Ingolia et al., 2009, 2011; Dunn et
al., 12013) y los modelos de regresion in silico (Schueren et al., |2014; [Loughran et
al., 2014} |Stiebler et al. |2014). Estos experimentos revelaron la existencia de una
lectura generalizada de codones de parada en eucariotas, con niveles que varian
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entre los distintos tejidos (Dunn et all 2013; |Artieri y Fraser), 2014; [Jungreis et
al., 2016)). Estas demostraciones condujeron a la “hipotesis adaptativa” que plantea
que la LCP es un mecanismo regulado, de importancia en la generacién de di-
versidad en los proteomas (Dunn et al., 2013; [Stiebler et al.| [2014; Van Damme
et al. |2014; Baranov et al., [2015; Pancsa et al. 2016). En contraposicion, otros
autores han propuesto que la LCP deviene principalmente de errores moleculares
que se producirian durante el proceso de traduccion, resultando perjudicial para el
mantenimiento de la fracciéon de proteinas con actividad normal y dando como re-
sultado ademés, un posible incremento de proteinas téxicas o disfuncionales, siendo
generalmente no adaptativa (Bidou et al., [2010; |[Li y Zhang), 2019).

La hipétesis del error molecular radica en que la presion negativa de la seleccion
natural en detrimento de los procesos de LCP en un gen, se intensificaria con la
concentracion del ARNm correspondiente, y en consecuencia, la tasa de LCP de-
beria disminuir de acuerdo al incremento de la expresiéon génica. Por el contrario,
la hipétesis adaptativa no predice esta correlacién negativa, sino que propone que
la tasa de LCP en un determinado gen dependeria de la funcion especifica que
tendria la proteina elongada. Por lo tanto, dado que las evidencias de traducciéon
de proteinas extendidas son consistentes y variables entre especies, resulta indis-
pensable conocer qué patrones estructurales presentes en las secuencias promueven
este tipo de recodificacion. Ademaés, el estudio de los nucledtidos préoximos al codén
recodificado permite predecir qué genes son susceptibles a desarrollar LCP, y asi
conocer el potencial de variabilidad a nivel de los proteomas que este mecanismo
puede generar.

En esta tesis se proporciona evidencia de patrones estructurales en las secuen-
cias que promueven este tipo de recodificacion del codon de parada, abonando la
hipotesis de la recodificacion funcional mediante LCP programada en Drosophila
melanogaster.

Partiendo de la hipotesis de que la presencia de una fracciéon elevada de protei-
nas extendidas en su extremo C-terminal constituye un fuerte indicio de que estas
extensiones corresponden a un evento funcional de LCP programada, y no a un
fallo en la terminacion de la traduccion, nos propusimos identificar nuevos eventos
de LCP. Ademaés, adoptamos como segunda hipoétesis que el mecanismo de LCP
puede ser influenciado por determinados patrones nucleotidicos en la secuencia de
contexto del codén de parada. En este sentido, el objetivo se centrd en identificar
los elementos que acttian en cis e inducen la expresion de un compuesto extendido
mediante LCP.

5.1.1. Identificaciéon de eventos de LCP mediante perfiles ri-
bosomales

Con el objetivo de contrastar estas hipdtesis y obtener evidencias del mecanismo
de regulacion del proceso de recodificaciéon, se procesaron y analizaron los datos de
ARN-Seqy Ribo-Seqobtenidos a partir de embriones de D. melanogaster, de acuerdo
a lo detallado en el capitulo 4 (Datos y metodologia). Las lecturas de fragmentos
de ARNm capturados por ribosomas (footprints) se mapearon contra el genoma
completo de D. melanogaster usando el software TopHat, y se cuantificé la densidad
de ribosomas asociada a lo largo de cada transcripto. Esta técnica permite identificar
con alta precision qué regiones de ARNm se traducen, y cuantificar la traduccion a
nivel de genoma completo. En esta tesis se elaboraron perfiles de densidad ribosomal
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para 6739 transcriptos. Posteriormente, se estimo la tasa de fuga ribosomal asociada
a cada codon de parada. A fin de reconocer los posibles factores que inducen la
LCP, se analiz6 la influencia de los nucleétidos en diferentes posiciones cercanas
al codén de parada original, determinando aquellos que presentan un sesgo de uso
entre grupos de transcriptos con altas tasas de LCP y aquellos que no la presentan.
Finalmente, mediante un enfoque de modelos predictivos, y usando la informacion
de distintas posiciones de la secuencia contexto, se evalué el rol de tales posiciones
en funcién de la tasa de fuga.

La evaluacién exhaustiva de las regiones 3’ UTR de dichos perfiles permitié
identificar y caracterizar 1176 transcriptos con probables eventos de LCP, lo que
equivale a un 17,45 % de los ARNm analizados. Se evidenci6 incluso la existencia de
dobles y triples eventos de LCP sobre diferentes codones de terminacién en un mis-
mo transcripto. Se reconocieron, ademas, presuntas extensiones de LCP que no eran
tales, entre las que se encuentra la secuencia del transcripto FBtr0088262, errénea-
mente caracterizado previamente por |Jungreis et al.|(2011) y Dunn et al.[(2013).
La cantidad de nuevos eventos de LCP encontrados en este trabajo supera los 350
candidatos reportados originalmente en embriones y células S2 de D. melanogaster
(Dunn et al., 2013)), entre los que se incluyen 43 casos previamente detectados en
base al enfoque filogenético (Jungreis et al., 2011).

5.1.1.1. Analisis de sintenia y validaciéon por espectrometria de
masa

Para profundizar y ampliar el anéalisis, buscamos ademas otras formas de evi-
denciar los eventos de LCP sefialados por el estudio de los perfiles ribosémicos. En
primera instancia, las extensiones peptidicas comprendidas entre el codén de parada
anotado y el siguiente codén de parada en el mismo marco de lectura, fueron someti-
das a un anélisis de sintenia para evaluar el grado de conservacién filogenética. La
comparacién por alineamientos multiples de las secuencias extendidas por LCP re-
flej6 un elevado porcentaje de similitud con secuencias correspondientes a diferentes
especies del género Drosophila, especialmente D. yakuba, D. sechellia, D. simulans,
D. suzukii, D. mauritiana y D. erecta. Esto demuestra que dichas extensiones se
encuentran conservadas en el genoma del género Drosophila. Incluso, presentamos
un caso en el cual la extension peptidica esta presente en la regién codificante de un
gen homologo, sugiriendo que la funcion biologica también se encuentra conservada.
Asi, la homologia existente entre las secuencias extendidas en Drosophila indicaria
que la traduccion de las mismas confiere funciones concretas que podrian modi-
ficar y/o regular diferentes funciones de las proteinas traducidas canénicamente.
Ademas, la expresion coordinada de transcriptos con LCP provenientes de genes
relacionados en el estadio temprano de embriones de Drosophila, sugiere la posibil-
idad de la presencia de genes vecinos que comparten secuencias reguladoras, cuya
funcionalidad es ampliamente desconocida hasta ahora. En este sentido, estudios
anteriores establecieron que la bisqueda computacional de homologia con dominios
conocidos de proteinas sugiere la funcién codificante de proteinas en las regiones
con LCP (Sato et al.l [2003; |Jungreis et al., [2011).

En concreto, nuestros resultados se condicen con los hallazgos de [Jungreis et
al.| (2011)), confirmando la utilidad del criterio establecido para establecer casos de
LCP en base al estado de conservaciéon de la extension. Dado que la conservaciéon
sinténica garantiza la homologia entre las secuencias contrastadas, constituye una
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evidencia de su funcionalidad y un aporte valioso para la validaciéon de nuevos genes.

El anélisis de las extensiones a través de bases de datos obtenidas por medio
de espectrometria de masa permitié la confirmacién experimental de tres nuevos
casos de LCP, determinando ademaés, que este mecanismo de traducciéon alternativa
es eficiente para producir proteinas funcionales, y que las mismas son detectables
a nivel de espectros caracterizados. De manera similar a lo realizado previamente
(Jungreis et all 2011)), las extensiones evaluadas por espectrometria de masa en
el presente estudio fueron contrastadas con espectros provenientes de extractos
proteicos obtenidos por Brunuer et al.| (2007) (disponibles en la base de datos
Peptide Atlas). Los péptidos validados en este trabajo corresponden a fragmentos
de proteinas similares caracterizadas en D. melanogaster, tales como la isocitrato
deshidrogenasa (Idh), enzimas asociadas al metabolismo de oligosacaridos y a la
metilaciéon de histonas. Las secuencias peptidicas de dichos fragmentos reflejaron
un alto grado de identidad con secuencias asociadas al mismo gen codificante de la
proteina convencional. Con respecto a los fragmentos peptidicos identificados por
espectrometria, tanto en la extension del transcripto como en el espectro correspon-
diente, no se encontraron similitudes significativas. En este sentido, se infiere que
dichos fragmentos de secuencia no estarian conservados entre especies del mismo
género. Sin embargo, ampliando la informacién con secuencias de otras especies de
Drosophila, podria evaluarse si existe conservaciéon a nivel de género.

5.1.1.2. Analisis de enriquecimiento genético

Al analizar la ontologia de la lista de genes vinculados a los transcriptos can-
didatos a ser blancos traduccionales de LCP, se observaron funciones biologicas
asociadas principalmente al proceso de traduccion. En particular, existe una mar-
cada tendencia de genes con LCP en el codon TAA que muestran actividad en
procesos relacionados con la traduccién y la actividad de ribosomas. Este fenémeno
se observa también en genes con el codén TAG, aunque en menor proporcion. El
anélisis ontologico de expresion diferencial determino ademas, que los genes vincu-
lados a transcriptos con LCP se asocian a procesos biologicos diferentes en funcion
del tipo de codoén de parada recodificado. En este sentido, el proceso de traduccion
se vio ampliamente representado en transcriptos con codén de terminacion TAA.

Como futuro andlisis complementario, se sugiere comparar la ontologia génica
de los candidatos aqui analizados con la lista de 483 genes asociados a LCP anotados
en FlyBase, a fin de corroborar si existen similitudes en las funciones afectadas por
este mecanismo en ambos conjuntos. Dado que los transcriptos susceptibles de sufrir
LCP presentados en esta tesis no estan atun contemplados en FlyBase, creemos que
este singular fenémeno no es atipico en los genomas eucariotas, y coincidimos con
la opinién de otros autores en que su ejecuciéon programada posibilita el incremento
de la versatilidad funcional de los proteomas y controla la proporcion de isoformas
de proteinas con diferente localizaciéon o funcion (Beier) 2001} [Touriol et al., |2003;
von der Haar y Tuite, 2007; Namy y Rousset], 2010; [Dunn et al. 2013} Ribas de
Pouplana et al., 2014]).
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5.1.2. Estudio de factores determinantes de LCP en la se-
cuencia contexto

Ademaés de las estrategias de genémica comparativa, varias lineas de evidencia
sostienen que la recodificacion de proteinas observada durante la traduccion es el
resultado de la lectura del codén de parada, en lugar de mecanismos alternativos.
Al respecto, en el trabajo de Jungreis et al. (2011) se proporciona una estimacion
independiente del nimero de genes con LCP en D. melanogaster. A partir de su
anilisis de la informacién de la secuencia de 283 transcriptos susceptibles a LCP,
propusieron que este fenémeno podria ser inducido por un sesgo en la distribucién
de nucleotidos en el marco de lectura cadena abajo del codén de parada, en lugar
de ser consecuencia del azar u otros mecanismos. En este sentido, postulan también
que el contexto 4-nt del codén de parada admite la fuga del ribosoma y la con-
tinuidad de la traduccién. En base a que los contextos de terminacion eficiente son
los mas comunes en genes de mayor expresion, surge la premisa de que la frecuencia
de diferentes contextos podria ser un indicador de la eficiencia en la terminacion de
la traduccién (Bonetti et al., [1995).

En una segunda instancia de la investigacién desarrollada en esta tesis, se pro-
fundizo6 en el estudio de la secuencia de contexto asociada al codén de terminaciéon
en cada transcripto. Si bien estd comprobado que es posible reconocer eventos
genuinos de LCP funcional en algunos ARNm (Palma y Lejeunel [2021)), existe dis-
cordancia sobre cémo y cuando se producen. Por este motivo, en este trabajo nos
propusimos analizar la influencia de nucleétidos ubicados en diferentes posiciones
de la secuencia de contexto.

La evaluacion de las regiones 3° UTR mediante perfiles de densidad ribosomal
nos permitié identificar 1176 transcriptos con eventos probables de LCP. En fun-
cion de la tasa de fuga ribosomal (y >0.005) estimada sobre 1036 candidatos, se
determiné que estos eventos ocurren con una frecuencia de 23, 33 y 44 % para los
codones de parada TGA, TAG y TAA, respectivamente. De hecho, se observo que
la frecuencia de uso de codones de parada asociados a LCP es similar en la totalidad
de los transcriptos, indistintamente de si presentan o no este tipo de eventos. Este
resultado contrasta con lo reportado por Jungreis et al.|(2011), para quien el codén
TGA es el que se omite méas frecuentemente. Sin embargo, esto puede explicarse
en base al bajo indice RDI (Repertoire Dissimilarity Index) de dicho codon, el que
podria ser atribuido a la presencia de errores de traduccion. Dicho indice RDI per-
mite la cuantificacién de la variacion media entre repertorios en la utilizacién de
segmentos de genes (Lopez-Santibanez-Jacome et al.l [2019).

El estudio de la frecuencia de uso de nucleétidos adyacentes al codén de para-
da determin6 que existe un sesgo de uso preferencial hacia los nucledtidos C y G,
tanto en la posicién anterior como posterior a los codones TGA y TAG, lo que
coincide parcialmente con observaciones previas (Jungreis et al., 2011) que sefialan
que TGA-C es uno de los contextos de 4-nt utilizados con menor frecuencia en tran-
scriptos con terminacion eficiente. Por otro lado, de acuerdo con hallazgos anteriores
(Loughran et al., [2014} |Cridge et al., [2018} |[Jungreis et al., |2016|), observamos que
los eventos de LCP asociados al codén TGA presentan una densidad ribosomal més
elevada, indicando una mayor tasa de fuga ribosomal, particularmente con TGA-
C. La correlacién entre este incremento en la densidad ribosémica y la frecuencia
de uso del nucleétido inmediatamente posterior al codén de parada, sugiere que los
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eventos de LCP son programados, y que estan causados por un mecanismo implicito
asociado a la secuencia nucleotidica, en lugar de tratarse de meros errores durante
la decodificacion traduccional (Firth et all [2011; [Dunn et al.l 2013} Blanchet et al.|
2014; |Dabrowski et al., 2015)).

Con el fin de identificar patrones que puedan predecir eventos de LCP, en el pre-
sente trabajo se evalu6 exhaustivamente la influencia de los nucledtidos contenidos
en una amplia region de contexto respecto del codén de parada. Este andlisis fue
realizado con la medida de divergencia de Kullback-Leibler, la cual indica la presen-
cia de sesgos en el uso de los nucleétidos en cada posicién. Mediante este desarrollo,
encontramos altos valores de divergencia en varias posiciones distales cadena arriba
del codon de parada, muchas de las cuales son especificas de cada uno de éstos.
Por ejemplo, el codon TGA muestra elevada divergencia en las posiciones -2 y -12,
con una preferencia por el uso del nucledtido A (53.8% y 48.4 % respectivamente).
Las posiciones con un fuerte sesgo en el uso de un determinado nucleétido po-
drian indicar una marcada influencia en la ocurrencia de eventos programados de
LCP. Ademas, nuestro estudio demostré una importante frecuencia de uso para
los nucledtidos G o C (alrededor del 75 %) en la tercera base de varios codones en
transcriptos con el codén TAA. Esto supera la proporcién observada en las mismas
posiciones en el grupo control (60 %), y la frecuencia esperada por el uso uniforme
de los codones (50 %). Este notable sesgo difiere ampliamente del observado en el
codon TGA, lo que indica que los mecanismos de LCP operarian bajo patrones de
uso diferencial de nucledtidos especificos en posiciones distales para cada tipo de
codoén de terminacion; algo que no estaba contemplado en estudios previos (Jungreis
et al. 12011 Dunn et all |2013; Dabrowski et al., |2015).

En el caso de los transcriptos con el codén de parada TAG, la divergencia en
el uso de nucledtidos resulto ser generalmente menor que para los codones TAA y
TGA, y no mostr6 sesgos importantes en las posiciones adyacentes.

En el transcurso de esta investigacion propusimos un conjunto de modelos de
regresion que difieren en el tamano de la secuencia de contexto utilizada para hacer
la prediccién. El objetivo fue relacionar la influencia de tales nucleotidos en la tasa
de fuga de cada codén de parada en forma independiente, con el fin de corroborar
el rol de las posiciones mas relevantes identificadas por el anélisis de divergencia
de Kullback-Leibler. E1 modelo de regresiéon lineal nos permite la identificacion de
genes con LCP en genomas completos (Schueren et al., |2014). Este modelo fue
inicialmente desarrollado en el transcriptoma humano, bajo la hipétesis de que la
LCP es influenciada por el contexto de los seis nucledtidos anteriores y posteriores
al codon de terminacion. Con el objetivo de identificar la ubicacion de nucleédtidos
que puedan inducir la ocurrencia de eventos programados de LCP, el modelado
propuesto en nuestro trabajo compara la influencia de los nucleétidos en tres con-
textos de tamano diferente. En este sentido, el modelo que tiene en cuenta las 12
posiciones contiguas a cada codén de parada (6 anteriores y 6 posteriores) identifico
eventos de LCP en el 80 % de los transcriptos evaluados, pero present6 una elevada
fraccion de falsos negativos en todos los casos. El modelo que usa una secuencia de
contexto de 29 posiciones contiguas al codén de parada redujo considerablemente
la cantidad de falsos negativos obtenida por el modelo anterior, pero incrementa
la fraccion de falsos positivos. Esto demuestra que el tamano de las secuencias de
contexto utilizadas en funcién de un nimero fijo de secuencias de entrenamiento no
garantiza un poder predictivo fiable. Por otro lado, el modelo que sélo incluye las
posiciones con un alto valor de divergencia asociado al contexto de cada codén de
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parada con LCP (contiguo o no), fue efectivo al reducir significativamente la tasa de
falsos positivos y negativos con respecto a los otros dos modelos. De esta manera,
el uso de las posiciones més informativas sobre el nivel de divergencia dentro de
una secuencia de contexto, constituye un criterio novedoso y tutil para el desarrollo
de herramientas computacionales como la que aqui se presenta.

Finalmente, nuestros resultados demuestran que el anéalisis de divergencia puede
ser utilizado como criterio para seleccionar las posiciones méas informativas durante
el desarrollo del modelo. Nuestros resultados indican también que la velocidad a la
que ocurren los eventos de LCP podria estar regulada por un contexto mayor que
los propuestos por estudios anteriores (Jungreis et al., 2011} |Schueren et al.| [2014).
También es importante tener en cuenta la relacién entre el nimero de parametros
y el nimero de secuencias. Aunque esté claro que cuanto mayor sea el tamafio del
conjunto de entrenamiento, mejor serd el ajuste de pardmetros del modelo, este no
es el caso en relacién con el ntimero de parametros.

En conclusion, este estudio extenso y en profundidad de la relacion entre la may-
oria de las posiciones de nucleotidos y la tasa de fuga ribosémica, permite no solo
anotar un conjunto mas grande de genes sometidos a LCP, sino que también revela
mecanismos implicitos relacionados con la secuencia de nucle6tidos, que regulan los
eventos de LCP.

5.1.3. Conclusiones finales

En esta tesis se presenta la mayor cantidad de eventos de LCP identificados en
transcriptos de embriones de D. melanogaster hasta la fecha, asi como la expansiéon
de los modelos propuestos para la evaluaciéon de la secuencia de contexto al codén
de terminacion. Ademas, se sugiere el calculo de la frecuencia de uso de los codones
de parada y la divergencia en el sesgo de uso de los nucleétidos involucrados en este
mecanismo, como método para evaluar la forma en que se afecta la tasa de LCP.

En conjunto, hemos aplicado andlisis genémicos, transcriptémicos, filogenéti-
cos y moleculares para aportar a la comprensién de la recodificacién de codones
de terminacién durante el proceso activo de traduccién. Este trabajo ha permitido
una integracion de las técnicas de identificacion de eventos de LCP, a la vez que
ha ampliado significativamente las fronteras del conocimiento sobre la regulacién
intramolecular de este mecanismo, posibilitando ademas el planteo de nuevas pre-
guntas e hipétesis para proyectos futuros.

Los datos analizados y los resultados obtenidos durante la presente investigacién
apoyan firmemente la hipotesis planteada. De hecho, se demuestra que la mayoria
de los eventos de LCP generan productos funcionales y de caracter adaptativo, pre-
sentando signos de conservacion en la region traducida. Por lo tanto, los resultados
presentados respaldan las predicciones en favor de la LCP como un mecanismo de
lectura programado y funcional del codén de terminacién de la traduccion (von der
Haar y Tuite, [2007; |[Jungreis et al.l 2011; [Dunn et al., |2013; [Schueren y Thoms|
2016)); y en consecuencia, rechazan la afirmacion sobre la teoria del error postulada
por Bidou et al. (2010) y Li et al. (2019).






Capitulo 6

ANEXOS

ANEXO A: Técnica de perfil ribosémico para el anali-
sis de transcriptomas

En este anexo se resume el contexto del desarrollo de la técnica de perfil de
densidad de ribosomas, conocida en la literatura cientifica como Ribosome Profiling
0 Ribo-Seq. Esta técnica, empleada en el presente trabajo de tesis, identifica en
forma precisa las secuencias de ARNm que son leidas por los ribosomas durante el
proceso de sintesis de proteinas. Se basa en el analisis de datos de secuenciaciéon de
nueva generacion (NGS), donde la cantidad de cada proteina sintetizada se indica
por el nimero de ribosomas unidos simultdneamente a cada molécula de ARNm.

Secuenciacion de nueva generacidon: ARN-Seq y Ribo-Seq

Los estudios tradicionales de expresiéon génica in vivo eran realizados con mi-
croarrays basados en hibridacion del ARN aislado de polisomas, asi como el perfil
de traduccién a través de la purificacién por afinidad de ribosomas etiquetados
con epitopo. No obstante, aunque estos métodos son tutiles y complementarios, los
microarrays pueden incluir inconvenientes como artefactos de hibridacién cruzada,
mala cuantificacién de genes baja/altamente expresados, y la necesidad de cono-
cer la secuencia a priori. Debido a estos problemas técnicos, la transcriptomica
transicioné hacia métodos basados en la secuenciacién a escala gendémica; progre-
sando desde el secuenciamiento de Sanger de librerias de etiquetas de secuencias
expresadas (expressed sequence tags, EST), hasta los métodos quimicos basados en
etiquetas (por ej., analisis en serie de la expresion génica) (Wang et al., [2009).

Actualmente, un eficiente protocolo es la secuenciacién de nueva generaciéon
(Next Generation Sequencing -NGS of cDNA-), también llamado secuenciacién por
escopeta whole transcriptome shotgun sequencing (WTSS), empleado para analizar
el transcriptoma celular en continuo cambio. En particular, la secuenciacién de
traduccion de ARNm activa (ARN-Seq) revela la presencia y cantidad de ARNm
en una muestra bioldgica en un momento determinado; permitiendo identificar los
posibles transcriptos codificantes de proteinas, incluso aquellos no anotados. En
concreto, facilita la capacidad de analizar transcriptos de genes con empalme alter-
nativo, modificaciones post-transcripcionales, fusiones génicas, mutaciones/SNPs y
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cambios en la expresion génica. Ademaés de las transcripciones de ARNm, ARN-Seq
puede examinar diferentes poblaciones de ARN para incluir el ARN total (ARN pe-
quefio, miARN, ARNt) y analizar perfiles ribosémicos. Esta técnica también sirve
para determinar los limites exon/intréon y verificar o corregir los extremos 5’y/o
3’ UTR previamente anotados. Asi, la secuenciacion NGS ha permitido avances
en la caracterizaciéon de genes, transcriptos y su traduccién a escala genémica. La
aplicacién de renovados protocolos de ARN-Seq, como el perfil de densidad de ribo-
somas (Ribo-Seq), ha revelado que puede transcribirse hasta el 85 % de un genoma
de mamifero, en contraste con el 4 % de los genes anotados como codificantes de pro-
teinas (Mumtaz y Couso, [2015)); ampliando asi nuestra comprensiéon del potencial
codificador de proteinas de un genoma.

Perfil de densidad ribosomal: Ribo-Seq y Poly-Ribo-Seq

El perfil de densidad de ribosomas (del inglés: Ribosome Profiling), también
llamado secuenciacion de huellas de ribosomas (Ribosome Footprinting) o Ribo-Seq,
es una técnica desarrollada por Joan Steitz y Marilyn Kozak hace 50 anos; cuyo
método fue adaptado por Nickolas Ingolia y Jonathan Weissman para trabajar con
secuenciacion NGS (Ingolia et al., 2009). Histéricamente, el enfoque de Ribo-Seq
se basa en el descubrimiento de que el ARNm dentro de un ribosoma puede ais-
larse mediante el uso de nucleasas que degradan regiones de ARNm no protegidas.
Ademas, involucra la preparacion de bibliotecas de secuenciaciéon de alto rendimien-
to y el anélisis de datos en forma similar al ARN-Seq. Pero a diferencia de este,
que secuencia todo el ARNm presente en una muestra dada, el Ribo-Seq solo cap-
tura secuencias de ARNm unidas a ribosomas y protegidas por nucleasas durante
el proceso de decodificacion de la traduccion. El objetivo es determinar la posicion
de los ribosomas activos en todos los ARNm en una célula; y asi determinar cuéles
se traducen activamente en un momento particular, lo cual se denomina trans-
latoma (Ingolial 2014). Una técnica relacionada que también ayuda a determinar
qué ARNm son activamente traducidos, es el protocolo de purificacion por afinidad
del ribosoma de traduccion (TRAP) (Heiman et al.| 2014). TRAP no implica la
huella de ribosoma, pero proporciona informacién especifica del tipo de célula.

En sintesis, Ribo-Seq presenta una serie de utilidades para proporcionar infor-
macién sobre la expresién génica global. Sus principales ventajas son:

= Analisis de todo el genoma, sin requerir conocimiento previo del ARN o
los marcos de lectura abierta (ORF).

= Identificacion de regiones de ARNm traducidas: lo que permite cor-
roborar regiones codificantes con resolucién de un solo nucledtido (nt), rev-
elando una imagen instanténea con la ubicacién precisa de los ribosomas en
el ARNm. Ademas, al usar drogas especificas, el perfil de densidad ribosomal
puede identificar regiones iniciadoras de la traducciéon en ARNm o regiones
de elongacion (Michel y Baranov, 2013). Incluso pueden observarse sitios
de pausa dentro del transcriptoma en codones especificos (Buskirk y Green)
2017; |Andreev et al., |2017). Estos sitios de traduccion lenta o pausada se
demuestran por un aumento en la densidad de ribosomas, y dichas pausas
podrian vincular proteinas especificas con sus funciones dentro de la célula
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(Tagolial 2010,

= Observacion del plegado de péptidos nacientes: el acoplamiento de per-
files ribosomales con el factor de transcripcion vinculante ChIP (cromatina-
inmunoprecipitaciéon) podria dilucidar como y cudndo se pliegan las protei-
nas recién sintetizadas . Usando las huellas proporcionadas
por Ribo-Seq (footprints), se puede purificar ribosomas especificos asociados
con factores como chaperonas; pausar el ribosoma en puntos especificos -
permitiéndole traducir un polipéptido a lo largo del tiempo-, y exponer los
diferentes puntos a una chaperona. Precipitar utilizando ChIP purifica estas
muestras y puede mostrar en qué momento se esta plegando el péptido (In-

ol 2014).

= Medicién de la sintesis proteica y sus reguladores: Ribo-Seq también
cuantifica las frecuencias relativas con las que se traducen diferentes regiones
de transcriptos, por lo que refleja la tasa de sintesis de proteinas mas de cerca
que los niveles de ARNm. Esto se logra alterando inicialmente las proteinas
que se unen al ARNm y utilizando perfiles ribosomales para medir la diferen-
cia en la traduccion (Andreev et all 2017). Estos ARNm alterados se pueden
asociar con proteinas cuyos sitios de unién ya han sido mapeados en el ARN,
para indicar la regulacion (Ingolial [2014; |Andreev et al., 2017).

Estos usos permiten identificar la ubicacién de los sitios de inicio de la traduc-
cién para determinar secuencias no-ATG, asi como la distribucién de los ribosomas
en un ARNm y su cinética de traduccion (Weiss y Atkins| [2011; Ingolial 2014;
Buskirk y Green| 2017). De hecho, esta técnica ha promovido investigaciones sobre
la conexién entre los sesgos de codones y las tasas de traduccién; asi como de las
formas alternativas de splicing para proporcionar una cobertura més amplia del
transcriptoma. También permite evaluar el potencial de codificacién de ORFs en el
genoma, especialmente aquellos no anotados o clasificados como regiones no codifi-
cantes en el transcriptoma (ncRNA), incluidos los extremos 5’y 3’ UTR y los ARN
largos (IncRNA) (Van Damme et al.| [2014; Mumtaz y Cousol 2015)). Asi, el uso de
perfiles ribosémicos ha ampliado el conocimiento de proteomas de diversos organ-
ismos (Ingolia et al., 2009, 2011; |Chew et al., 2013; Bazzini et al., |2014}; [Duncan y|
Mataj, 2014; [Smith et al., 2014), permitiendo nuevos analisis de traduccion a nivel
de genoma completo y la identificacion de eventos programados y generalizados de
lectura de codones de parada (LCP) en eucariotas (Dunn et al., [2013)), no predichos
por métodos filogenéticos.

No obstante, la aplicacion del perfil ribosémico fuera de secuencias traduci-
das canonicamente puede conducir a conclusiones diferentes (Chew et al., 2013;
|Guttman et all [2013). En este sentido, las desventajas mas importantes de este
método son que la iniciaciéon desde varios sitios dentro de un solo transcripto dificul-
ta la definicién de todos los ORFs, y que no proporciona la cinética de la elongacién
de la traduccién. El problema radica en que la huella ribosémica no siempre infiere
a la traduccion, ya que entre ellas pueden encontrarse enlaces ribosoma-ARNm no
productivos, asi como subunidades ribosomales 40S; los cuales no conducen a una
traduccion productiva (Aspden et al.l |2014} |Wilson y Masel, 2011). Por este moti-
vo, a fin de distinguir eventos genuinos de traduccién y descartar falsos positivos,
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éste método ha sido refinado en un protocolo alternativo denominado Poly-Ribo-
Seq para mejorar la naturaleza cualitativa y cuantitativa de los resultados. Este
ultimo incluye una mejora en la base bioquimica del Ribo-Seq para el estudio de
sORFs y ORFs canénicos mas largos, que en lugar de realizar perfiles de todos
los ARNm unidos a ribosomas, los efectia sobre fracciones polisomales. De este
modo, los ARNm unidos a ribosomas multiples y, por lo tanto, traducidos activa-
mente, pueden ser aislados y distinguirse de los ARNm unidos a ribosomas simples
y esporéadicos, o bien de subunidades ribosomales; supuestamente no productivos
(Aspden et al.| |2014). Cabe destacar que el perfil ribosémico es diferente del perfil
de polisomas, y aunque ambos estudian la asociacion de ARNm a ribosomas para
anélisis de translatomas, los datos que generan tienen niveles de especificidad muy
diferentes.

Procedimiento para la elaboracién de perfiles ribosomales:

En genética y bioquimica, la secuenciacion significa determinar la estructura
primaria de un biopolimero no ramificado. La secuenciacion da como resultado una
representacion simbolica lineal, conocida como una secuencia que resume sucin-
tamente gran parte de la estructura a nivel atémico de la molécula secuenciada
(Ingolia et al.l [2009). El perfil ribosémico (Ribo-Seq), aisla el ARN que esté proce-
sando el ribosoma para monitorear el proceso de traduccién. A continuacién, se
describe el procedimiento para la elaboracion de perfiles de densidad ribosomal, y
se esquematiza en la Fig.

Procedimiento:

= Lisar las células o tejidos y aislar las moléculas de ARNm unidos a los ribo-
somas (complejos de ARNm-ribosomas).

= Inmovilizar complejos. Comtnmente esto es realizado con la enzima ciclo-
heximida, pero se pueden emplear otros productos quimicos. La adicién de
harringtonina (un alcaloide que inhibe la sintesis de proteinas) hace que los
ribosomas se acumulen con precisién en los codones de inicio y ayuda a su
deteccion. También es posible prescindir de los inhibidores de traduccién en
condiciones de lisis incompetentes para la traduccion.

= Usando enzimas ribonucleasas, digerir el ARN no protegido por ribosomas.

= Aislar los complejos de ARNm-ribosoma utilizando centrifugacion de gradi-
ente de densidad de sacarosa, o columnas cromatograficas especializadas.

= Purificar la mezcla con fenol/cloroformo para eliminar proteinas.

= Seleccionar el tamano de los fragmentos de ARNm previamente protegidos.
= Ligar el adaptador 34 los fragmentos.

= Restar contaminantes conocidos de ARNr (opcional).

= Transcripciéon inversa de ARN a ADNc utilizando la enzima transcriptasa
inversa.

= Amplificar las hebras de manera especifica, utilizando dNTPs (desoxi-Nucleosidos
trifosfatos).
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= Obtener las secuencias de lectura (Sequence reads).

= Método de secuenciacion - Biblioteca de ADNc. Alinear la secuencia resul-
tante con la secuencia genémica para determinar el perfil traduccional.

Anexo B: Descripcién de softwares y formatos de
archivo utilizados

Este apartado hace una revisién de una serie de herramientas computacionales
del contexto de la secuenciaciéon de nueva generacién, que hemos utilizado para
desarrollar este trabajo de tesis. Se resumen las caracteristicas y mecanismos de
operacion de los programas empleados, entre los que podemos destacar herramientas
para indexar genomas, biisquedas de alineamientos en genomas, herramientas para
realizar anéalisis transcriptomicos cualitativos y/o cuantitativos.

Anexo B.1: Formatos de archivo

B.1.1 SAM

SAM son las siglas del formato de archivo Sequence Alignment/Map (Li et al.,
2009), actualmente el més utilizado para almacenar datos de alineacién. Es un for-
mato de alineacién genérico para almacenar alineaciones de lectura contra secuen-
cias de referencia, que admite lecturas cortas y largas (hasta 128 Mbp) producidas
por diferentes plataformas de secuenciacion. Es de estilo flexible, tamafio compacto,
eficiente en acceso aleatorio y es el formato en el que se publican las alineaciones
del Proyecto 1000 Genomas. Ya sea re-secuenciacién, transcriptoma o epitome, casi
todos los procesos generaran archivos SAM /BAM como paso intermedio, seguido de
un proceso de anélisis especial. Se trata de un formato delimitado por tabuladores,
consistente en una secciéon de encabezado (opcional) y una seccién de alineamien-
tos. De estar presente, el encabezado (header) se ubica antes de los alineamientos.
Las lineas de encabezado deben comenzar con @, mientras que las lineas de alin-
eamientos no. Cada linea de alineamiento contiene once campos obligatorios para
la informacién bésica del alineamiento, ademés de un namero variable de campos
opcionales para informacion adicional. Como ejemplo, la Fig. [6.2] muestra la posible
situacion de comparaciéon del genoma leido y de referencia. Las lecturas r001/1 y
r001/2 representan datos finales emparejados, r003 es una lectura quimérica y r004
es el resultado de la alineaciéon después de que se interrumpe la secuencia original.

Después de utilizar un software de comparacion especial, como BWA, BOWTIE2,
etc., el archivo SAM correspondiente es el siguiente, como se muestra en la Fig. [6.3}

Para interpretar el formato SAM, es necesario comprender los siguientes térmi-
nos y conceptos:

Encabezado del formato SAM: Cada linea del encabezado debe comenzar
con el caracter seguido de un codigo formado por dos letras. En el encabezado, cada
linea debe estar tabulada excepto las lineas que comiencen por. Con respecto a los
campos de cada linea, deben seguir la siguiente estructura: Etiqueta:Valor, donde
Etiqueta es una cadena de dos letras que define el contenido y el formato de Valor.
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Campo
QNAME
FLAG
RNAME
POS
MAPQ
CIGAR
RNEXT
PNEXT
TLEN
SEQ
QUAL

== O 00 O Uik W -

= o

Tipo
cadena
entero
cadena
entero
entero
cadena
cadena
entero
entero
cadena
cadena

Exp Regular/Rango

[-7A- |1, 255

[0, 2 16 - 1]

-0 +- <> - 1*

[0, 2 29 - 1]

[0,28-1]

*]([0 - 9] + [M IDN SHP X =|)+
= O+ -
0,229 - 1]

[229 +1,229-1]
*|A-Za-z= |+
[+

Descripciéon

Nombre de la consulta

Bandera de opciones

Referencia del nombre de la secuencia
Posicion de la primera base més a la izquierda
Calidad del Mapeo

Cadena CIGAR

Nombre de referencia del siguiente fragmento
Posicién el siguiente fragmento

Longitud de la plantilla

Fragmento de secuencia

Calidad de la secuencia

Tabla 6.1: En esta tabla se muestran los campos obligatorios del formato

SAM.

Bit
0x1
0x2
0x4
0x8
0x10
0x20
0x40
0x80
0x100
0x200
0x400

Descripciéon
La plantilla tiene multiples fragmentos de secuenciacién

Cada fragmento se alinea correctamente de acuerdo al alineador
Fragmento no mapeado/asignado
Siguiente fragmento en la plantilla no estd mapeado

SEQ esta inversamente complementada

SEQ del siguiente fragmento en la plantilla ha sido invertida
Primer fragmento en la plantilla
Ultimo fragmento en la plantilla
Alineamiento secundario

No ha pasado los controles de calidad
Duplicado PCR, o duplicado éptico

Tabla 6.2: Bits de la etiqueta FLAG.

Hay que indicar que las Etiquetas con letras mintsculas estan reservadas para los

usuarios finales.

Campos obligatorios de la seccion de alineamientos: La segunda parte
de un archivo SAM registra especificamente los resultados de alineacién de cada
lectura. Cada linea que representa a un alineamiento tiene 11 campos que son
obligatorios. Estos campos siempre deben aparecer en el mismo orden, aunque sus
valores pueden ser 0 o * (dependiendo del campo) si la informacién correspondiente
no esté disponible. La Tabla [6.1] resume los campos obligatorios del formato SAM.

= QNAME: Nombre de la consulta. Se considera que las lecturas y/o frag-
mentos que tienen idéntico QNAME provienen de la misma plantilla. Un
QNAME con * indica que la informacién no esta disponible.

FLAG: Bandera de opciones. Cada bit se explica en la Tabla

RNAME: Nombre de la secuencia de referencia de la alineacion. Si @SQ
esta presente en el encabezado, RNAME (si no *) debe estar presente en
una de las etiquetas SQ-SN. Si RNAME es *, no podemos hacer suposiciones
acerca de POS y CIGAR.
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Op BAM Descripcion

< mEHnZg -2

0 Coincidencia en la alineacion (puede ser una coincidencia o no)
Insercion en la referencia

Borrado de la referencia

Se omite la regiéon de la referencia

Recorte suave (recorta las secuencias presentes en la SEQ)
Recorte duro (recorta las secuencias no presentes en la SEQ)
Relleno

Coincidencia en la secuencia

Desajuste en la secuencia

0O Uik Wi

Tabla 6.3: Operaciones CIGAR.

POS: Posicién de la primera base mas a la izquierda de la asignacién. La
primera base en una secuencia de referencia tiene la coordenada 1. POS vale
0 en el caso de tener una lectura no asignada sin coordenada. Si POS es 0,
no podemos hacer suposiciones acerca de RNAME y CIGAR.

MAPQ: Calidad del Mapeo. Es igual a -10 log 10 P r, redondeado al entero
més préoximo. Un valor de 255 indica que la calidad no est& disponible.

CIGAR: Cadena CIGAR. Las operaciones CIGAR se muestran en la Tabla
[6-3] (si no esta disponible usamos *).

- H solo puede estar presente en la primera/dltima operacion.

- S so6lo puede tener operaciones H entre ellos y el final de la cadena CIGAR.
- Para alineamientos entre mRNA y genoma, una operacién N representa
un intrén. Para otro tipo de alineamientos, la interpretaciéon de N no esta
definida.

- La suma de las longitudes de las operaciones M/I/S/=/X debe ser igual a
la longitud de SEQ.

RNEXT: Referencia al nombre del siguiente fragmento de secuencia en la
plantilla. Para el caso del tltimo fragmento, su siguiente seria el primer frag-
mento de la secuencia. Si estd incluida la etiqueta @SQ, RNEXT debe estar
presente en alguna de las etiquetas SQ-SN (si no debe aparecer * o =). Este
campo viene denotado por * cuando la informacién no esta disponible, y con
-cuando RNEXT es idéntico a RNAME. Si este campo no es -z el siguien-
te fragmento en la plantilla tiene una asignacién primaria, este campo es
idéntico a RNAME del siguiente fragmento. Si el siguiente fragmento tiene
multiples asignaciones primarias, no podemos asumir nada acerca de RNEXT
y PNEXT. Si RNEXT es *, no podemos asumir nada acerca de PNEXT y el
bit 0x20.

PNEXT: Posicién del siguiente fragmento dentro de la plantilla. Cuando no
hay informacion no disponible aparecerd un 0. Este campo es igual al campo
POS del siguiente fragmento. Si PNEXT es 0, no podemos hacer suposiciones
acerca de RNEXT y el bit 0x20.

TLEN: Longitud de la plantilla. Si todos los fragmentos se asignan a la
misma, referencia, TLEN es igual al numero de bases desde la base més a la
izquierda hasta la méas a la derecha.
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= SEQ: Fragmento de secuencia. Este campo puede valer * cuando la secuencia
no se ha almacenado. Si tenemos contenido diferente a *, entonces la longitud
de la cadena debe ser igual a la suma de las longitudes de las operaciones
M/1/S/=/X en CIGAR. Un signo = indica que la base es idéntica a la base
de referencia.

= QUAL: Hace referencia a la calidad que tiene cada una de las componentes
de la secuencia. Para méas informacién ver la seccién que habla del formato
FASTQ.

Campos opcionales en la seccion de alineamientos: Excepto por la infor-
macion necesaria en las 11 columnas anteriores, las otras columnas son informacién
adicional personalizada por un software de comparacion diferente, que se llama
“Etiqueta” (Tag). El formato de la etiqueta es generalmente Etiqueta:Tipo:Valor
(Tag:Type:Value), donde la etiqueta es una cadena de dos caracteres de la for-
ma [A-Za-z|[A-Za-z0-9]. Cada etiqueta solo puede aparecer una Gnica vez dentro de
una linea de alineamiento. Una etiqueta que esté en letras mintsculas esta reservada
para usuarios finales. En cada campo opcional, “Tipo” es una letra sola (sensible a
mayusculas y minusculas) la cual define el formato del “Valor”. El siguiente ejemplo,
NM:i:4 MD:Z:1C53C22G69G1 AS:i:136 XS:i:0, introduce algunas de las etiquetas
mas comunes; donde:

- NM: editar distancia

- MD: posiciones / bases no coincidentes

- AS: puntuacién de alineacién

- BC: secuencia de codigo de barras (secuencia de codigo de barras)
- XS: puntuacién de alineacién suboéptima

B.1.2 BAM

El formato BAM (Binary Alignment/Map) es la version binaria comprimida
del formato SAM, y mantiene exactamente la misma informacion. BAM esta com-
primido por la biblioteca genérica BGZF (Li et al., 2009). Es una representacion
compacta e indexable de las secuencias de alineamientos. Muchas herramientas de
NGS trabajan con los formatos SAM/BAM, por lo que es un formato importante.
Al ser BAM un formato binario, no es posible visualizarlo con un editor de texto.
Para poder ver el contenido, debemos de convertir el archivo BAM a un archivo
SAM, que si es posible verlo con un editor de texto plano. El comando para con-
vertir un archivo BAM a un archivo SAM es el siguiente:

./samtools view -S -b -0 archivo.bam archivo.sam

Para més informacién, el formato BAM se detalla en el sitio web http://
genome.ucsc.edu/goldenPath/help/bam.html.

B.1.3 FASTQ

La extension de archivo FASTQ es un formato de texto plano para almacenar
tanto secuencias biolégicas (principalmente de nucleétidos), como los valores de
calidad asociados a cada base. Tanto la base como la calidad estan codificados con
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un unico caracter ASCII (American Standard Code for Information Interchange).
Consiste en una extension del formato FASTA, desarrollado para almacenar la
salida de instrumentos de secuenciaciéon de alto rendimiento.

Formato: generalmente, un archivo FASTQ usa 4 lineas por cada secuencia:

= La primera linea contiene la informacién de la secuencia, comienza con un
caracter “@Q” (encabezado o Header) y le sigue un identificador de secuencia
y opcionalmente una descripcion (como en el caso del formato FASTA). Si
son datos crudos contiene informacién del secuenciador que identifica esa
secuencia y el par de lecturas; si son datos ya procesados en SRA contiene
una descripcion de la secuencia.

= La linea 2 contiene todo el contenido de la secuencia sin procesar (las bases
nucleotidicas).

= La linea 3 comienza con el caracter “+”, y opcionalmente es seguido por el
identificador de la secuencia que encontramos en la linea 1 (Header).

= La linea 4 codifica los valores de calidad de secuenciacién asociados a cada
base de la secuencia de la linea 2. Debe contener el mismo ntimero de simbolos
que letras en la secuencia, ya que cada letra o simbolo representa a una base
de la secuencia codificado en formato ASCII.

Un ejemplo de archivo FASTQ es el siguiente:

@SEQ_ID
GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT
+

PEA(C**4) % % %o++) (% % % %). 1¥+*-+4+%7) ) ¥*55CCF>>>>>>CCCCCCC65

La informacién de calidad se codifica en ASCII porque esto permite codificar
un valor de calidad en un solo caracter. Por lo tanto las lineas 2 y 4 tienen el mismo
nimero de caracteres. El byte que representa la calidad va de 0x21 (calidad maés
baja, “I” en ASCII) a Ox7e (calidad maés alta, “ ” en ASCII). Para mas informacion
acceda al sitio web http://www.phrap.com/phred/.

B.1.4 GFF

El formato de archivo GFF o “Formato de caracteristicas generales” (del inglés
General/Genomic Feature Format) sirve para representar caracteristicas genéticas
con una funcién anotada (gen, ARNm, ARNr, ARNt, etc). En este formato, ca-
da linea est& asociada a una caracteristica y consta de nueve campos obligatorios
(columnas) separados por tabulaciones, més lineas de definicién de pista opcionales.
Si estos campos se separan por espacios en blanco, en vez de tabuladores, pueden
aparecer errores a la hora de mostrar la informacién. Todos los campos excepto el
final de cada linea deben contener un valor, las columnas “vacias” deben indicarse
con un “.”

Para mas informacién acerca del formato GFF, acceder al sitio oficial http://www.
sanger.ac.uk/resources/software/gff.
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A continuacion se incluye una breve descripcion de los campos del formato GFF:

< seqname > El nombre de la secuencia o cromosoma. Es importante que este
campo sea uno que se use dentro de Ensembl, es decir, un nombre de cromosoma
estandar o un identificador de Ensembl como un ID de andamio, sin ningin con-
tenido adicional como especies o ensamblaje.

< source > Nombre del programa que generd dicha informacién, o la fuente de
datos (base de datos o nombre del proyecto).

< feature > El nombre del tipo de caracteristica o funciéon (por €j., gen, variacion,
similitud). Algunos ejemplos de caracteristicas estandar son “CDS”, “start codon”,
“stop codon” y “ex6n”.

< start > Posicion de inicio en la secuencia. La primera base se numera como 1.
< stop > Ultima posicién en la secuencia.

< score > Puntuaciéon entre 0 y 1000, un valor de punto flotante. Hace referencia
a la tonalidad de gris que se usara para mostrar la informacion.

< strand > Orientacion de la hebra: “+” (forward) o “-” (reverse).

< frame > Si la caracteristica es un “exoén”; frame serd un nimero entre 0 y 2 que
representa el marco de lectura de la primera base: “0” indica que la primera base de
una caracteristica es la primera base de un codén, “1” indica que la segunda base es
la primera base de un codén, y asi sucesivamente. En caso contrario el valor deberé
ser “.’

< group > Todas las lineas de un mismo grupo son enlazadas juntas en un mismo
elemento.

Aqui vemos un ejemplo de un fragmento de archivo GFF:

track name=regulatory description=TeleGene(tm) Regulatory Regions chr22
TeleGene enhancer 1000000 1001000 500 + . touchl chr22 TeleGene promoter
1010000 1010100 900 + . touchl chr22 TeleGene promoter 1020000 1020000 800
- . touch2

B.1.5 GTF

Las siglas del formato de archivo GTF significan “Formato de Transferencia de
Genes” (del inglés Gene Transfer Format). Toma prestadas caracteristicas de GFF,
pero aniade una estructura adicional que garantiza una definicién por separado y un
formato de nombre. La estructura es como un archivo GFF, por lo que los campos
son:

<seqname><source><feature><start><end > <score><strand > <frame>[attributes]
[comments]

Aqui vemos un ejemplo simple con 3 exones traducidos, donde el orden de las
filas no es relevante:

381 Twinscan CDS 380 401 . + 0 gene id “001”; transcript id “001.1%;
381 Twinscan CDS 501 650 . + 2 gene id “0017; transcript id “001.17;
381 Twinscan CDS 700 707 . + 2 gene_id “001”; transcript _id “001.17;
381 Twinscan start codon 380 382 . + 0 gene id “001”; transcript _id “001.17;
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381 Twinscan stop codon 708 710 . + 0 gene id “001”; transcript id “001.17

Los espacios en blanco en el ejemplo son para facilitar la lectura. En GTF, los
campos deben estar separados por tabuladores, no por espacios en blanco.
A continuacién, se incluye una definiciéon mas detallada de cada uno de los campos
de un registro dentro de un archivo GTF:

< seqname > El nombre de la secuencia. Por lo general, este es el Id del cro-
mosoma o el Id del contig.
< source > Source debe ser una columna con una etiqueta dnica que indique de
donde vienen las anotaciones (por lo general de un programa de prediccion o una
base de datos publica).
< feature > Se requieren alguna de las siguientes caracteristicas: “CDS”, “start
codon” o “stop codon”. Las opciones “5 UTR”, “3 UTR”, “inter”, “inter CNS”, “in-
tron CNS” y “exon” son opcionales. Todas las demas seran ignoradas. Para més
informacion acerca de estas caracteristicas visite el sitio oficial de GTF: http:
//mblab.wustl.edu/GTF22.htmll
< start >< end > Entero que representa las coordenadas de inicio y fin relati-
vas a la secuencia nombrada por <seqname>. <start>debe ser menor o igual que
<end>. Los valores de <start>y <end>que se extiendan fuera de la secuencia de
referencia son técnicamente aceptables, pero se desalientan.
< score > El campo puntuacién indica el grado de confianza en la existencia de la
caracteristica asi como en las coordenadas. El valor de este campo no tiene escala
global, pero puede tener importancia relativa cuando el campo <source>indica la
prediccion del programa usado para crear dicha anotacién. Puede ser un ntmero
en punto flotante o entero, y no es necesario, puede ser reemplazado por un punto.
< strand > Contenido de la hebra.
< frame > Un 0 indica que la caracteristica comienza con un codén en la primera
base del sentido 5°. Un 1 significa que hay una base extra (la tercera base de un
codon) antes del primer codén entero, y un 2 significa que hay dos bases extras (las
bases segunda y tercera del codoén) antes del primer codén. Tenga en cuenta que
para la hebra inversa, la base mas cerca de la 5és la coordenada <end>.
atributes Una lista separada por punto y coma de pares etiqueta-valor, que pro-
porciona informacién adicional sobre cada caracteristica. Los nueve campos tienen
los mismos dos atributos obligatorios al final del registro:
- gene id value: Identificador tnico que identifica al gen. Si esta vacio, no hay gen
asociado al registro.
- transcript id value: Identificador tnico que identifica al transcrito. Si esta vacio,
no hay transcrito asociado al registro.
comments Los comentarios comienzan con una almohadilla (“#”) y contintian has-
ta el final de la linea. Pueden aparecer en cualquier parte del archivo, incluyendo
el final de un registro.

Anexo B.2: Softwares utilizados

B.2.1 SRA toolkit

El archivo de lectura de secuencias SRA (del inglés: Sequence Read Archive
-anteriormente conocido como Short Read Archive-) es una base de datos bioin-
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formatica que proporciona un repositorio publico de datos de secuenciacién de
ADN, especialmente las “lecturas cortas” generadas por la secuenciacién de alto
rendimiento, que suelen tener menos de 1000 pares de bases en longitud. Se trata
de un formato de intercambio definido por NCBI (National Center for Biotechnol-
ogy Information, https://wuw.ncbi.nlm.nih.gov/)) para datos de secuenciacién
de nueva generacion (NGS). Para NCBI, la sigla SRA significa “Secuencia de Refe-
rencia” (RefSeqGene, RefSeq). Cada experimento de metadata SRA (ntimero SRX
de acceso a SRA) es un resultado de secuenciacién tnico para una muestra es-
pecifica. A diferencia del repositorio publico GEO (Gene Expression Omnibus,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), que contiene archivos de datos de secuen-
cia procesados, el formato SRA contiene datos de secuencias sin procesar de tec-
nologias NGS, incluidas 454, IonTorrent, Illumina, SOLiD, Helicos y Complete Ge-
nomics. Ademaés de los datos de secuencias sin procesar, SRA almacena informacion
de alineacién en forma de ubicaciones leidas en una secuencia de referencia. Por este
motivo, en caso de enviar datos a NCBI, se requiere convertir cualquier formato
en el que estén (fastq, bam, etc.) a formato SRA usando una de las herramientas
de carga. Luego, cualquier persona puede descargar los datos de NCBI y extraerlos
en uno de los diferentes formatos que desee (ABI, fasta/qual, fastq). El kit de he-
rramientas SRA (SRA toolkit, http://ncbi.github.io/sra-tools/) es ttil para
operar directamente en ejecuciones SRA. Este software consiste en una coleccion de
herramientas y bibliotecas para usar datos en los archivos de lectura de secuencia de
INSDC, y puede descargarse desde el sitio https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra.
Ademas de SRA, los archivos de extension SDK de NCBI generan herramientas
de carga y descarga con sus respectivas bibliotecas para crear nuevas ejecuciones y
acceder a las existentes.

B.2.2 SAM tools

SAMtools es una biblioteca y un paquete de software para analizar y manipular
alineaciones cortas de lectura de secuencias de ADN en los formatos SAM (Sequence
Alignment/Map), BAM (Binary Alignment/Map) y CRAM (archivo columnar com-
primido), alojado en GitHub y disponible en http://samtools.sourceforge.net (Li et
al., 2009). Estos archivos se generan como salida mediante alineadores de lectura
corta como BWA. SAMtools proporciona utilidades para el procesamiento de alin-
eaciones, incluida la clasificacion, fusion, indexacion, extraccion de datos y gene-
raciéon de alineaciones en un formato por posiciéon; asi como el llamador de vari-
antes y la visualizacion de alineaciones. Puede convertir desde otros formatos de
alineacién, ordenar y fusionar alineaciones, eliminar duplicados de PCR, generar
informacién por posicién en el formato pileup, llamar a SNP y variantes cortas, y
mostrar alineaciones en un formato de texto. SAMtools permite trabajar directa-
mente con un archivo BAM comprimido, ya que este formato resulta mas eficiente
que SAM para el software). Ademés, dada la complejidad del formato de un archivo
SAM/BAM, que contiene lecturas, referencias, alineaciones, informacion de calidad
y anotaciones especificadas por el usuario, SAMtools reduce el esfuerzo necesario
para usar archivos SAM/BAM al ocultar detalles de bajo nivel. SAMtools tam-
bién puede abrir archivos en servidores FTP o HTTP remotos si el nombre del
archivo comienza con “ftp://”, “http://”, etc. SAMtools comprueba el directorio de
trabajo actual para el archivo de indice, y puede descargar el indice en caso de
ausencia; pero no recupera todo el archivo de alineacién a menos que se le solicite.
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Cada comando tiene su propia pagina de manual, el cual puede descargarse desde
http://www.htslib.org/doc/samtools.html.

B.2.3 Cutadapt

Los amplicones son fragmentos de ADN formados como producto de eventos de
amplificacion (natural o artificial), cuyas lecturas comienzan con una secuencia de
cebador. Las colas de Poli-A son ttiles para extraer ARN de una muestra, pero a
menudo no se desea que estén presentes en las lecturas a utilizar, siendo necesaria
una limpieza de datos para el procesamiento de una muestra. A su vez, las secuencias
de nucledtidos individuales (lecturas) producidas por las méquinas de secuenciacion
actuales alcanzan longitudes superiores a 100 pb. Al secuenciar ARN, las maquinas
inician desde el adaptador ligado al extremo 3’ UTR de cada molécula durante la
preparacion de la biblioteca. En consecuencia, las lecturas resultantes suelen ser mas
largas que el ARN secuenciado, dado que contienen la secuencia de la molécula de
interés y también partes del adaptador 3’. Este adaptador debe eliminarse durante
el analisis de dichos datos, antes de realizar un mapeo.

Otras herramientas de mapeo de lectura, como SOAP (version 1) (Li et al.,
2008), MAQ (Li et al., |2008)) y Novoalign (http://novocraft.com/) tambien recor-
tan adaptadores, pero solo para uso del respectivo programa. Asi, estos programas
resultan dificiles de usar o no ofrecen las funciones requeridas, en particular el so-
porte para datos de espacio de color. Como alternativa facil de usar, la herramienta
de linea de comandos independiente Cutadapt (https://cutadapt.readthedocs.
io/en/stable) (Martin, 2011), ayuda con estas tareas de recorte al encontrar y
eliminar las secuencias de adaptadores, cebadores, colas de poli-A y otros tipos de
secuencias no deseadas en lecturas de secuenciaciéon de alto rendimiento. Este soft-
ware admite variedad de formatos de archivo producidos por los secuenciadores,
como datos 454 o Illumina, y puede recortar correctamente las lecturas del espacio
de color (€j., secuenciadores SOLID).

Entre otras caracteristicas utiles, Cutadapt ofrece dos algoritmos de recorte de

adaptadores, y es compatible con FASTQ, FASTA. Produce resultados en formato
FASTA o FASTQ, y detecta automéaticamente la compresiéon gzip de los archivos
de entrada o salida. Cutadapt también puede modificar y filtrar lecturas de varias
maneras, dado que las secuencias de adaptador pueden contener caracteres comod-
in TUPAC. Ademas, se admiten las lecturas de extremos emparejados e incluso los
datos del espacio de color. Si se desea, también permite simplemente demultiplexar
los datos de entrada, sin eliminar las secuencias del adaptador.
En cuanto a su implementacion, Cutadapt esté escrito principalmente en Python,
pero para mayor velocidad, el algoritmo de alineacion se implementa en C como un
modulo de extensién de Python. El programa fue desarrollado en Ubuntu Linux,
pero probado también en Windows y Mac OS X, y funciona en otras platafor-
mas para las que Python esta disponible. El software Cutadapt, incluido su cédigo
fuente, viene predeterminado con un extenso conjunto de pruebas automatizadas
y esta disponible para descargar en http://code.google.com/p/cutadapt/, bajo los
términos de la licencia del MIT.

La Fig. esquematiza el recorte de un adaptador usando Cutadapt.
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B.2.4 Bowtie

Bowtie es un programa ultrarrdpido de mapeo de lecturas cortas contra secuen-
cias largas de referencia, y que posee una gestion de memoria eficiente (http://bowtie-
bio.sourceforge.net /index.shtml) (Langmead et al., 2009; Langmead y Salzberg,
2012). Consta de un sistema dirigido a alinear grandes conjuntos de cadenas cortas
de ADN, como lecturas de 50 y hasta cientos o miles de caracteres, con genomas rel-
ativamente largos (por €j., mamiferos) a un ritmo de 35 millones de lecturas por ho-
ra. Bowtie indexa el genoma de referencia usando una técnica de data-compression
basada en la transformada de Burrows-Wheeler (“The Burrows- Wheeler transform”)
(Burrows y Wheeler, 1994)), para mantener en la memoria una pequefia huella del
mismo. Esta estructura de datos de memoria eficiente permite a Bowtie buscar
lecturas en un genoma de mamifero empleando alrededor de 2 GB de memoria.
Por ejemplo, para el caso del genoma humano, el indice suele ocupar unos 2,2 GB
para la alineacién sin parejas, o 2,9 GB para la alineacion de parejas finales o una
alineacion por espacio de colores (Aleman Ramos| [2011). Para conseguir una mayor
velocidad en la alineacién se pueden emplear multiples procesadores en simulté-
neo. Ademas, Bowtie produce alineaciones en formato estandar de SAM, lo que le
permite trabajar con otras herramientas externas que soportan SAM, incluyendo
SAMtools consensus, SNP e Indel Callers.

Bowtie se ejecuta a través de la linea de comandos y es multiplataforma. Los
sistemas operativos soportados son: Windows, Mac OS X, Linux, y Solaris. El pro-
grama Bowtie puede obtenerse del sitio oficial http://bowtie-bio.sourceforge.
net/, donde pueden descargarse tanto los archivos fuente como los binarios eje-
cutables para cada plataforma, segun las versiones de arquitecturas Intel 1386 y
x86_ 64 (para procesadores de 32 y 64 bits respectivamente). Bowtie también se
usa como base para otras herramientas como son: TopHat, un mapeador de em-
palme RNA-Seq; Cufflinks, para montaje de isoformas y cuantificaciéon; Lighter,
para correccién rapida de errores; Crossbow, una herramienta computacional de
genotipado en la nube para re-secuenciaciéon de datos a gran escala; y Myrna, otra
herramienta informética en la nube para el cilculo de expresion diferencial de genes
en grandes conjuntos de secuencias de ARN. Es necesario aclarar que Bowtie no es
una herramienta de alineacién de propoésito general como son MUMmer, BLAST
6 Vmatch. El funcionamiento éptimo de Bowtie consiste en alinear lecturas cortas
en genomas grandes, aunque admite también secuencias de referencia arbitraria-
mente pequeiias, como amplicones (fragmentos de ADN formados como producto
de eventos de amplificacién natural o artificial), y lee cadenas de hasta 1024 bases.
Bowtie esta disenado para ser extremadamente rapido con conjuntos de lecturas
cortas donde:

- muchas de las lecturas cortas tienen al menos una alineacién, que es valida,
- muchas de las lecturas son de calidad relativamente alta,
- el numero de alineaciones reportadas por cada lectura es pequeno (cercano a 1).

La Fig. [6.5| muestra un esquema bésico de las tres fases delalgoritmo de Bowtie.
Si se desea que Bowtie soporte multithreading (opcion “-p”), deberemos tener insta-
lada en el sistema la libreria “pthreads”. Para compilar Bowtie sin “pthreads” (es
decir, desactivar “-p”) deberemos usar el comando make BOWTIE PTHREADS=0.
Para compilar Bowtie desde los archivos fuente se requiere un entorno similar a GNU
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que contenga GCC,; GNU Make y otras herramientas bésicas para compilar cédigo.
En las plataformas Linux y Mac es posible instalar Bowtie facilmente siguiendo las
instrucciones de la documentacion del proyecto. Para el caso de Windows, desde el
proyecto Bowtie se recomienda usar MinGW (o Cygwin), que emulan un sistema
GNU. En dicho caso es necesario instalar MSYS.

B.2.5 TopHat

TopHat es un programa que trata de alinear secuencias cortas de ARN dentro
de un genoma para identificar las uniones de empalme exon-exon (Trapnell et al.,
2009). Se basa en la alineacién ultra rapida de lecturas cortas de Bowtie para su
funcionamiento, por lo que su ejecucién requiere tener los ejecutables de Bowtie en la
variable path (bowtie, bowtie-inspect, bowtie-build). Otro requisito necesario para
el correcto funcionamiento de TopHat es tener la version 2.4 o superior de Python.
Ademas, las alineaciones de salida de TopHat usan el formato BAM, por lo que
se necesita instalar SA Mtools. TopHat es un software de fuente abierta y gratuito,
disponible en http://tophat.cbcb.umd.edu. Corre Gnicamente en Linux y OS X,
para hacerlo funcionar en Windows se requiere usar algin tipo de emulador.

Tradicionalmente, el método estdndar para determinar la secuencia de genes
transcritos ha sido la captura y secuenciamiento del ARNm usando etiquetas de
secuencia expresada (expressed sequence tags (ESTs) (Adams et all [1993), o se-
cuencias de ADN complementario largo (ADNc), usando tecnologia convencional de
secuenciamiento de Sanger. Durante la ultima década, el método RNA-Seq desarro-
llado para la secuenciaciéon del ARNm en una célula, aporté importantes ventajas
sobre el secuenciamiento tradicional de EST. Al utilizar tecnologias de secuenci-
amiento de ultima generacion (NGS), el protocolo de RNA-Seq puede muestrear
el ARNm con menor sesgo, generando millones de fragmentos de secuencia corta
en una sola ejecuciéon, cominmente 25-50 nt versus varios cientos de nucleétidos
con tecnologias més antiguas (Trapnell et al., 2009). Estos fragmentos, o “lecturas”
(reads), aportan mucha méas data por experimento, tutil como medida directa del
nivel de expresion génica. Asi, los experimentos de RNA-Seq no sélo capturan el
transcriptoma, sino que reemplazan las técnicas de microarrays y aportan mayor
resolucién en medidas de expresion a un costo comparable (Marioni et al.l [2008)).
Un paso critico en los anélisis con RNA-Seq es el mapeo de lecturas NGS al genoma
de referencia (en caso de que el transcriptoma esté incompleto), lo cual destaca dos
grandes objetivos: 1) la identificacién de nuevos transcritos en regiones cubiertas
en el mapeo; y 2) la estimacién de abundancia de transcriptos a partir de la pro-
fundidad de cobertura en el mapeo. Hasta entonces, las estrategias convencionales
de mapeo incluian procedimientos de alineacién disenados para localizar lecturas
Illumina o SOLID en exones conocidos del genoma. Pero debido a que las lecturas
de RNA-Seq son cortas y suelen expandirse de los limites del exdn, parte de ellas
no se mapean a la referencia, pudiendo determinar variantes de nuevos empalmes
de genes. Sin embargo, los softwares utilizados para alinear los datos de RNA-Seq
con un genoma se basan en uniones de empalme conocidas y no pueden identificar
nuevas uniones. Este problema se resolvié6 mediante el concatenamiento de exones
adyacentes conocidos, y luego creando fragmentos de secuencias sintéticas a partir
de los transcriptos empalmados. Aquellas lecturas que no se alinearon al genoma
pero que mapearon con estos fragmentos sintéticos representan evidencia de sitios
de empalme entre exones conocidos (Trapnell et al.; 2009). Incluso pueden detec-
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tarse sitios de empalme ab initio mediante la identificaciéon de lecturas que abarcan
uniones de exones, pero esto representa rigurosos cambios computacionales, espe-
cialmente con lecturas cortas. En este sentido, TopHat es un eficiente algoritmo de
mapeo de secuencias cortas de transcriptos, disenado para alinear las lecturas de
un experimento RNA-Seq con un genoma de referencia sin depender de sitios de
empalme conocidos. Es decir, TopHat identifica sitios de empalme ab initio medi-
ante el mapeo a gran escala de lecturas RNA-Seg; alineando primero las lecturas
sin uniones (aquellas contenidas dentro de los exones) al genoma de referencia, a fin
de identificar las uniones de corte y empalme ex6n-exén (Trapnell et al.l 2009). Al
haber sido construido sobre el programa de mapeo ultra-rapido de lecturas cortas
Bouwtie, el pipeline de TopHat es mucho méas rapido que los sistemas anteriores:
cartografia de casi 2,2 Millones de lecturas por hora de CPU, lo cual es suficiente
para procesar experimentos de RNA-Seq en menos de un dia en una computadora
estandar. A continuacion, la Fig. [6.6]ilustra el flujo de trabajo de TopHat utilizando
Bouwtie.

TopHat encuentra uniones sin utilizar anotaciones de referencia. En primer lu-
gar, mapea las secuencias cortas de ARN en el genoma; luego identifica exones
potenciales, ya que muchas secuencias cortas se alinearan de manera continua en el
genoma. Usando este mapeo inicial, TopHat construye una base de datos con todas
las uniones posibles, y a continuacién, mapea cada una de las lecturas con su posi-
ble unioén para confirmarlas. Actualmente, las maquinas de secuenciacién producen
lecturas cortas de 100 o méas pares de bases. Sin embargo, algunos exones son més
cortos que 100 pb, por lo que pueden perderse en el mapeo inicial. Para solucionar
este inconveniente, TopHat fracciona todas las lecturas de entrada en fragmentos
méas pequenos, y los mapea de forma independiente. Finalmente, vuelve a unir los
segmentos para poder producir las alineaciones. A la hora de generar la base de
datos de la uniones, TopHat hace uso de tres posibles fuentes de evidencias:

= La primera fuente son los emparejamientos de “islas de cobertura”, que se
localizan en distintas regiones de la pila de lecturas de la asignacién inicial.
Las “islas” vecinas son, a menudo, colocadas juntas en el transcriptoma; asi,
TopHat, busca la forma de unirlas con un intrén.

= La segunda fuente sélo es utilizada cuando TopHat se ejecuta con lecturas
de extremos emparejados. Cuando se lee un par proveniente de diferentes
exones de un transcripto, por lo general, se asignan bastante separados en
el genoma. Frente a una situacién de este tipo, TopHat trata de “cerrar” la
brecha entre ambos mediante la bisqueda de subsecuencias del genoma que
sean comparneras"de una longitud total igual a la distancia de la brecha.
Después, los intrones de la subsecuencia se anadiran a la base de datos que
genera TopHat.

= La tercera, y mas fuerte fuente de evidencias, se produce cuando dos segmen-
tos de la misma lectura se asignan lejos uno de otro, o cuando falla el mapeo
de un segmento interno. Con lecturas largas (de mas de 75 pares de bases),
los intrones “GT-AG”, “GC-AG” y “A-AC” se encuentran al principio. Con
cadenas cortas, TopHat solo informa, alineamientos con los intrones “GT-AG”.
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B.2.6 Cufllinks

Cufflinks es un software que ensambla alineamientos de lecturas de RNA-Seq en
transcriptos, calcula estimaciones de su abundancia y prueba la expresion diferen-
cial y la regulacion del transcriptoma (http://cufflinks.cbcb.umd.edu) (Trap-
nell et al., 2012)). Cufflinks se desarroll6 originalmente como parte de un esfuerzo
de colaboraciéon entre el Laboratorio de Biologia Matematica y Computacional, di-
rigido por Lior Pachter en UC Berkeley, el grupo de genémica computacional de
Steven Salzberg en el Instituto de Medicina Genética de la Universidad Johns Hop-
kins y el laboratorio de Barbara Wold en Caltech. El proyecto ahora es mantenido
por el laboratorio de Cole Trapnell en la Universidad de Washington. Cufflinks
es proporcionado bajo la licencia Boost aprobada por OSI. Se ejecuta tanto en
maquinas con sistema operativo Linux como Mac OS X. Est4 implementado en
C++ y hace un uso substancial de las librerias Boost, asi como de la libreria de
graficos LEMON, que fue lanzada por Egervdri Research Group on Combinational
Optimization (EGRES).

La secuenciacién de ADNc de alto rendimiento (RNA-Seq) puede revelar nuevos
genes y variantes de empalme, y ayuda a descubrir transcriptos en simultaneo y su
estimacion de abundancia, cuantificando asi la expresion de todo un genoma en un
solo ensayo. Sin embargo, esto requeriria algoritmos que no estén restringidos por
anotaciones genéticas previas y que tengan en cuenta la transcripcién y el empalme
alternativos, tales como el software Cufflinks. Este programa ayuda a comprender
la flexibilidad regulatoria y la complejidad de los transcriptomas, mejorando la
anotacion genomica (Trapnell et al., |2010]).

Para ensamblar los transcriptos, Cufflinks construye un pequefio conjunto de
transcritos a partir de las lecturas observadas en un experimento de secuencias de
ARN. Esto lo realiza reduciendo el problema de ensamblaje a un problema de em-
parejamiento maximo en grafos bipartitos. En esencia, Cufflinks implementa una
demostracion constructiva del Teorema de Dilworth (Dilworth, 1950) mediante la
construccién de una relacién de cobertura en las lecturas a alinear, y encontrando
un camino de cobertura minimo en el grafo aciclico dirigido de la relaciéon. Aunque
Cufflinks trabaja muy bien con lecturas de ARN desemparejadas, esta disenado para
trabajar con lecturas emparejadas. El algoritmo de ensamblaje se encarga explicita-
mente de manejar lecturas de extremos emparejados mediante el tratamiento de un
par determinado como un objeto tinico en la relacién de cobertura. La demostracion
del Teorema de Dilworth indica que se encuentra una cardinalidad maxima en el
grafo bipartito del cierre transitivo del DAG (Grafo Dirigido Aciclico). Sin embar-
g0, no necesariamente es Unica la maxima cardinalidad encontrada, lo que refleja el
hecho de que debido al tamafio limitado de los fragmentos de ADNc, no podemos
saber con certeza que los resultados de los eventos de splicing alternativo van de la
mano de los mismos transcritos (Aleman Ramos| 2011)). Cufflinks trata de encontrar
el conjunto correcto de transcriptos mediante la realizacién de un emparejamien-
to de coste minimo. El costo de asociar los eventos de splicing esta4 basado en la
puntuacion de “porcentaje de uniones” introducido en Wang et al.| (2008)). Este em-
parejamiento es ampliado a un camino minimo de cobertura del DAG, cada camino
representa un transcrito diferente. El algoritmo se basa en las ideas que hay detras
del algoritmo ShoRAH para la estimacién de la abundancia de halotipos en las
poblaciones virales (Eriksson et al.,[2008). El ensamblador también toma prestadas
algunas ideas introducidas en el algoritmo PASA para anotar genomas de EST y
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plena evidencia de la longitud del ARNm, descrito en Haas et al.[ (2003).

Herramientas del paquete Cufflinks:

Cufflinks retne transcriptos, estima su abundancia y prueba la expresion y
regulacion diferencial en muestras de RNA-Seq. Acepta las lecturas alineadas de
RNA-Seq y ensambla las alineaciones en un parsimonioso conjunto de transcriptos.
Luego, Cufflinks estima la abundancia relativa de estos transcriptos en funcion
de cuéntas lecturas son compatibles con cada uno, teniendo en cuenta los sesgos
en los protocolos de preparacion de la biblioteca. El paquete de herramientas de
Cufflinks incluye diversos componentes que informan el resultado en varios formatos
de archivo diferentes. Si bien algunos de estos son estandar, otros son unicos, y se
describen a continuacion:

Cufflinks: Cufflinks es tanto el nombre de un conjunto de herramientas como un
programa dentro de ese conjunto. El programa ensambla transcriptomas de datos
RNA-Seq y cuantifica su expresion.

Cuffcompare: Después de ensamblar un transcriptoma a partir de una o mas
muestras, probablemente querrd comparar su ensamblaje con las transcripciones
conocidas. Incluso si no hay un transcriptoma de “referencia” para el organismo que
estd estudiando, es posible que desee comparar los transcriptomas ensamblados a
partir de diferentes bibliotecas de RNA-Seq. Cuffcompare lo ayuda a realizar estas
comparaciones y evaluar la calidad de su ensamblaje.

Cuffmerge: Cuando tiene varias bibliotecas RNA-Seq y ha ensamblado tran-
scriptomas de cada una de ellas, le recomendamos que combine estos ensamblajes
en un transcriptoma maestro. Este paso es necesario para un anélisis de expresion
diferencial de las nuevas transcripciones que ha ensamblado. Cuffmerge realiza este
paso de fusion.

Cuffquant: La cuantificacion de la expresion de genes y transcripciones en mues-
tras de RNA-Seq puede ser computacionalmente costosa. Cuffquant le permite cal-
cular los perfiles de expresion de genes y transcripciones y guardar estos perfiles en
archivos que puede analizar posteriormente con Cuffdiff o Cuffnorm. Esto puede
ayudarlo a distribuir su carga computacional en un clister y se recomienda para
analisis que involucren més de un punado de bibliotecas.

Cuffdiff. La comparacién de los niveles de expresion de genes y transcripciones
en experimentos de RNA-Seq es un problema, dificil. Cuffdiff es una herramienta al-
tamente precisa para realizar estas comparaciones, y puede decirle no solo qué genes
estan regulados hacia arriba o hacia abajo entre dos o més condiciones, sino tam-
bién qué genes estdn empalmados diferencialmente o estdn experimentando otros
tipos de regulacién a nivel de isoforma.

Cuffnorm: A veces, todo lo que desea hacer es normalizar los niveles de expresion
de un conjunto de bibliotecas RNA-Seq para que estén todos en la misma escala,
facilitando los anélisis posteriores como el agrupamiento. Los niveles de expresion
informados por los Gemelos en unidades FPKM generalmente son comparables
entre muestras, pero en ciertas situaciones, la aplicaciéon de un nivel adicional de
normalizacion puede eliminar las fuentes de sesgo en los datos. Cuffnorm normaliza
un conjunto de muestras para que estén en escalas tan similares como sea posible,
lo que puede mejorar los resultados que obtiene con otras herramientas posteriores.
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Flujo de trabajo de Cufflinks:

El conjunto de herramientas Cufflinks se puede usar para realizar varios tipos
de analisis diferentes para los experimentos RNA-Seq. La suite de Cufflinks in-
cluye una serie de programas diferentes que trabajan juntos para realizar estos
analisis. El flujo de trabajo completo, que realiza todos los tipos de andlisis que
puede ejecutar Cufflinks, se resume en el grafico de la Fig. [6.7] extraido del ma-
nual de uso del programa, disponible en el sitio web oficial: http://cole-trapnell-
lab.github.io/cufflinks/manual/. El lado izquierdo ilustra el flujo de trabajo clasi-
co de RNA-Seq, que incluye el mapeo de lectura con TopHat, el ensamblaje con
Cufflinks y la visualizacién y exploraciéon de los resultados con CummeRbund. Se
introdujo un nuevo worfklow més avanzado con la version 2.2.0 de Cufflinks, y se
muestra a la derecha. Ambos siguen siendo compatibles. Para mayor detalle sobre
el flujo de trabajo clasico se recomienda leer el documento de protocolo.

B.2.7 SearchGui y Peptide-Shaker

La identificacién y cuantificaciéon de proteinas por espectrometria de masa es
una técnica estandar en el campo de la proteémica, que se basa en los motores de
buisqueda para realizar las identificaciones de los espectros adquiridos (Vaudel et al.,
2011). Un paso vital consiste en analizar espectros de masa generados experimen-
talmente para identificar las secuencias peptidicas subyacentes para su posterior
mapeo a las proteinas de origen (Barsnes y Vaudel, |2018]). En este sentido, existe
una interfaz de usuario grafica facil de usar, liviana y de cddigo abierto llama-
da SearchGUI (http://searchgui.googlecode.com) (Vaudel et al., 2011), para
configurar y ejecutar los motores de busqueda OMSSA y X!Tandem disponibles
simultdneamente; asi como para toda busqueda e identificaciéon en proteémica y los
motores de novo més frecuentemente utilizados. La interfaz de la linea de comandos
para SearchGUI, conocida como SearchCLI, hace posible ejecutar todos los motores
de busqueda y algoritmos de novo compatibles con SearchGUI utilizando una so-
la linea de comandos. SearchCLI busca archivos de espectro de acuerdo con los
parametros de busqueda usando X!Tandem, MS-GF+, MS Amanda, MyriMatch,
Comet, Tide, Andromeda, OMSSA, Novor y DirecTag. Tenga en cuenta que los es-
pectros deben proporcionarse en el formato de Archivo Genérico de Mascot (mgf).
Para la conversion de archivos de espectro, se recomienda usar msConvert, parte de
Proteo Wizard. SearchGUI se ha convertido en un componente central en numerosos
flujos de trabajo de bioinformaética (Barsnes y Vaudell 2018)). Disponible de forma
gratuita con la licencia Apache2 permitida, SearchGUI es compatible con Windows,
Linux y OS Vaudel2011.

La proteémica de shotgun se basa en la asignacién de un gran nimero de es-
pectros de péptidos teodricos derivados de una base de datos de secuencias. Se han
desarrollado varios motores de biisqueda para esta tarea, cada uno con sus propias
ventajas e inconvenientes. La busqueda llevada a cabo mediante comparaciéon de
péptidos en concordancia de espectro, genera dos archivos que contienen los pépti-
dos concordados por OMSSA y X!Tandem para cada espectro, llamados péptidos
con comparaciones de espectro (PSMs). A partir de estos, necesitamos encontrar
los péptidos y proteinas identificados. Esa es la tarea de Peptide-Shaker (http:
//peptide-shaker.googlecode.com) (Vaudel et all[2015), disponible también en
forma gratuita. Peptide-Shaker consiste en un motor de busqueda de plataforma
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independiente, recomendado para la visualizacién, analisis e identificacion de pép-
tidos y proteinas resultantes de multiples motores de busqueda. En Peptide-Shaker,
las proteinas se marcan con cuatro colores: verde, amarillo, naranja y rojo. Es
necesario tener en cuenta que las protefnas en un grupo proteico se pueden unir
a diferentes genes o cromosomas. La eleccion de uno u otro puede, por lo tanto,
impactar fuertemente la interpretacion biologica de los resultados. Peptide-Shaker
siempre elige la proteina con la mejor evidencia segtin la base de datos UniProt;
por cuanto se recomienda el uso de éstas para beneficiarse de una anotaciéon de
proteinas completa.

La Fig. [6.8 muestra la visualizacion de resultados de Peptide-Shaker para el
analisis de péptidos por espectrometria de masa. La base de datos de secuencia se
selecciona en SearchGUT y se configuran los parametros de bisqueda, lo que permite
buscar datos con multiples algoritmos de software de identificacién. Los resultados
de la busqueda se procesan, combinan, interpretan y muestran en Peptide-Shaker.

B.2.8 FlyEnrichr

El anélisis de enriquecimiento es un método popular para analizar conjuntos
de genes y/o proteinas generados por experimentos de genoma completo. Los pro-
ductos génicos expresados diferencialmente en las células de los organismos nece-
sitan ser analizados para conocer sus funciones colectivas, a fin de extraer nuevos
conocimientos. Una vez que se generan listas no sesgadas de genes o proteinas a
partir de tales experimentos, estas listas se utilizan como entrada para el enriquec-
imiento informético con listas existentes creadas a partir de conocimientos previos
organizadas en bibliotecas de conjuntos de genes. El software FlyEnrichr (Chen et
al., 12013; [Kuleshov et al.l 2016)) es un conjunto de herramientas para el andlisis de
enriquecimiento de conjuntos de genes de las moscas de Drosophila. Se trata de una
aplicacion integrada del software interactivo y colaborativo de acceso abierto En-
richr, disponible gratuitamente en (https://amp.pharm.mssm.edu/FlyEnrichr/
enrich). Enrichr incluye diversas bibliotecas de conjuntos de genes para organis-
mos modelo, disponibles para su andlisis y descarga. Este software también puede
integrarse en cualquier herramienta que realice andlisis de listas de genes, de modo
que constituye un enfoque alternativo para clasificar términos enriquecidos, y var-
ios enfoques de visualizacion interactiva para mostrar resultados de enriquecimiento
utilizando la biblioteca de JavaScript (como se esquematiza en la Fig. (Chen
et al., 2013). En general, Enrichr es un recurso completo para conjuntos de genes
seleccionados y un motor de biusqueda que acumula conocimiento biolégico para
futuros descubrimientos biolégicos (Kuleshov et al., |2016)).

B.2.9 Mathematica

Wolfram Mathematica es un sistema informatico técnico moderno, utilizado
en areas cientifico-técnicas de ingenieria, matematica y computacién; incluidas las
redes neuronales, el aprendizaje automatico, el procesamiento de iméagenes, la ge-
ometria, la ciencia de datos, las visualizaciones y otros. Fue concebido en 1988 por
Stephen Wolfram y desarrollado por la compaiiia Wolfram Research de Champaign,
Hlinois (https://www.wolfram.com) (Wolfram| 2005). Se trata de un sistema de
algebra computacional, que integra un poderoso lenguaje de programaciéon mul-
tiproposito, denominado Wolfram Language (Auerbachl 2014). Posee bibliotecas
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integradas para varias areas de la computacion técnica que permiten el calculo sim-
bélico, la manipulacion de matrices, las funciones de trazado y varios tipos de datos,
la implementacién de algoritmos, la creaciéon de interfaces de usuario y la interfaz
con programas escritos en otros lenguajes de programacion. El software Mathemat-
ica utiliza la interfaz de cuaderno de Wolfram, el cual le permite organizar todo
lo que haga en cuadernos enriquecidos que incluyen texto, cédigo ejecutable, gra-
ficos dinamicos, interfaces de usuario y més. Mathematica puede utilizarse como
una calculadora convencional, aunque con una importante precisién en el calculo.
Las operaciones se realizan en forma exacta o bien aproximada (con el grado de
precision que queramos).



118 CapriTuLo 6. ANEXOS
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Figura 6.1: Esquema del protocolo de Ribo-Seq o Poly-Ribo-Seq para la elab-
oracion de perfiles de densidad ribosomal. A) Ilustracion de los procesos de
transcripcion del ADN (en el ntcleo) y de traduccion citoplasmatica del ARN
a ARNm por parte de los ribosomas. B) El lisado de tejido e inhibicion de la
biosintesis proteica por medio de la enzima cicloheximida genera extractos
celulares en los cuales los ribosomas se han detenido fielmente, a lo largo de
cada ARNm que se esté traduciendo. C) Los ARNm que no estan unidos
a ribosomas se someten a digestion por enzimas ribonucleasas (RNase). D)
Mediante un proceso de purificaciéon y recuperacion, se aislan los fragmentos
de ARNm unidos a ribosomas (RPFs), y se descarta el ARNr. E) Conver-
siéon cuantitativa (transcripcion inversa) de los fragmentos de ARNm en una
biblioteca/libreria de ADNc, que puede analizarse mediante secuenciacion
de alto rendimiento contra un genoma de referencia. F) La secuenciacion
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Coor 123466780901234 5ETBO01234667880123466788012345
ref AGCATGTTAGATAA=+GATAGCTGTGCTAGTAGGCAGTCAGCGCCAT
+r001/1 TTAGATAAAGGATA*CTG

+r002 22aAGATAA=GCATA

+r003 grctadGCTAA

+r004 ATAGCT.. ... ccinauuns TCAGC
-r003 ttagctTAGGC

-r01/2 CAGCGGCAT

Figura 6.2: Ejemplo de lecturas en el archivo de formato .SAM

@HD YN:1.5 S0:coordinate

050 SM:ref LN:45

001 99 ref 7 30 BM2I4MIDEM = 37 39 TTAGATAAAGGATACTG =
002 0 ref 9 30 35EM1P1T4M = O O AAAAGATAAGGATA *
003 0 ref 9 30 5SEM + 0 O GCCTAAGCTAA *
004 0 ref 16 30 EM14NSM + 0 0 ATAGCTTCAGC *
rQ03 2064 ref 29 17 GHSM = 0 0 TAGGC *
rd01 147 ref 37 30 9M = T -39 CAGCGGCAT *

SA:Z:ref,29,- 6HSM, 17 ,0;
SA:Z:ref,9,+,556M,30,1;
NM:i:z1

Figura 6.3: Ejemplo de archivo SAM, forma de
la comparacion de secuencias.

Options -a and -b Option -a

Read runs into adapter

Full adapter in the beginning

almacenamiento después de

Option -b

Full adapter in the beginning
I

Read I I
— ———————— =43 [
Adapter
I Adapter within read
I

Removed sequence

Partial adapter in the beginning
I
o —

Figura 6.4: Se muestran todas las posibles alineaciones entre el adaptador y
la secuencia de lectura. Las opciones “-a” y “-b” indican dos modos de recorte
diferentes: 3’para “-a”, y ambos 3’y 5’para “-b”. (Extraido de Stanchev et al.

2016).
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lo-half  hi-half
lgccg... | |.agcal

Fase 1 |

=0 |0-2| 0

lacga..] | ..gccg
Fase 2 L,

Indice de espejo

lgccg.. | ..agca|

L >0 |
Fase 3
lgccg... | |..agcal

L]

Figura 6.5: Un enfoque de tres fases encuentra alineaciones para los casos
de dos desajustes 1 a 4 al tiempo que minimiza el retroceso. La fase 1 usa
el indice espejo e invoca el alineador para encontrar alineaciones para los
casos 1y 2. Las fases 2 y 3 cooperan para encontrar alineaciones para el caso
3: la fase 2 encuentra alineaciones parciales con desajustes solo en la mitad
superior, y la fase 3 intenta extender esas alineaciones parciales en alinea-
ciones completas. Finalmente, la fase 3 invoca al alineador para encontrar
alineaciones para el caso 4. (Extraido de Langmead et al. 2009).
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|
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reference annotation.gtf — annotation + novel.gtf

accepted_hits.bam

J:“:.C uo_ris'bed Lt —  Conversion de archivos de entrada
annotation + novel. .
Vista de resultados

Figura 6.6: Esquema del pipeline para el andlisis de RNA-Seq con TopHat y
componentes de software utilizados en este protocolo. Bowtie forma el nicleo
algoritmico de TopHat, que alinea millones de lecturas de secuencia de ARN
con el genoma por hora de CPU. Las alineaciones de lectura de TopHat son
ensambladas por Cufflinks y su programa de utilidad asociado para producir
una anotaciéon del transcriptoma del genoma. Cuffdiff cuantifica este tran-
scriptoma en miltiples condiciones utilizando las alineaciones de lectura de
TopHat. CummeRbund ayuda a los usuarios a explorar y visualizar rapida-
mente los datos de expresion génica producidos por Cuffdiff, incluidos genes
y transcritos expresados diferencialmente. (Extraido de Trapnell et al. 2009,
2012).
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Figura 6.7: Esquema general del pipeline para el andlisis de RNA-Seq con
el software Cufflinks. Este protocolo comienza con lecturas de RNA-Seq sin
procesar y concluye con la visualizacién lista para la publicacion del anali-
sis. En un experimento que involucra dos condiciones, las lecturas se asignan
primero al genoma con TopHat. Las lecturas de cada réplica biolégica se ma-
pean de forma independiente. Estas lecturas mapeadas se proporcionan como
entrada a Cufflinks, que produce un archivo de transfrags ensamblados para
cada réplica. Los archivos de ensamblaje se fusionan con la anotacién del
transcriptoma de referencia en una anotacién unificada para su anélisis pos-
terior. Esta anotaciéon combinada se cuantifica en cada condicién por Cuffdiff,
que produce datos de expresiéon en un conjunto de archivos tabulares. Estos
archivos se indexan y visualizan con CummeRbund para facilitar la explo-
racion de genes identificados por Cuftdiff como genes expresados diferencial-
mente, empalmados o regulados transcripcionalmente. FPKM: fragmentos

ot kilobace de francerineion nor millén de fracmentos maneadoe (F~traido
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Figura 6.8: Pestana de descripcion general de resultados en Peptide-Shaker,
que muestra todas las proteinas en el conjunto de datos, junto con los pépti-
dos y las coincidencias de péptido-espectro (PSM) para el péptido/proteina
seleccionado. Se muestra una representacion grafica de la coincidencia de es-
pectro seleccionada (abajo a la derecha) con la anotacion de fragmentos de
iones, y una representacién visual de la cobertura de la secuencia de proteinas
(abajo). (Extraido de Vaudel et al. 2015).
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Figura 6.9: Esquema del pipeline original de Enrichr. El software Enrichr
recibe listas de genes humanos o de ratén como entrada. Utiliza més de 45
bibliotecas de conjuntos de genes para calcular el enriquecimiento. Los re-
sultados del enriquecimiento se muestran de forma interactiva como graficos
de barras, tablas, cuadriculas de términos con los términos enriquecidos re-
saltados y redes de términos enriquecidos.(Tomado de |Chen et al.| (2013)) y

[Kuleshov et al.| (2016)).
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“Todo investigador sufre las decepciones, los largos meses pasados en
una direccion equivocada, los fracasos. Pero los errores son también 1tiles, porque
bien analizados, pueden conducir al éxito. Y para el investigador no existe alegria
comparable a la de un descubrimiento, por pequeno que sea...”

Alezander Fleming

“La ciencia no sabe de paises, porque el conocimiento le
pertenece a la humanidad y es la antorcha que ilumina al mundo. La ciencia es el
alma de la prosperidad de las naciones y la fuente de todo progreso.”

Louis Pasteur
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