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Thus strangely are our souls constructed, and by slight ligaments are we

bound to prosperity and ruin.

— Mary Wollstonecraft Shelley, Frankenstein
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Una de las cuestiones basicas de la biologia evolutiva atafie a la
comprension de las bases genéticas subyacentes a los cambios fenotipicos.
Junto a los cambios en la regulacién génica, la renovacion del pool genético es
uno de los principales mecanismos genéticos capaces de producir innovaciones
evolutivas. Por eso, su estudio ha despertado gran interés entre los pioneros de
la genética y la evolucion. Ya en la década de 1930, se hipotetiz6 que la
duplicacion de material genético podria desempefar un importante papel
evolutivo®. Posteriormente, estas ideas fueron desarrolladas por Susumu Ohno,
quien propuso que la duplicacion era el principal mecanismo detras de la
generacion de nuevos genes?. Ademas, intentd responder a una pregunta con
implicaciones evolutivas fundamentales: ¢Qué repercusiones funcionales
desencadenaria la aparicion de estos nuevos actores? Propuso Ohno que, en
ciertos casos, después de la duplicacion, una de las copias retendria la funcion
ancestral mientras que la otra quedaria libre para evolucionar nuevas funciones:
ese proceso se denomind neofuncionalizacién. Numerosos estudios han
contribuido a establecer que la aparicién de nuevos genes, bien sea via
duplicacién o por otros mecanismos, ha permitido la evolucién de nuevas
funciones génicas que han mediado importantes cambios fenotipicos®. Mas
adelante, esas teorias se refinaron y, al mismo tiempo, se plantearon escenarios
alternativos. Por ejemplo, la duplicacion podria conllevar la
subfuncionalizacién de la funcién ancestral entre las copias resultantes®. Por
otro lado, mediante la modificacion de los dominios de la proteina para la que

codifica, un gen puede adquirir una nueva funcién sin necesidad de duplicarse®.

En el marco de la biologia evolutiva del desarrollo (la llamada «evo-
devo»), se ha propuesto que la innovacién fenotipica ocurre mayormente via la
modificacion de elementos reguladores en cis, afinando de ese modo los
patrones de expresion espaciotemporales durante el desarrollo de una serie de

factores evolutivamente conservados, a los que se ha dado en llamar genetic
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toolkit®. Sin embargo, en ese sentido también se ha reconocido la importancia
tanto de la pérdida como de la ganancia de genes”®. De hecho, la creciente
disponibilidad de genomas secuenciados nos muestra una significativa
variabilidad en el nimero de genes codificantes, y se hace evidente que en la
practica totalidad de los genomas se produce una renovacion mas 0 menos
dinamica de una parte considerable del pool genético mediante un proceso
continuado de muerte y nacimiento de genes’*t. Comprender la I6gica de estas
dinamicas y los mecanismos que las posibilitan es, por lo tanto, comprender

una parte importante de los cambios evolutivos.

Mecanismos de formacion de nuevos genes

La era gendémica ha facilitado la comprension de los procesos que
determinan la aparicién de nuevos genes. De entre ellos, el mas comdn y mejor
estudiado es la duplicacion. El proceso de duplicacion puede darse de distintas
formas, y estar mediado por ADN o ARN. Por ejemplo, debido a defectos
durante la recombinacion meidtica pueden duplicarse segmentos
cromosomicos que comprendan genes completos o fragmentos de ellos. A
mayor escala, también se ha observado que, de modo recurrente en la historia
evolutiva de los eucariotas, el genoma completo puede duplicarse?®,
resultando en la generacion de miles de nuevos duplicados. Aunque la mayoria
de ellos acumulardn mutaciones y devendran pseudogenes, una proporcion

considerable puede conservarse!#-16,

Por otro lado, el proceso de retroposicion, retrocopia o retroduplicacion
consiste en la retrotranscripcion del producto de la transcripcion génica —es
decir, de una molécula de ARN mensajero (ARNmM)— y su posterior
integracion en el genoma. Al haber pasado el ARNm por el proceso de splicing
y tener, por lo tanto, los exones empalmados, estas retrocopias (0 retrogenes)

carecen en un principio de intrones®.
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La alteracion y la recombinacion de estructuras génicas es otro modo de
producir nuevos genes. Fue Walter Gilbert quien, en los afios 1970, propuso
que los exones codificantes y dominios proteicos de distintos genes podian
recombinarse (en inglés, shuffle), creando asi nuevas estructuras quiméricas?’.
Con el tiempo, se ha confirmado que la recombinacién génica es un fenémeno
comun a todos los eucariotas. Un caso ilustrativo es el del gen jingwei, uno de
los primeros cuya formacidon pudo ser estudiada en profundidad. En el linaje de
dos especies africanas de Drosophila, hace unos dos millones de afios, una
retrocopia del gen Adh se insert6 en un intrén del gen yande. Jingwei, el nuevo
gen resultante, se origind a partir de la recombinacion de los primeros exones
de yande y el material genético aportado por la retrocopia de Adh, y, a
diferencia de los genes parentales, evoluciond una funcion en el metabolismo

hormonal?®.

Finalmente, existen otras fuentes mas minoritarias pero no por ello menos
interesantes desde un punto de vista evolutivo. Una de ellas es la transferencia
genética horizontal (TGH), que consiste en el intercambio de genes entre los
genomas de especies filogenéticamente distantes. Muy comdn en procariotas,
también ocurre en eucariotas’®. De hecho, en los Ultimos afios han ido
emergiendo multitud de casos que demuestran como genes de organismos
eucariotas originados via TGH son capaces de conferir ventajas adaptativas®-
22 Ademas, es fascinante comprobar que, probablemente debido al intimo
contacto fisico, muchos de ellos se dan, de forma bidireccional, entre huésped
y parasito®. Por otro lado, nuevas estructuras génicas pueden surgir totalmente
de novo, es decir, a partir de material genémico previamente no génico. A pesar
de que, en un principio, este mecanismo se consider6 altamente improbable?, la
importancia evolutiva de estos genes se va poniendo de relieve?:. Por Gltimo, la
domesticacién molecular de genes transposénicos es otra fuente de nuevos
genes. Al ser el foco de este trabajo, se hace necesario introducir algunos

conceptos relativos a la naturaleza de los transposones.
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Introduccion a los transposones

Descubiertos por Barbara McClintock en la década de 1940, los
transposones —también llamados elementos moviles o transponibles— se
definen como segmentos de ADN capaces de movilizarse de un locus a otro del
genoma. Estos elementos estdn presentes, de forma activa o «fosil», en
practicamente todos los genomas analizados: por ejemplo, constituyen casi el
50% del genoma humano (algunas estimaciones lo elevan hasta el 70%%). Pese
a su omnipresencia, se ha identificado una gran variabilidad en la abundancia y
diversidad de los transposones, tanto en procariotas como en eucariotas, e
incluso entre distintos grupos de vertebrados. La clasificacion de estos
elementos maviles y la comprensién de los mecanismos de transposicion son

de gran importancia debido a sus implicaciones evolutivas.

Al abordar la clasificacion de los transposones, en este trabajo seguiremos
los sistemas de Wicker?, debido a su amplia difusion (para otras propuestas,
ver el trabajo de Piégu et al.?”). Tradicionalmente, los transposones han sido
divididos en dos tipos, de acuerdo con sus mecanismos de transposicion: los
elementos de clase I, también llamados retrotransposones, y los de clase I, o

transposones de ADN (fig. 1).

Ademas, es importante recalcar que podemos diferenciar los transposones
aun a otro nivel: entre autbnomos y no auténomos. Los primeros codifican para
todos los componentes necesarios durante su ciclo vital, mientras que los
segundos carecen de alguno o de todos ellos. Para realizar su transposicion, los
elementos no auténomos se apropian de factores provenientes de otros
transposones autbnomos simultaneamente activos. Por ejemplo, ese es el caso
de los transposones de ADN Ac (Activator) y Ds (Dissociator; elemento no
autbnomo que necesita de Ac para su movilizacion), descubiertos por
McClintock?,
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Retrotransposones

Para movilizarse, los retrotransposones utilizan un mecanismo de «copiay
pega», que consiste en transcribir un intermediario de ARN, que sera
posteriormente retrotranscrito a ADN e insertado en otro locus gendmico.
Como resultado de este proceso, se genera una copia nueva del transposon
original. Los retrotransposones mas presentes en mamiferos son los elementos
nucleares dispersos largos y cortos (long y short interspersed nuclear elements,
LINEsy SINEs), y los retrotransposones de repeticiones terminales largas (long

terminal repeat, LTR).

Los retrotransposones LTR estan evolutivamente relacionados con los
retrovirus?®® y se caracterizan por tener unas repeticiones terminales largas
directas, de centenares de bases, flanqueando los genes transposénicos. Dentro
de los LTRs, los retrovirus enddgenos (endogenous retrovirus, ERV) son
copias de retrovirus que han infectado e integrado su genoma viral en la linea
germinal. Estos provirus heredables pueden quedar grabados durante millones
de afios en el genoma del huésped, a modo de fosiles de infecciones viricas
ancestrales. Los ERVs constan de tres genes: pol, necesario para la
retrotranscripcion e integracion del ADN viral; gag, que codifica para una
poliproteina que dara lugar a la matriz y las capsides, y env, cuya proteina
codificada es la encargada de reconocer los receptores de membrana y mediar

la fusion virus-célula.
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Los elementos L1 (o LINE-1) son una de las superfamilias de LINEs, y
estan ampliamente distribuidos en los genomas de vertebrados. El caso méas
notable es el de los mamiferos: mas del 20% de su genoma puede estar
compuesto por copias de este tipo de transposones. La evolucion de los L1 en
estos animales sigue una pauta muy particular: habitualmente, una sola familia
es responsable de la actividad replicativa, hasta que es silenciada y su testigo lo
recoge otra familia mas «moderna»®®3l, Asi, en una especie de carrera
armamentistica (entre el huésped y el transposén), de relevos (entre las distintas
familias), se forma una caracteristica filogenia en escalones, similar a la del
virus de la gripe. Se ha de remarcar que, en humanos, son la Unica clase de
transposones auténomos activos en la actualidad®. Por otro lado, en
vertebrados no mamiferos —como los reptiles escamosos y los teledsteos— los
L1 estan representados por multiples linajes altamente divergentes vy
paralelamente activos, pero constituyen un porcentaje mucho menor del

genoma®,

Tipicamente, un elemento L1 completo consta de unas 6 kilobases (kb),
que codifican para dos marcos abiertos de lectura (open reading frame, ORFs)
separados por una regién intergénica. Como en la mayoria de los
retrotransposones, los insertos estan flanqueados por duplicaciones del sitio
diana (target site duplication, TSDs), que se forman durante la transposicion.
En los elementos L1 presentes en vertebrados, el primer ORF (ORF1) codifica
para una proteina (ORF1p) de unién a RNA con capacidad chaperona de &cidos
nucleicos®.  Estructuralmente, presenta tres dominios: una hélice
superenrollada (coiled-coil, CC) mediante la cual forma trimeros (Martin et al.,
2003); un dominio de reconocimiento de ARN (RNA-recognition-motif, RRM),
y un dominio carboxi-terminal (carboxy-terminal domain, CTD). ORF1p
necesita de estos Ultimos dos dominios para poder unir ARN%®3%, El ORF2
codifica una proteina algo mayor (ORF2p) con actividades endonucleasa y
retrotranscriptasa®”®. Es de interés sefialar que, en mamiferos y plantas, la

capacidad que tiene la proteina ORF2p de los L1 de retrotranscribir el ARN en
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ADN es la responsable de generar las retrocopias de las que se ha hablado

anteriormente3®4°,

Estudios recientes han demostrado que este esquema no engloba la
complejidad real de la familia L1. Algunos elementos son capaces de codificar
para otras proteinas en antisentido codificacion**“?, asi como de deshacerse del
ORF2, convirtiéndose en elementos no auténomos*:. Ademas de los ORFs, los
L1 contienen 5’UTRs y 3’UTRs. En la 5’UTR, inmediatamente después del
inicio de transcripcion, un sitio de union para el represor transcripcional YY1
(YinYang 1) asegura que esta se lleve a cabo a partir del nucleétido adecuado®*.
Tanto ORF1p como ORF2p son necesarias para una correcta transposicion
(Moran et al., 1996), que se lleva a cabo en un proceso llamado
retrotranscripcion dirigida por el sitio diana (target-primed reverse
transcription, TPRT)*.

Transposones de ADN

A diferencia de los retrotransposones, los transposones de ADN se
movilizan en su mayoria mediante un mecanismo de «corta y pega». La
transposasa para la que codifican reconoce unas repeticiones terminales
invertidas (terminal inverted repeats, TIRs) situadas en cada extremo del
transposdn, generando un corte de doble cadena y permitiendo su movilizacion.
Los transposones Helitron y Maverick forman parte de otra subclase de
transposones de ADN. Su transposicion requiere la replicacion de la copia, y

no producen cortes de doble cadena.

Los transposones como facilitadores de la adaptacion evolutiva

A causa de su aparente falta de funcion y su capacidad para proliferar a
expensas del huésped y producirle mutaciones perjudiciales, los transposones

han sido catalogados por una parte de la comunidad cientifica como ADN
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basura. En las Gltimas dos décadas, han empezado a trascender algunos aspectos
sobre la relevancia evolutiva de estos elementos moviles, aunque el debate
sobre la consideracion que merecen —ADN basura o reservorio evolutivo—

sigue candente hoy en dia*#’,

Al ser capaces de movilizarse y recombinar entre si, generar inserciones,
duplicaciones, deleciones y translocaciones gendmicas, uno de los efectos de la
actividad transposonica es la generacién de mutaciones. Pese a que esa
capacidad dinamizadora tiene frecuentemente efectos perniciosos en los
organismos®, a nivel de especie puede favorecer la especiacion y la adaptacion,

por ejemplo como fuente de innovaciones evolutivas®.

Articulos muy bellos publicados recientemente muestran las consecuencias
evolutivas de la actividad transposédnica, a veces mediante una sola
insercion®®, Uno de ellos es el de Van’t Hof y colaboradores®, donde se
describe la mutacién causante del famoso melanismo industrial de la mariposa
de los abedules, Biston betularia. Durante la Revolucion Industrial, la insercién
de un transposén en el intron del gen cortex alter6 la expresion de este y se
produjo el cambio fenotipico (de coloracién moteada a negra), que acabd
extendiéndose entre la poblacién. Ademas de la capacidad mutagénica para
insertarse en nuevos loci, la similitud entre las distintas copias de un transposon
puede facilitar recombinaciones no alélicas que conlleven duplicaciones o
deleciones. Por ejemplo, la recombinacion entre elementos LINE parece haber

potenciado la expansion de familias génicas en ratén y hombre®,

Asimismo, la secuencia genética del transposén alberga motivos
susceptibles de ser cooptados por el genoma huésped, tanto a pequefia como a
gran escala. Por un lado, al tener en cuenta la extensa distribucion genémica y
el elevado numero de copias a que pueden llegar estos elementos mdviles, se
pone de manifiesto el potencial evolutivo que guardan. Siguiendo esta linea,
numerosos articulos han demostrado que las copias de ciertas familias de

transposones contienen sitios de union para factores de transcripcion que han
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sido utilizados para establecer redes de regulacion génica®. Otro fenémeno al
que han sido asociados los transposones es la generacion de nuevos intrones.
Este proceso suele caracterizarse por largos periodos con escaso o nulo
incremento en el nimero de intrones de grandes linajes evolutivos, seguidos de
episodios muy puntuales de ganancia explosiva en alguno de sus clados®®. Huff
et al. han identificado dos transposones de ADN no auténomos como los
responsables de la reciente generacion de miles de nuevos intrones en sendas
especies de algas unicelulares®. Dada la antigiiedad y ubicuidad de los
transposones de ADN, los autores sugieren que un mecanismo similar podria

estar detras de algunos de los episodios de ganancia de intrones en eucariotas.

En cuanto a su contribucion a la estructura génica, fragmentos de
transposones han aportado material genético a ARNs largos no codificantes®’,
asi como a exones codificantes®. Aqui encontramos uno de los casos mas
impactantes de exaptacion de transposones. Los genes o dominios proteicos
codificados por los transposones pueden dar lugar a nuevos genes
«controlados» por el huésped y evolucionar funciones beneficiosas. Este
proceso se denomina domesticacion molecular®®, coopcién® o exaptacion®! de
elementos transponibles. En este trabajo se utilizara el término domesticacion,
pues, ademas de ser la acepcion original para describir esta clase de eventos, en
la literatura concerniente a los transposones exaptacion y coopcion han sido

utilizados principalmente para referirse a su aprovechamiento como enhancers.
Los transposones domesticados

Los transposones domesticados (TDs) son copias de un transposon
ancestral que han originado un gen funcional para el huésped. A diferencia de
una copia no domesticada, los TDs se comportan y evolucionan de forma
similar a los genes convencionales, y esto nos ayuda a diferenciarlos. En primer
lugar, un TD ha dejado de ser movil. Por lo tanto, su posicion se estabiliza, las
secuencias flanqueantes necesarias para su movilizacion suelen degenerar, y, al

perder la capacidad de transposicion, su potencial para multiplicarse es menor.
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Normalmente, las copias de un transposén evolucionan de forma neutral, y con
el tiempo el ORF para el que codifican termina perdiéndose. Asi, si se afiade la
reducida movilidad propia de los genes convencionales, la conservacion del
ORF de un transposon entre especies en una posicion ortéloga podria sefialar
una domesticacién. Por otro lado, para ejercer su funcién un TD debe
expresarse, mientras que en la mayoria de tejidos los transposones se mantienen

silenciados gracias a diversos mecanismos (ref).

Otra caracteristica de los TDs (al igual que las retrocopias y los genes
originados via TGH o de novo) es la necesidad de adquirir sefiales que permitan
su transcripcion y controlen especificamente cuando y en qué tejido o tipo
celular —asi como con qué intensidad— se expresan, de modo que puedan
manifestar y desarrollar su funcién. La posibilidad de estudiar de cerca estos
procesos hace que esos genes sean especialmente interesantes desde un punto

de vista evolutivo.

Primeramente, para que se dé la union de la polimerasa que transcribira el
gen, es necesaria la existencia de un promotor. Se han caracterizado diversas
estrategias mediante las cuales estos genes adquieren o cooptan uno. Por
ejemplo, pueden aprovechar el promotor previamente funcional de un gen
vecino. Asi, en un locus en el que el gen vecino se transcriba en sentido opuesto
al nuevo gen, el promotor del primero puede ser o convertirse en bidireccional,
permitiendo la transcripcion del segundo. También, si el nuevo gen ha
aparecido (o se ha insertado) en el intron o downstream de otro gen, puede
aprovechar el promotor asi como algunos de los exones, codificantes o no, del
gen vecino. El resultado, por lo tanto, seria una suerte de fusion de elementos

génicos.

Por otro lado, otras secuencias tienen la capacidad de desempefiar de novo
el papel de promotor: en el caso especifico de los TDs y las retrocopias, este
parece ser el escenario mas comin®2%3, En mamiferos, las secuencias con un

alto porcentaje de G-Cs (tambien llamadas islas CpG) son una importante
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fuente de nuevos promotores, debido a su predisposicion a abrir la cromatina y
mantenerse accesibles a factores de transcripcion y regiones reguladoras®°.
Existen, por lo tanto, ciertas regiones caracteristicas con una capacidad latente
de devenir promotores. En este aspecto, son notables los resultados de Carelli
y colaboradores®2. Comparando regiones ortélogas de ratdn y rata, encuentran
que una parte importante de los promotores de retrocopias especificas de rata
derivan de secuencias que ancestralmente eran potenciadores (enhancers). Esto
remarca la naturaleza ambivalente de estas regiones reguladoras, asi como su

potencial para ser cooptadas por genes nacientes.

Finalmente, aunque en la mayoria de casos se captan regiones reguladoras
del «ecosistema» gendmico circundante, también existen algunas excepciones.
Como se ha comentado anteriormente, los retrogenes derivan de copias carentes
de intrones pero que incluyen las regiones no traducidas (untranslated regions,
UTRs) en 5’ y 3’ del gen parental. En mamiferos, un pequefio porcentaje (~3%)
de estas retrocopias es capaz, una vez integrado, de heredar el promotor parental
incluido en la 5>UTR®2, De forma similar, los genes adquiridos por TGH pueden
arrastrar consigo parte de las regiones reguladoras que permitiran su

transcripcion®. En cuanto a los TDs, no se conocen casos analogos.

Otra consecuencia de la peculiar naturaleza de su origen (de transposones,
derivados de ARNm retrotranscrito, de novo, etc.) es que estos genes empiezan
el proceso de exaptacién sin intrones ;Coémo y por qué, pues, la mayoria de
ellos los adquieren durante el proceso? Los estudios de Fablet et al., y de Kordis
y Kokosar sobre la ganancia de intrones (normalmente mediante la
intronizacion de secuencias no codificantes) por parte de retrogenes y TDs,
respectivamente, ayudan a responder estas preguntas®’®8, Una vez captado el
promotor por parte del nuevo gen, la evolucion de sitios de splicing (o
utilizacion de sitios cripticos) permitiria descartar del transcrito la secuencia
upstream al codén ATG. Asi, se eliminarian posibles inicios de traduccion

alternativos y la aparicion de estructuras secundarias deletéreas en el ARNm.
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Ademas, el mantenimiento de estos nuevos intrones podria haber tenido otras
funcionalidades, pues con el tiempo contribuirian a regular los niveles de ARN

y proteina®.

A pesar de los rasgos definitorios arriba mencionados, la identificacion
sistematica de TDs siguiendo estos y otros criterios solo ha sido abordada
recientemente por Hoen y Bureau®®. Su estudio, centrado en la planta modelo
Arabidopsis thaliana, ha doblado el nimero de candidatos a TDs en esta
especie, que han pasado de 31 a 67. Es tentador concluir que, con la excepcion
de clados intensamente estudiados, como los mamiferos, la mayoria de casos

aun permanecen por descubrir.
Impacto evolutivo de los TDs

Las proteinas transposdnicas son capaces de desempefar funciones muy
diversas: unir, cortar y degradar acidos nucleicos, interaccionar con proteinas
del huésped o modificar la cromatina. Por lo tanto, es sugerente pensar que los
transposones son una fuente recurrente de nuevos genes, debido a las
propiedades de los motivos estructurales y dominios de las proteinas que

codifican.

Las transposasas propias de los transposones de ADN constituyen la fuente
mas comln y extendida de TDs. Su estudio ilustra bien de qué forma han sido
aprovechados los dominios proteicos transposénicos. Tipicamente, una
transposasa consta de un dominio de unién al ADN (DNA-binding domain,
DBD) y un dominio catalitico que lleva a cabo las reacciones de corte y union
del ADN durante la transposicion. Para ejercer su funcion, debe translocarse al
nlcleo y acceder al ADN diana, modificando o aprovechando relajaciones

transitorias de la cromatina.

Un ejemplo de transposasa domesticada es la involucrada en la aparicion,
hace unos 500 millones de afios, del sistema inmune adaptativo de los

gnatostomos. Este subgrupo de vertebrados es capaz de generar, mediante un
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proceso de recombinacion genética llamado V(D)J, un amplio repertorio de
inmunoglobulinas y receptores de linfocitos T. El proceso de recombinacion es
muy parecido a la transposicion de «corta y pega», y es mediado por la accion
de las proteinas RAG1 y 2. El complejo RAG1/2 reconoce mediante su DBD
unas secuencias (parecidas a los TIRs de los transposones de ADN) situadas en
los extremos de cada segmento V, D y J, y crea una horquilla de ADN que sera
posteriormente escindida y descartada, y sus extremos unidos. La eliminacién
del ADN que separa los multiples segmentos resulta en el ensamblaje de una
sola unidad V(D)J. Hacia el final de un largo camino de investigaciones que
han ido completando el rompecabezas, se ha podido confirmar que ambas

proteinas derivan de genes pertenecientes a un mismo transposén ADN,

Aungue en muchos casos las transposasas son domesticadas en su totalidad,
su capacidad para unirse en trans a elementos de ADN dispersos por el genoma
parece el principal motivo de la ubicuidad de estos TDs. De hecho, la mayoria
de transposasas domesticadas carecen de capacidad catalitica y han sido
cooptadas para desempefiar un papel de reguladores transcripcionales. Por
ejemplo, en plantas, la familia de factores de transcripcion FHY3 derivada de
transposones Mutator estd involucrada en la integracién de estimulos
luminicos. O los genes abpl, cbhl y cbh2, presentes en levaduras, un caso de
domesticacion especialmente interesante por dos razones. Primero, porque
constituye un caso de convergencia evolutiva: los tres genes de levadura y el
gen CENP-B de mamiferos fueron independientemente domesticados a partir
de transposasas de la familia Pogo, y todos ellos se unen a los centrdmeros
permitiendo una correcta segregacion cromosémica. Y segundo porque,
curiosamente, la proteina Abpl también ha sido reclutada para el

silenciamiento de retrotransposones LTR™72,

Por lo tanto, la domesticacion de transposones es un fendémeno
filogenéticamente extendido, que ha desempefiado un importante papel

evolutivo tanto en animales y plantas como en hongos. Sin embargo, el taxon
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donde mejor se han caracterizado y donde més diversidad de casos se ha

encontrado es el de los mamiferos.
TDs en mamiferos

De entre los animales amniotas con el genoma secuenciado, los mamiferos
son los que contienen un mayor porcentaje de transposones’ (fig. 1). Un ~40%
estd compuesto por elementos mdviles activos o fésiles, con una clara

predominancia de los retrotransposones; hay algunas excepciones, como el

género de murciélagos Myotis™.
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Figura 1. Porcentaje de transposones de ADN, retrotransposones LTR, LINE y SINE, y
elementos desconocidos (Unknown) en diversos genomas de deuteréstomos. Estimacion
basada en las anotaciones RepeatMasker. NV, no vertebrados; NBV, vertebrados no éseos;
AF, peces actinopterigios; LF, peces de aletas lobuladas; A, anfibios; R, reptiles (excluyendo
pajaros); B, aves; M, mamiferos. Figura adaptada de Chalopin et al.”.
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Como en el caso del sistema inmune adaptativo de los gnatdstomos, la
placenta de los mamiferos terios es otra innovacion evolutiva en la que los TDs
han participado de un modo fundamental. Los terios son una subclase de
mamiferos que agrupa a los mamiferos metaterios y euterios (incluyendo los
clados que agrupan el Gltimo ancestro comun de sus descendientes vivos hoy
en dia, es decir, los marsupiales y los placentarios, respectivamente). Las
hembras de estos animales viviparos gestan internamente a sus embriones
gracias a la formacion de una placenta, permitiendo asi el intercambio materno-
fetal de gases y nutrientes. Aunque ambos grupos desarrollan esta estructura, la

de los placentarios es mucho mas duradera y compleja.

Los genes de las sincitinas se identificaron a principios del siglo XXI como
los primeros TDs derivados de ERVs en mamiferos, y constituyen un ejemplo
paradigmatico de como las distintas propiedades de los transposones (su
variedad, ubicuidad y capacidad de persistencia, asi como su funcion intrinseca)
pueden ser aprovechadas para generar nuevas y cruciales estructuras. Estos
genes, cooptados a partir de un gen env, se expresan en la placenta y mantienen
la actividad inmunosupresora y/o fusogénica de la proteina transposénica
ancestral. Poco tiempo después de su identificacién, otros dos genes con
caracteristicas y funcionalidades similares fueron detectados en roedores.
Mediante la generacion de ratones knockout, se comprobd que las sincitinas
son esenciales para la fusion de las células que formaran el sincitiotrofoblasto,
una estructura multinucleada clave durante la placentacion. Ademas, ayudarian

a la tolerancia materno-fetal mediante su capacidad inmunosupresora.

Sorprendentemente, las sincitinas murinas y humanas, asi como las
identificadas en otros clados de mamiferos y marsupiales, han surgido a partir
de eventos de domesticacion independientes especificos de cada linaje (fig. 2).
Dado que todos ellos generan una placenta con sincitiotrofoblasto, surge la
pregunta de como explicar el desfase en la coopcion de genes aparentemente

esenciales durante su formacion. Para resolver esta paradoja, se propuso el
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siguiente modelo™: antes de la diversificacion de los mamiferos placentarios
(incluidos los marsupiales), el viviparismo y la formacion de la placenta habrian
sido facilitados por la domesticacion de una sincitina ancestral, que fue
sustituida paulatinamente en cada linaje por recurrentes domesticaciones de
genes env. Esta atractiva hipétesis, que se ve respaldada por la convivencia en
ciertos linajes de nuevas y «viejas» sincitinas en proceso de pseudogenizacion,
podria explicar también parte de la variabilidad estructural observable en las
placentas de los mamiferos.
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Figura 2. Filogenia de los mamiferos mostrando algunos eventos de domesticacion molecular. Los
triangulos naranjas marcan las dos domesticaciones independientes de genes SIRH, y la expansion de
la familia en el ancestro de los mamiferos placentarios. Los genes env de ERVs han sido
recurrentemente domesticados en los linajes de terios para dar lugar a nuevas sincitinas (triangulos
rojos). La rama delineada en verde marca la aparicion de la placenta en el origen de los terios. Figura
adaptada de Cornelis et al.?%® y Kaneko-Ishino e Ishino’®.
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Al mismo tiempo que se caracterizaron las sincitinas, se identificaron los
genes de la familia SIRH (Sushi-Ichi-related Retrotransposon Homologs),
también conocida como Mart (MAmmalian RetroTransposon), derivados de los
genes gag y pol de un retrotransposén LTR Ty3/Gypsy. La familia surgi6 antes
de la separacidn de los terios a partir del gen Pegl0/Mart2, y fue amplificada
en euterios via duplicacidon hasta los once miembros (fig. 2). Ocho de los genes
SIRH de euterios se expresan en la placenta, algunos de ellos con funciones
esenciales. Por ejemplo, los genes Pegl0/Mart2 y Pegll/Rtll/Martl, cuya
ablacion en ratones produce malformaciones letales en la placenta, son
necesarios para la formacién y posterior mantenimiento de esta estructura,

respectivamente’s.

Ademas, otros genes SIRH estarian implicados en la evolucion del cerebro
de los euterios: ratones knockout para Zcchc16/Mart4/Sirh11 muestran diversas
deficiencias cognitivas asociadas al sistema noradrenérgico’”’. Podemos
concluir que las sincitinas y la familia SIRH son un ejemplo de cémo los TDs
participan en el desarrollo de innovaciones macroevolutivas del grupo de los
mamiferos, como la aparicion de la placenta en terios (domesticacion de las
sincitinas y Peg10/Mart2), y su mantenimiento prolongado en euterios (gracias
a Pegl1/Rtl1/Martl).

Por lo tanto, el estudio de los TDs pone de relieve otro de los mecanismos
genéticos que permiten la innovacion evolutiva, ademas de brindarnos la
oportunidad de investigar los procesos asociados al nacimiento de nuevos
genes. Es muy probable que solo conozcamos una pequefia parte de los eventos
de domesticacion molecular; recientemente, el desarrollo de estrategias ad hoc
ha empezado a llenar este vacio de conocimiento®. Por otro lado, la

comprension de la funcion de los escasos TDs investigados es todavia limitada.
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Este trabajo comienza con una bisqueda en el genoma humano de nuevos
casos de TDs. Al identificar como candidato el gen Tceal7 (miembro de la
familia génica Bex/Tceal), se procede a estudiar el origen, la regulacion y la
funcion de esta familia y, por extension, del clister génico especifico de
mamiferos euterios al que pertenece. Después de encontrar evidencias
concluyentes de que los Bex/Tceal derivan de un evento de domesticacion
molecular de fragmentos de retrotransposones L1 en el origen de los euterios,
se pasa a estudiar la adquisicion de regiones reguladoras, ya desde la Optica de
los TDs. En este punto, se propone una reconstruccion de la historia evolutiva
del cluster, intentando resolver a su vez algunas de las preguntas respecto del
origen y la funcion de las regiones reguladoras caracteristicas de estos genes.
Una vez propuesto un panorama plausible del establecimiento del cluster, se
pasa a ahondar en la caracterizacion de la funcion de los genes Bex/Tceal,
tratando de arrojar luz sobre su integracion y las implicaciones evolutivas de su

aparicion.

1. Identificacion de candidatos a TD en el genoma humano mediante
el solapamiento de las anotaciones de regiones codificantes y
transposones.

2. Analisis del proceso de domesticacion molecular del gen Tceal7,
asi como del origen y la regulacion de la familia y del cluster
génico al que pertenece.

3. Estudio de la expresion tisular durante el desarrollo de los genes de
la familia Bex/Tceal.

4. Generacion y andlisis del fenotipo de lineas de ratones mutantes

para Bex3.
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Métodos
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Busqueda de transposones domesticados

Las anotaciones de los genes codificantes y de los elementos repetitivos
del ensamblaje del genoma humano hg38 se descargaron del navegador de
genomas UCSC, utilizando el navegador de tablas y seleccionando «UCSC
genes» y «RepeatMasker», respectivamente. Para descartar elementos no
transposonicos, se filtré el archivo del RepeatMasker como en Kapusta et al.”®.
Solo se tuvieron en cuenta los candidatos con un txCdsPredict superior a 800
(predictivo en un ~90% de genes codificantes).

Obtencion de secuencias

Para identificar los genes de la familia Bex/Tceal en especies de euterios,
se llevaron a cabo busquedas con BLASTn o BLAT en la base de datos NCBI
y UCSC, utilizando las secuencias nucleotidicas de humano. Para establecer las
relaciones de ortologia entre los genes que sufren conversion génica, se
incluyeron también, al realizar la basqueda, regiones circundantes al gen
humano correspondiente. Los ensamblajes de los genomas analizados son los
siguientes: GRCh38/hg38 para humano (Homo sapiens); GRCm38/mm10 para
raton (Mus musculus); Broad CanFam3.l/canFam3 para perro (Canis
familiaris); Bos_taurus UMD_3.1.1/bosTau8 para vaca (Bos taurus);
Broad/equCab2 para caballo (Equus caballus); Baylor/dasNov3 para el
armadillo de nueve bandas (Dasypus novemcinctus); Broad/choHof1 para el
perezoso didactilo de Hoffmann (Choloepus hoffmanni); Broad/monDom5 para
el colicorto gris (Monodelphis domestica); WTSI Devil_ref v7.0/sarHarl para
el demonio de Tasmania (Sarcophilus harrisii), y TWGS Meug_1.1/macEug2
para el ualabi (Macropus eugenii). A su vez, las secuencias consenso de las
familias transposénicas fueron descargadas de la libreria RepeatMasker
derivada de RepBase (actualizacion del 27/01/2017,;

http://www.girinst.org/server/RepBase/).
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Anadlisis bioinformatico

Los analisis estructurales de las proteinas BEX/TCEAL se llevaron a cabo
con las versiones web de los programas PONDR-FIT y PCOILS, seleccionando
los pardmetros por defecto. Las secuencias de nucleétidos y las de aminoécidos
fueron alineadas con el algoritmo L-INS-i del programa MAFFT™, y los
alineamientos resultantes fueron editados con JalView®. Los dominios
proteicos fueron identificados con el buscador de dominios del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) o con Pfam 31.0
(http://pfam.xfam.org/). Cuando fue necesario traducir una secuencia
nucleotidica en aminoéacidos, se utilizd el servidor Expasy®. Se utilizé el
programa MEGAG6%? para calcular los ratios Nei-Gojobori de mutaciones no
sindnimas vs sinénimas (dN/dS), y para obtener ficheros de entrada para los
analisis filogenéticos con inferencia bayesiana, que fueron llevados a cabo
utilizando MrBayes 3.2.6%. Con los programas MrModelTest2 y ProtTest 2.4%
se escogieron los modelos segln el criterio de informacion de Akaike (AIC)
(GTR+G en la fig. 4a; GTR+G+l en las fig. 4b y 4c; y JTT+G+l en la fig. 9).
Las muestras con una desviacion estandar de las frecuencias divididas >0.01
fueron descartadas. Finalmente, los arboles filogenéticos fueron visualizados y
editados con el programa FigTree v1.4.2
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Anélisis de regiones reguladoras

Las secuencias seleccionadas fueron amplificadas mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) a partir de ADN genémico humano, murino o
de koala (las secuencias amplificadas se pueden consultar en la tabla X), y
clonadas direccionalmente en un vector reportero hsp68-lacZ con el sistema
Gateway. Las secuencias se clonaron, en relacion al promotor minimo hsp68,
en la orientacion original respecto al gen humano o murino (en el caso del
proto-motivo BGW de koala, la secuencia se clon6 en la orientacion contraria

a la transcripcion de Gla).
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Los plasmidos se purificaron, se linearizaron y posteriormente fueron
purificados de nuevo a partir de gel. EI ADN fue diluido hasta una
concentracion de 2 ng/ul e inyectado en pronucleos de embriones FVB, de
acuerdo a protocolos aprobados por el Comité de Experimentacion Animal de
la Generalitat de Catalunya. Los embriones fueron recolectados a 13,5 dias
post-coito (dpc) y diseccionados, aislando el saco vitelino. Se extrajo ADN del
saco vitelino digiriéndolo a 55°C durante >12 horas en tampén de cola (10 mM
Tris, pH 7.5; 400mM NaCl; 100 mM EDTA, 0,6% SDS), el cual se utiliz6 para
genotipar los embriones mediante PCR, utilizando los cebadores
UNIVERSAL F (5’-AGCAGGCTCCGAATTCGCCC-3") y B_GAL R2 (5°-
CGACGGGATCATCGCGAGCC-3’). La expresion de la p-galactosidasa en
los embriones transgénicos se detectd tifiendo con X-Gal, siguiendo los pasos
descritos en Dodou et al.®®. Las imagenes se obtuvieron con una lupa Leica
MZ16 F.

Hibridaciones in situ

Parejas de cebadores fueron disefiadas para amplificar mediante PCR
regiones de los genes Bex/Tceal de Mus musculus a partir de ADNc. Los
fragmentos amplificados fueron clonados en vectores pGEMTeasy (Promega),
a partir de los cuales se sintetizaron las ribosondas con DIG RNA labeling mix
(Roche). Los embriones de raton fueron recolectados a 13.5 dpc,
crioprotegidos, cortados al criostato en secciones de 20 pum, sometidos a
hibridacion in situ y montados, tal y como se ha descrito anteriormente®. Se
utilizé nitroazul de tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (NBT/BCIP) o
BMP purple (Roche) como sustrato cromogénico para la fosfatasa alcalina. Las

imagenes se tomaron con una lupa Leica MZ16 F.
Generacion de ratones KO

Con el objetivo de generar deleciones en el ORF del gen Bex3 mediante el

sistema CRISPR/Cas9, se disefiaron ARNg con CRISPRscan®’ y la herramienta
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para el disefio de CRISPR del grupo de Feng Zhang (http://crispr.mit.edu/). Los
cebadores utilizados para genotipar las lineas de Bex3 fueron Bex3-F2 (5°-
AGCCCCCACTCCACACTACT-3’) y Bex3-R (5°-
TGGTGATCGTGGTGGTTAGA-3").

Western Blot

Las muestras de ratones mutantes o WT fueron diseccionadas y se
procedié inmediatamente a la extraccion (alternativamente, se congelaron en
nitrégeno liquido para su posterior uso). El tejido se homogeneiz6 en buffer de
radioinmunoprecipitacion (RIPA) con inhibidores de la fosfatasa (fluoruro
sodico, ortovanadato sédico y pirofosfato &cido de sodio) y de la proteasa
(cOmplete™, Roche), con la ayuda de un POLYTRON PT 1200 E. Las
concentraciones totales de proteina se cuantificaron con un Micro BCA Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific), y las muestras de cada carril se diluyeron
hasta la misma concentracion. Los anticuerpos primarios utilizados en este
estudio fueron Bex3 (1:1000, ThermoFisher, PA5-20076; 1:1000, Novus
Biologicals, NBP1-77149), fosfo-S6 (1:1000, Cell Signaling, #2211), S6
(1:1000, Cell Signaling, #2217), GAPDH (1:10000, Sigma, G9545). Como
secundario, se utilizé un anticuerpo conjugado con HRP (Polyclonal Swine
Anti-Rabbit Immonoglobulins/HRP, DAKO, P0217), diluido 1:1000 en TBS-

T con un 5% de leche en polvo.

Las proteinas se visualizaron mediante quimioluminiscencia con ECL plus
(Amersham Pharmacia Biotech), y la cuantificacion se llevd a cabo con ImageJ.
En los WB para medir la activacion de la via mTOR en el encéfalo de ratones
Bex3-L2, se utilizaron ratones de entre 12 y 14 semanas. Los graficos

representan al menos 4 animales por cada grupo.
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Busqueda de genes domesticados

Con la idea de explorar la contribucion de los TDs al repertorio de
proteinas en humano, nos propusimos identificar genes codificantes que
solapasen con transposones (en colaboracién con Pol Cusco, del Centro de
Regulacion Gendmica). Reuniendo las anotaciones en el genoma humano para
estos genes y para los elementos transponibles, filtramos los casos de acuerdo
a los siguientes criterios: (i) genes con un solapamiento entre el ORF y
secuencias de origen transposénico superior al 50%, (ii) potencial codificante
significativo y (iii) conservacion del ORF en mas de una especie. Aungue la no
conservacion respecto a especies cercanas no excluye que el candidato sea un
TD, este Gltimo criterio se incluyd para disminuir el nimero de falsos positivos.
Asi, obtuvimos una lista de 67 candidatos (tabla 1), incluyendo casos de TDs
ya documentados, como los genes de las sincitinas-1 y 2% o las familias
génicas ZBED® y PNMA®. Ademas, también se identific un nuevo gen
potencialmente interesante, llamado Tceal7, que se decidié investigar a fondo
(para los candidatos AK127846 y MGC12965, ver anexos | y I,

respectivamente).
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Tabla 1. Genes codificantes con >50% del ORF solapante con un transposoén (txCdsPredict >800)
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34

ID
L1TD1
L1TD1

GTF2IRD2B
GTF2IRD2
GTF2IRD2

GTF2IRD2B

ZBED5
ZBED5
SETMAR
ZMYM6
C5orf54
GTF2IRD2B
ZBED5
C5orf54
JRK
FAM200B
JRK
JRK
FAM200A
PNMA3
PNMA3
FAM200A
PNMA3
GTF2IRD2
GTF2IRD2B
PNMA5S
PNMA5S
ZBED5
SETMAR
PNMA5S
PNMA5S
TIGD1
ZMYM5
PNMAGA

% Solap.
53,81
53,81

100
55,99
99,93
75,81
97,94
97,94
71,84
69,92

100

68,3
97,94

100
90,57

100
92,47
92,47
94,02
72,72
73,94
94,02
72,72

63,1
56,02
60,76
60,76
97,94
63,09
60,76
60,76

100
51,11
73,19

txCdsPredict
5296,67
5296,67
4988,33
4911
4564,33
3849,33
3590,5
3587,5
3181,83
3128,17
3097,83
3075,33
3056
3036,83
3028,5
2993
2938,5
2938,5
2929,5
2872,33
2854,33
2818
2805,33
2576
2576
2491,67
2491,67
2489
2486,83
2444,33
2436,67
2366
2329
2306,67

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

1D
PNMA2
PNMA1
ERVFRD-1
AK127846
MOAP1
MOAP1
PNMAGA
ERVMER34-1
ERVMER34-1
SETMAR
ERV3-1
SETMAR
SETMAR
ERVW-1
pol
ERVK6
ERVK6
ERVW-1
pol
MGC12965
DQ587413
AK124340
AX747630
env
env
AXT747977
HKR1
TMEM220-AS1
AX746793
JAKMIP2-AS1
TCEAL7
SDCCAGS8
SDCCAGS8

% Solap.

92,7
96,14
57,05

100

96,5

96,5
73,19
53,81
53,81
80,31

100
84,64
50,34

100
99,87

100
99,93

100

100
54,66

100

100
52,94

100
99,86
58,85
50,19
54,48
99,73

63,3
76,32
58,67
58,67

txCdsPredict
2302
2279
2188
2124
2045,33
2045,33
1972
1965,67
1873,67
1852,83
1829,5
1717,5
1691,17
1630,5
1607,5
1583,5
1583,5
1257
1192
1148
986
973
897
882
882
851,5
844,667
834,667
824,5
811,667
804
801
801

Negro: TDs previamente documentados
Rojo: candidatos no anotados o anotados como no codificantes en GENCODE v24
Verde: candidatos a TD
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Analisis de la exaptacion (1) — Nacimiento de un nuevo gen

Tceal7 es un gen de pequefio tamafio que consta de dos exones no
codificantes en 5’ y un tercer exon que incluye la totalidad del ORF y la 3°’UTR.
Segun nuestro analisis, el 76% de su ORF solapa con la copia de un
retrotransposon L1 llamado HAL1b. Sorprendentemente, mientras se realizaba
una consulta en la version hgl9 del genoma humano en el buscador UCSC, se
vio que la contribucion de los transposones a la estructura de Tceal7 parecia ser
aln mayor: segun la anotacién de elementos repetitivos implementada por el
software RepeatMasker, los ultimos nucleétidos del ORF, el codon stop y la
mayor parte de la 3’UTR solapaban con copias de otras dos familias L1 (un
inserto L1Mee —invertido respecto a la orientacion de Tceal7—, y un
L1ME4a) (fig. 3).

L1ME

L1MEe L1ME4a
HAL1b Region X

5UTR 3'UTR intergénica ORFZ: IUTR

q cc I RRM CTDP IIE : : I

54% ID 63% ID 62% ID

—_——— ] ——
TSD Juntura de
inversion

Figura 3. Esquema de la domesticacion molecular del ORF y la 3'UTR de Tceal7 a partir de
retrotransposones L1. El porcentaje de identidad (ID) se obtuvo al alinear las secuencias
transposonicas y el fragmento correspondiente de Tceal7 humano. Las subfamilias LIMEe
y L1ME4a se consideran como pertenecientes a un mismo transposén L1IME. En el ORF1
de HAL1b estan representados los dominios proteicos de ORF1p: CC, coiled-coil; RRM,
RNA-recognition motif; y CTD, carboxy-terminal domain.
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Como se comentd en la introduccidn, un elemento L1 tipico contiene dos
ORFs separados por una region intergénica, ademas de 5’ y 3’UTRs. Por otro
lado, es importante recalcar que RepBase Update®?, la base de datos de la que
deriva RepeatMasker, elabora la secuencia consenso de cada familia a partir de
aquellas copias que compartan al menos un 75% de identidad, siguiendo, por
lo tanto, un criterio filogenético basado en ADN. De este modo, las secuencias
consenso intentan reconstruir la familia originalmente activa. Debido al estado
fragmentario y pobremente conservado de las copias de transposones antiguas,
algunas familias (o, mas apropiadamente, subfamilias) representan solo partes
del inserto original. Especificamente, la subfamilia LLMEe comprende el final
del ORF1 vy el principio del ORF2 de un L1 ancestral, mientras que L1IME4a
incluye el final del ORF2 y la 3’UTR. A su vez, HAL1b (HAIf L1 b) forma
parte de una categoria especial de L1 no autbnomos que carecen de ORF24,

De acuerdo con lo anterior, nos propusimos comprender la enigmatica
naturaleza de Tceal7. El alineamiento de los segmentos de las tres familias de
L1 y las secuencias correspondientes del gen Tceal7 arrojé unos valores de
similitud e identidad que oscilan entre el 51 y el 63% (fig. 3). Para confirmar la
homologia, se llevd a cabo un andlisis filogenético para cada uno de los tres
fragmentos de Tceal7 —solapantes a HAL1b, L1Mee y L1IME4a— junto con
otras subfamilias de L1 ancestrales®®. Encontramos que cada segmento de
Tceal7 se agrupa junto a, o cerca de, la familia correspondiente (fig. 4).
Ademas, la secuencia aminoacidica de Tceal7 derivada de HAL1b dio unos
valores de identidad del 28% y una similitud del 34% cuando se la alined con
el ORF1p de HAL1b (fig. 5). Con estos resultados, podemos determinar que
gran parte del gen Tceal7 surgié a partir de un mosaico de familias L1,

reteniendo el ORF de la secuencia transposénica parental.
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L1_Mars1_5end

HAL1b

Teeal7_Laf
.Aimw_m
95" Tceal?_Hsa

HALTME
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L1MEj_Send
L1MEh_Send
L1MEi_Send
L1MEd_Send

L1MEQ_Send

L1MEc_5end
L1MEf_Send
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L1MEa_5end

c I

| L1_Marsia_3end
—L_U_Mam b_3end
L1ME4c_3end
L1ME4a_3end

Toeal?_Hsa
Tceal7_Laf
Teeal7_Eca

L1ME4b_3end
L1ME3G_3end

o
L1MES_3end
L1ME3Cz_3end

L1IME3C_3end

L1ME3E_3end

L1ME3F_3end

s L1ME3D_3end
L1ME3B_3end
LIME3A_3end
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L1ME2_3end
L1ME1_3end
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L1_Mars1_orf2

— L1M4_orf2

L1M3_orf2
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LiM2_orf2
LIMD_orf2
]
_|; LIMC_orf2

ose |— L1MS_orf2

L1MEe

072 LIMC4_5end

e Te23I7_E2

Teeal?_Laf

b Tceall7_Hsa

Figura 4. Arboles filogenéticos a partir de un
analisis bayesiano (1,000,000 generaciones) de
las secuencias nucleotidicas del gen Tceal7 y
de familias de retrotransposones L1. Encima de
cada arbol se representa la region de Tceal7
incluida en el analisis: (a) el principio del ORF,
(b) el final del ORF y el principio de la 3°’UTR,
y (c) el final de la 3’UTR. Cada fragmento de
Tceal7 agrupa con (0 cerca de) la familia
transposodnica correspondiente. Los ndmeros
encima de cada rama muestran los valores de
probabilidad posterior bayesiana. La barra
representa el nimero de sustituciones por sitio.

Los elementos L1 se insertan en el genoma mediante un proceso llamado

retrotranscripcion dirigida por el

sitio diana (target-primed

reverse

transcription, TPRT)* (fig. 6a, b). Pese a contar con centenares de miles de

copias en el genoma humano, practicamente todos los elementos L1 presentan

alteraciones en la arquitectura genética que imposibilitan su actividad. De

hecho, gran parte de las copias estan truncadas (o truncadas e invertidas) debido

a defectos o variantes de la TPRT®. Uno de los mecanismos no canénicos

propuestos para explicar las inserciones invertidas es el de twin priming® (fig.

6c, d). Estos insertos comparten una serie de caracteristicas, entre ellas la

presencia de 1-4 pares de bases (pb) en la juntura de la inversion (inversion
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I
HAL1b AW KHTTAK KB K E
TCEAL7_Hsa -@eg- - - - - --

Tceal7_Eca -Ble - - - -- - -
Teeal7_Laf -KPC-- - -

Conservacion

HAL1b
TCEAL7_Hsa
Tceal7_Eca
Tceal7_Laf

88 3867898--7868 - 79868 7°5+4 --9765

Figura5. Alineamiento visualizado con JalView (colores Clustalx) de las proteinas TCEAL7
y ORF1p de HAL1b. Eca, caballo; Hsa, humano; Laf, elefante africano.

junction), que pueden proceder tanto de la secuencia invertida del L1 como de

la no invertida.

Relevantemente, encontramos 4 pb en la 3’UTR de Tceal7 que se podian
asignar a la secuencia consenso del L1MEe invertido o a la del LIME4a (fig.
7). Esta microsimilitud induce a pensar que las secuencias LIMEe y L1ME4a
gue componen parte del gen Tceal7 son en realidad fragmentos de un mismo
inserto L1 invertido y truncado en 5°. Esta copia LIME se integr6 en un
elemento HAL1b preexistente, generandose una TSD en su extremo 5’
truncado que se corresponde con los nucleétidos comprendidos entre las partes
derivadas de HAL1b y L1MEe de Tceal7 (fig. 3). Por lo tanto, podemos
concluir que la insercion de un elemento L1 ancestral en una copia HAL1b,

seguida de un proceso de coopcion, origind el ORF y la 3’UTR del gen Tceal7.
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Juntura
de inversion

L1MEe BrcrdeaTaGaillraTc ABAT - - - - - oo

LIME4a < - - oo e !
Teeal7_Hsa [MATAAGAG -GTIC TT
Tceal7_Eca ATAGGAATGC TT

Tceal7_Laf GAAGGAG -
Tceal1_Hsa GTCATGA -
Tceal1_Eca GCCCTGG -
Teeall_Laf GTCATGA -A
Toeal8_Hsa MATTGGAAAC

Tceal8_Eca ATTGGGAA CAT
Tceal8_Laf ATTGGGAA CA
Bex3_Hsa GCAGT - - cC
Bex3_Fca TCAGTAAA cC
Bex3_Laf GCAGTCGA TCC
Bex5_Eca GCAGGGGA TCA
Bex5_Hsa GAAGAGGAC TCAAC
Bex5_Laf GCAGGGGA TCA

Figura 7. Alineamiento nucleotidico visualizado con JalView de la region de las secuencias
consenso de LIMEe y L1ME4a, y de los genes Bex/Tceal correspondiente a la juntura de
inversion (sombreada en rojo). Encuadrada también en rojo esta la region de microsimilitud
entre LLMEe (cuya secuencia esta invertida en el alineamiento) y LIME4a involucrada en
el proceso de twin priming.

Analisis de la exaptacién (11) — Nacimiento de una nueva familia

Tceal7 pertenece a la familia génica Bex/Tceal, formada por las
subfamilias Bex (Brain-expressed X-linked) y Tceal (Transcription elongation
factor A-like). Esta familia forma un cluster en el cromosoma X de los
mamiferos placentarios, y carece de ortdlogos fuera de ese clado®. En
humanos, el cluster consta de 14 pequefios genes (5 BEX y 9 TCEAL) y abarca
~1,5 megabases. En ratdn, debido a pérdidas y ganancias especificas de linaje,
la familia consta de 12 miembros. Aunque Winter y Ponting sugirieron que la
familia era especifica de euterios, solo ha sido caracterizada en su totalidad en
estas dos especies®. Utilizando secuencias de humano, analizamos la presencia
de miembros de la familia Bex/Tceal en los genomas de varias especies
representativas. Asi, se pudieron detectar ortdlogos de la mayoria de los genes
humanos en las especies analizadas, con la excepcion del linaje de los xenartros,

que parece haber sufrido numerosas pérdidas —el armadillo de nueve bandas
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(Dasypus novemcinctus), por ejemplo, carece de 5 de los 14 genes Bex/Tceal—
(fig. 8). Si consideramos que los placentarios se dividen en atlantogenados y
boreoeuterios, o en afroterios y exafroplacentarios®’, podemos determinar que,
esencialmente, el origen y la expansion de la familia Bex/Tceal sucedi6 entre la
divergencia de los metaterios y los euterios, y la radiacion de los mamiferos
placentarios. Apoyando esta teoria, las familias HAL1b, LIMEe y L1ME4a
solo se encuentran en euterios, y estuvieron activas durante el origen de estos,

hace unos 150 millones de afios®.

Segln estudios anteriores®%, las regiones codificantes de los genes
Bex/Tceal sufren episodios recurrentes de conversién génica. Con el doble

objetivo de estudiar las relaciones entre los miembros de la familia y ver si los

g © B al A 9 ] = N
S T IS P LIS s S I S S o
& & & & & & FF & F S

oz - P4 P—— DI )-

chrX

i —— P — — — —p— — -

chrX

w4 — e — - — — -

chrX

chrX

Perro m —‘—**H—‘—‘—’—F’—H ’

chrX chrln_ chrX
AAEXD3015491

JH584947 JH594827

cusie (W) H—t— 4 P———)-—F -

sc.130 sc.130 s¢.32 sc.130 sc.32

I N T S S e e e

JH582681 JH570407 JH570278 JH569093 56.79554 JH570278
sc.150652 s0.58543

Figura 8. Comparativa de la presencia de los genes Bex/Tceal en especies de mamiferos euterios
representativas de los grandes linajes de este grupo. Cada triangulo representa un gen, y un triangulo
vacio, un pseudogén. Los pseudogenes transparentados de la fila correspondiente al armadillo se
detectaron en el genoma de otro xenartro: el perezoso didactilo de Hoffmann (Choloepus hoffmanni).
El arbol filogenético de las especies de euterios fue construido de acuerdo a trabajos anteriores?4°.
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eventos de conversion génica son generalizados, construimos un arbol
filogenético con las proteinas BEX/TCEAL de especies representativas de los
cuatro grandes clados de placentarios: euarcontoglires, laurasiaterios, afroterios
y xenartros (fig. 9). Estos resultados nos permiten confirmar que los eventos de
conversion génica entre las regiones codificantes de ciertos genes Bex/Tceal
son comunes y recurrentes en todas las especies de placentarios analizadas. Por
otro lado, se ha comprobado que los genes Bex evolucionaron bajo una fuerte
seleccion positiva antes de la diversificacion de los placentarios®. Para
investigar la conservacion de la secuencia de los distintos ortologos y
comprobar si, una vez diversificados los placentarios, los genes Bex/Tceal
evolucionaron bajo seleccién positiva o purificadora, se calcul6 el porcentaje
de identidad y el ratio dN/dS entre pares de ortélogos (fig. 10). Los genes que
sufren conversion génica entre sus regiones codificantes (Bex1-2 y Tceal2-6)
fueron excluidos del analisis. En cuanto al resto, se detectaron altos indices de
similitud y un ratio dN/dS < 1, salvo para Bex4, que mostré una marcada
relajacion de las constricciones evolutivas (dN/dS > o cercano a 1). Resulta
interesante comprobar que BEX4 es el Gnico gen Bex/Tceal al que se ha
relacionado con la acetilacion y estabilidad microtubular'®. En conclusion, con
la excepcion de Bex4, los distintos ortélogos de los genes Bex/Tceal muestran
un alto grado de conservacion en sus secuencias codificantes y evolucionan
bajo seleccion purificadora desde la diversificacion de los mamiferos

placentarios.
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Figura 9. Arbol filogenético a partir de un analisis bayesiano (2,000,000 generaciones) de las
secuencias aminoacidicas de la familia génica Bex/Tceal. Los nimeros encima de cada rama muestran
los valores de probabilidad posterior bayesiana. La barra representa el nimero de sustituciones por
sitio. Notese la agrupacion de los paralogos Bex1y 2, Tceal2 y 4,y Tceal3, 5y 6 debido a los efectos
homogeneizadores de la conversién génica. Bta, vaca; Cfa, perro; Dno, armadillo de nueve bandas;
Eca, caballo; Hsa, humano; Laf, elefante africano; Tma, manati del Caribe.
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Hsa Mmu Bta Eca Cfa Laf Tma Dno Hsa Mmu Bta Eca Cfa Laf

Tma Dno
Hsa BSO0N 0,06 0,11 0,14 0,10 0,16 0,21 0,17 Hsa @SION 0,12 0,06 0,01 0,01 0,02 0,03
Mmu 0,07 0,09 0,08 0,07 0,08 Mmu 0,12 0,11 0,12 0,13
Bta 0,15 0,10 0,10 0,11 0,12 Bta 0,06 0,07 0,06 0,08
E Eca 0,09 0,12 0,13 0,16 % Eca 0,01 0,02 0,03
2 Cfa 0,09 0,10 L Cfa 0,02 0,04
Laf 0,08 Laf 0,03
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Hsa Mmu Bta Eca Cfa Laf Tma Dno Hsa Mmu Bta Eca Cfa Laf Tma Dno
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Figura 10. Conservacion de secuencia y seleccion natural en los genes Bex/Tceal. Los genes Tceal2-6 y
Bex1-2 se excluyeron del analisis. Se presentan en tonos rojizos los valores de % identidad al comparar las
secuencias aminoacidicas entre pares de ortélogos, y en tonos azules el ratio Nei-Gojobori de mutaciones no
sinénimas vs sinénimas (dN/dS). Bta, vaca; Cfa, perro; Dno, armadillo de nueve bandas; Eca, caballo; Hsa,
humano; Laf, elefante africano; Mmu, ratén; Tma, manati del Caribe.
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Las proteinas BEX/TCEAL derivan del extremo amino-terminal de la
proteina ORF1p de HAL1b (fig. 3). Es en esta region de ORF1p donde se
encuentra el coiled-coil, asi como la mayoria de las regiones estructuralmente
desordenadas’®*1%2, Curiosamente, las proteinas BEX han sido catalogadas
como intrinsecamente desordenadas (intrinsically disordered proteins, IDPSs),
con regiones coiled-coil en su extremo carboxi-terminal'®1%, Para analizar si
las proteinas TCEAL también tienen una estructura desordenada y coiled-coils,
analizamos bioinformaticamente sus secuencias con los programas PONDR-
FIT05, VSL2B%, VL317 y PCOILS®, La mayor parte de la secuencia de todas
las proteinas TCEAL mostrd una estructura desordenada, y se detectaron
dominios coiled-coil en los extremos carboxi-terminales de TCEALL y
TCEALT7-9 (fig. 11). Dadas las similitudes estructurales entre la regién amino-
terminal del ORF1p y las proteinas BEX/TCEAL, parece probable que estas
Gltimas hayan heredado y conservado sus caracteristicas estructurales de la

proteina transposoénica ancestral.

Analisis de la exaptacion (111) — Coopcidn de regiones reguladoras

En la introducciéon se ha remarcado que una parte indispensable del
proceso de domesticacion molecular de los transposones es la adquisicion de
regiones reguladoras. La familia Bex/Tceal, junto con los genes ArmcX
(armadillo repeat contaning, X-linked), forman el clister BGW®®. Aunque no
se detectd similitud entre ellos, los genes de estas familias se aunaron porque
tienen en comdn la estructura génica (un ORF concentrado en el Gltimo de tres
exones) y un motivo en su region promotora llamado motivo BGW. Este motivo
consta de unos 60 pb, y contiene una E-box (E de enhancer, potenciador) en su

centro que parece clave para promover la transcripciono110,
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[Viene de la pagina anterior]

Figura 11. Prediccion bioinformatica de regiones desordenadas (PONDR-FIT, VSL2B y
VL3) y coiled-coils (PCOILS). En el cuadro correspondiente al ORF1p de HAL1b, se
sombrea en gris la region que origind el gen Bex/Tceal ancestral.

Esta discrepancia entre la homologia de los ArmcX y los Bex/Tceal a nivel
de promotor y la aparente ausencia de relacion a nivel de region codificante, se
intentd resolver en el articulo que describid por primera vez el cluster. Winter
y Ponting propusieron que, antes de la diversificacion de los mamiferos
euterios, los Bex/Tceal se habrian originado a partir de un gen ArmcX ancestral.
La secuencia codificante del proto-Bex/Tceal divergio rapidamente y el gen se
duplicd hasta dar lugar a ambas subfamilias, aunque se conservd en los
paralogos resultantes la regién del promotor correspondiente al motivo BGW.
Ahora que conocemos que los ArmcX derivan de la retrocopia de un gen
autosémico llamado Armcl0', y que los Bex/Tceal derivan de la
domesticacién de elementos L1, se hace necesaria una nueva teoria que
explique la formacién del cluster. Complicando alin més el panorama evolutivo,
el promotor de otro retrogén especifico de euterios, situado a 5’ del cluster y
llamado Hnrnph2, alberga también este motivo®. Surge, por lo tanto, una
pregunta: ¢COmo genes con tres historias evolutivas aparentemente

independientes llegaron a tener la misma secuencia en su promotor?

El promotor de HNRNPH?2 es bidireccional, compartido con el gen de la
galactosidasa alfa (GLA)!2. GLA ya estaba presente en el cromosoma X del
terio ancestral, puesto que se encuentra en posiciones ortlogas tanto en
marsupiales como en placentarios. Teniendo en cuenta esto, decidimos buscar
secuencias cercanas al promotor de Gla que pudieran haber sido cooptadas en
el ancestro de los placentarios por el retrogén de Hnrnph2. En los genomas
marsupiales disponibles, encontramos una secuencia parecida al motivo BGW,
con una E-box conservada, justo upstream del promotor de Gla (fig. 12). De

este modo, pudimos trazar el origen del motivo BGW a una secuencia presente
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Euterios

Marsupiales

Ratén
Humano
Caballo

Elefante africano
Colicorto gris
Demonic de Tasmania

Koala
Ualabi

por lo menos en el ancestro terio. Posteriormente, via multiples duplicaciones
y coopciones en el ancestro de los placentarios, este motivo pudo haber
desempefiado un papel clave en la regulacion y la transcripcion del retrogén
Hnrnph2 y las familias ArmcX y Bex/Tceal.

20
1 1

ATCTCACATGAC
ATCTCACATGAC
ATCTCACATGAC
ATCTCACATGAC

OO0 > > > > -3
ANNn— = — —
A== —=NN00-

Consenso

GTG+CCGAGATCTCACATGACG+AGGTGCTCACGTGATG+AT+G+T+ACGTGA+++GAAG
E-box

Figura 12. Alineamiento nucleotidico del motivo BGW de Hnrnph2 y su region ortéloga en
especies marsupiales. Sombreado en rojo, la E-box conservada, y abajo, en amarillo, el
motivo BGW.

Ademas de los ORFs, los elementos L1 contienen 5°UTRs y 3’UTRs. En
la 5°UTR, inmediatamente después del inicio de transcripcion, un sitio de unioén
en la cadena complementaria para el represor transcripcional Yin Yang 1 (YY1)
asegura que esta se lleve a cabo a partir del nucleétido adecuado (Athanikar et
al., 2004). Sorprendentemente, en la cadena complementaria de la region
intrénica comprendida entre el segundo y el tercer exén de diversos genes
Bex/Tceal y ArmcX se detect6 un sitio de union conservado para YY1 (fig. 13).
Es més, una consulta de los datos de ChlP-Seq del consorcio ENCODE mostr6
gue estas secuencias posiblemente sean funcionales, puesto que unen YY1 en

al menos una de las lineas celulares humanas testadas.
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|—‘ YY1

TCEAL1_Hsa CC.GTA CAAAGCCTGCT - - - A T GCTTTCGGGAAG
TCEAL7_Hsa CCATTABCTTTGTETGCT - - - G T GTTCCTGAGGTG
TCEAL8_Hsa CT TAGCAGGGCLCTGCT - - - A T GCAGGAGCAGGA
BEX1_Hsa ATCPAGGGATGGATCTGTA - - - A T GTTTGGGGGCAG
BEX2_Hsa CCHCTGCAGGCAC - - - - - - - - -~ - - CA A ACGAAGAAGGGG
BEX3_Hsa CTC GGAAAGAATCCCGG ---BAAACGAA T GTTTGGGGGAAG
BEX4 Hsa AGCC GAGATGGATCTACA---B8- - - - A T GCTTTGCGGAA -
ARMCX1_Hsa G TGETTTTG - - - -CT - - - A C AC---CGCTGGG
ARMCX2_Hsa G TGECGGTGTGTCLECT - - - AG C ACGGGGGCGGGG
ARMCX6_Hsa G TGGICGGCCTTTGCT - - - G C ACGACAAGTGGG
GPRASP2_Hsa C TGGIGGGAGGLCTCCTGCG AG C A - - - - - GCGGGA
BHLHB9 Hsa C TGEGGGA -GCETCLCTIGCG AG C A----- GCGGGA
Consenso

AGG+CTGTGGCGGAGTCTGCTGCGGAAACGGAAAATGGTGG+CTTGGG+GGGG
sitio de union YY1

Figura 13. Alineamiento de la region intronica de genes Bex/Tceal y ArmcX de humano
circundante al sitio de unién para el factor de transcripcion YY1. Todos los sitios de union
mostrados unen YY1 en al menos una linea celular, segin los experimentos de ChIP-Seq
del consorcio ENCODE. Arriba, representacion esquematica de la posicion y orientacion
del sitio de union respecto al ORF (en azul y verde) y los exones no codificantes (en gris los
constitutivos, en blanco los alternativos).

Analisis de la exaptacién (1V) — Impacto del motivo BGW

Ademas de determinar el origen evolutivo del motivo BGW, quedaba por
comprender por qué este fue cooptado originalmente y se ha mantenido en un
rango tan amplio de genes. Con esta pregunta en mente, procedimos a testar su
potencial intrinseco para controlar la expresién génica. Para investigar este
punto, amplificamos mediante PCR algunas regiones de especies marsupiales
y placentarias, clonandolas en el vector de expresion hsp68-lacZ, y creamos
embriones de raton transgénicos mediante inyeccion pronuclear (véase
Métodos). A continuacion, se examino la actividad del gen reportero (lacZ) en

embriones E13.5 tifiéndolos con X-gal, y los patrones fueron anotados de
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acuerdo al siguiente criterio: partiendo de un minimo de cinco muestras, se
considerd que el elemento testado promueve la expresion en un determinado
tejido cuando observamos una tincion consistente en la mitad o méas de los
embriones?®. Es necesario hacer notar que el hecho que una secuencia no
produzca un patrén en un determinado estadio embrionario no significa que no

pueda producirlo en otros, o en distintas condiciones fisiolégicas.

Primero, para inferir el potencial regulador del motivo BGW ancestral,
decidimos estudiar la region upstream de GLA en especies marsupiales (pues
contiene una secuencia parecida al motivo BGW), y compararla con la de
euterios modernos. Para ello, clonamos la region upstream del gen GLA de
koala correspondientes al promotor de GLA y el motivo proto-BGW, vy las
secuencias homologas murinas y humanas, es decir, el promotor bidireccional
GLA-Hnrnph2. Ninguno de los tres elementos produjo un patrén consistente
(fig. 14). Ademés, al conocer el patron de expresion de Hnrnph2 en E13.5 (fig.
S1), podemos afirmar que el promotor bidireccional murino no lo recapitula.
Por lo tanto, estos resultados sugieren que, en el estadio estudiado, el motivo
proto-BGW de koala no es capaz por si solo de promover la transcripcion
génica, y que otras regiones reguladoras condicionan la expresion tisular del
gen Hnrnph2.

Segundo, examinamos la regulacion del gen Tceal7 con el objetivo de
diseccionar la influencia del motivo BGW. Shi y Garry han mostrado que,
durante el desarrollo, la expresidn del gen Tceal7 de raton se restringe al linaje
miogénico, y que una region promotora de ~700 pb es responsable de producir
este patron'®. Esta region incluye el motivo BGW, cuya E-box es necesaria
para la actividad del promotor. Ademas, mientras que la expresion de Tceal7
en el raton adulto también es muscular, en humano es predominantemente
neural'4, Para entender estas variaciones interespecificas en la expresion tisular
de Tceal7, tratamos de ver si la explicacion se encontraba en las pequefias
alteraciones en el motivo BGW entre linajes, o si estarian implicadas otras

regiones reguladoras upstream. Asi, testamos los motivos BGW del Tceal7 de
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raton y humano (afiadiendo regiones circundantes con una fuerte conservacién),
la mencionada region promotora de 700 pb de raton, y su contraparte homdloga
humana. Tan solo el elemento murino de 700 pb produjo una expresion
consistente, reproduciendo el patron especifico del linaje muscular de Tceal7
durante el desarrollo (fig. 14 y 15).

Es necesario aclarar que, una vez insertado el vector en el genoma, el
promotor minimo que dirige la expresion (aquel que consta de las secuencias
estrictamente necesarias para iniciar la transcripcion, pero carece de la potencia
suficiente para promoverla por si solo) puede ser influenciado por regiones
reguladoras presentes en el entorno de insercion. Los patrones inespecificos
resultantes de este fendmeno son considerados positional effect. Por lo tanto,
aunque la region bajo escrutinio carezca de potencial, es esperable que pueda
llegar a observarse una expresién no consistente del gen reportero en alguno de
los ejemplares. Sin embargo, al testar el motivo BGW de Tceal7 de raton
encontramos una expresion dispar en 5/6 embriones, principalmente en tejidos
neurales y esqueléticos (fig. 14). Estos resultados son interesantes, puesto que
la proporcion obtenida de embriones con transcripcion espuria —debido a
positional effect del promotor minimo— es menor tanto en nuestro control
experimental como en resultados previamente publicados'®. Es tentador
proponer que, mas que conferir especificidad de tejido, el motivo BGW podria
ser una secuencia altamente sensible a determinadas sefiales reguladoras
circundantes. Las secuencias BGW humanas de TCEAL7 no sufririan tanto
positional effect por ser menos sensibles a las sefiales reguladoras de ratén,
debido a un proceso de refinamiento especifico de cada linaje. Aun asi, se hace

necesario aumentar el nimero de embriones y realizar cortes de los mismos,
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tanto para incrementar la significacion estadistica como para facilitar la

interpretacién de los resultados.

Expresion no Numero de
a Expresién consistente embriones
Gla-Hnrnph2 consistente  (positional effect)  transgénicos
hsp68 - 2 5
Gla motivo BGW
M Raton mim—[hwes] 0 4 7
A Humano [} B {hspss 0 3 10
; Koala hsp68 0 2 9
' ' ' ' '
500 pb 250 pb 0pb
b Expresion no Numero de
. Expresion consistente embriones
Teeal7 motivo consistente  (positional effect) transgénicos
BGW
)} hsp68 0 5 6
‘- Raton
hsp68 5 1 5
hsp68 0 2 o
Humano
hsp68 0 2 7
1kb 05 kb 0kb
Gla-Hnrnph2 (Mmu) Teeal7 (Mmu) motivo BGW Teeal7 (Mmu) motivo BGW + upstream

Figura 14. Potencial de expresion de secuencias con el motivo BGW durante el desarrollo de raton.
En (a) y (b) se representan esquematicamente las secuencias testadas y los resultados del analisis.
En azul claro, el motivo BGW, y en azul oscuro, la E-box. (c), (d) y (¢) muestran embriones E13.5
transgénicos tefiidos con X-Gal. Las imagenes (c) y (d) revelan los patrones de expresién no
consistentes (positional effect) de los constructos indicados. (e) muestra la expresion consistente en
el linaje muscular del motivo BGW de Tceal7 de raton, incluyendo las regiones upstream.



Expresion de la familia Bex/Tceal

Aunque algunos de los genes Bex/Tceal parecen desempefiar un papel en
procesos como la miogénesis o la neurogénesisi®!6-119 v se expresan
abundantemente durante el desarrollo embrionario'®!2-123 nara la mayoria de
ellos hay escasa 0 ninguna informacién sobre la expresién tisular, tanto en

adulto como durante el desarrollpt09.120.121,124-128

Primero, decidimos caracterizar la expresion en embriones E13.5 de raton
mediante hibridacion in situ (ISH) de los genes Bex/Tceal (Tceal6 no pudo ser
analizado, debido a la extensiva conversion génica con Tceal3 y 5). A
excepcion de Tceal7, que reprodujo la expresion especifica de masculo
esquelético previamente reportada por Shi y Garry'® (fig. 15), los demas
genes Bex/Tceal mostraron unos dominios de expresion muy extensos. Para
todos ellos, se detectdo marcaje en el epitelio olfatorio, renal y respiratorio, asi
como en otros tejidos y 6rganos glandulares, como la bolsa de Rathke, el eshozo
pancreatico y la glandula tiroides. Sin embargo, también se encontraron
diferencias en las intensidades de expresion, asi como ciertas particularidades
(tabla S1vy fig. 15y S2). Ejemplos de ello serian la sefial de Bex4, que es
especialmente intensa en el corazon, y los genes Bex1-3, que muestran un

destacado marcaje en tejidos neuronales.

Con estos resultados, podemos concluir que, con remarcables
especificidades, los genes Bex/Tceal muestran unos patrones de expresion

extensos y parcialmente solapantes.
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Generacion y caracterizacion de ratones Bex3 mutantes

Los genes Bex/Tceal codifican para pequefias proteinas con una expresion
predominantemente neural. En cuanto a los genes Tceal, con la excepcion de
Tceal7, la Unica informacion disponible sobre los miembros de esta subfamilia
es su asociacion con algunos tipos de cancer'?®-1%, La expresién muscular de
Tceal7 durante el desarrollo de raton estd regulada por factores miogénicos
como MyoD® y, mediante la inhibicion de la via NF-kB**!, su funcion parece

ser antiproliferativa y prodiferenciacion.

Por el contrario, los genes Bex estdn mejor estudiados. Las proteinas de
esta subfamilia muestran una gran promiscuidad en sus interacciones proteicas
y participan en multitud de vias de sefalizacion, regulando el ciclo celular, la
apoptosis y la diferenciacion. Han sido implicadas en regeneracion!6” y en
cancer, principalmente como genes supresores de tumores, aunque también
como oncogenes!®, Pueden asociarse a mitocondrias!®, a proteinas del
citoesqueleto!® o a receptores de membrana!?, y localizarse tanto en el
citoplasma como en el nlcleo?”. Por ejemplo, BEX3 interacciona con los
receptores de neurotrofinas p75N™ y TrkA, regulando asi la supervivencia
neuronalt®133134 Esta promiscuidad de las proteinas BEX, sumada al hecho
gue adoptan una estructura intrinsecamente desordenada, ha llevado a que se
las proponga como candidatas a proteinas «foco» o hub!®. Las proteinas hub
son los puntos de convergencia en un interactoma proteico, y resultan
esenciales para su funcionalidad y estabilidad. Sin embargo, tanto de los genes
Bex como de los Tceal se han realizado pocos estudios que investiguen su
funcion durante el desarrollo e interpreten su papel desde un punto de vista

evolutivo.

Para avanzar en la caracterizacion funcional de esta familia génica,
escogimos el gen Bex3 como candidato mas interesante, basdndonos en la
literatura disponible. A continuacion, nos propusimos generar lineas de ratones

mutantes para este gen mediante el sistema CRISPR/Cas9. Primero, se
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disefiaron ARN guia (ARNg) dirigidos al tercer exdn, concretamente al
principio del ORF (véase Métodos y fig. 16). Asi, se generaron las lineas L1y
L2, con deleciones de 196 pb y 147 pb, respectivamente. Tanto la generacion
como la caracterizacion del fenotipo de estos ratones se llevaron a cabo en
colaboracion con el laboratorio de Jaime Carvajal (Centro Andaluz de Biologia
del Desarrollo, CABD). La delecion asociada a la linea L1 rompia la pauta de
lectura'y generaba una proteina truncada. En cambio, la de L2 mantenia la pauta
de lectura, aunque eliminando 49 amino&cidos (de un total de 114 en la

isoforma corta y 124 en la larga) del centro de la proteina (fig. 16).

GAMGACCEECCTT —1117 R’f - GATEARTGEACGEE 1J
. —

b 10 20 30 40 50 60
1 1 1 1 1 1 1 I 1 I

| |
Bex3_wt ATGGAGCAGCCCCTGCAGAATGGACAGGAAGACCGCCCTGTGGGAGGAGGTGAGGGCUCAC
Bex3_L2 ATGGAGCAGCCCCTGCAGAATGGACAGGAAGACCGCCC - - - - - - - - - - - - - - - o - - -
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Figura 16. (a) Representacion esquematica del locus de Bex3. Se indican las secuencias diana de los ARNg,
con el motivo adyacente de protoespaciador (protospacer-adjacent motif, PAM) en rojo, y los primers
utilizados para el genotipado. (b) Secuencias del ORF de Bex3 wild type y de las lineas mutantes L1 y L2,
mostrando las deleciones de 196 y 147 pares de bases, respectivamente. (¢) Secuencias aminoacidicas de los
ORFs anteriores. La delecion de la linea Bex3-L1 produce un cambio de pauta de lectura que genera un codén
stop prematuro. La de la linea Bex3-L2 esta in-frame, produciendo una delecidn de 49 aminoécidos.
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Para determinar el impacto de estas mutaciones, decidimos comprobar la
presencia de la proteina en extracciones de cerebro de ratones adultos L2 y wild
type (WT) mediante western blot (WB), escogiendo anticuerpos cuyo epitopo
se encontrara downstream de la zona delecionada en la linea L2. Los dos
anticuerpos comerciales testados mostraron multiples bandas inespecificas
tanto en muestras mutantes como WT, y ninguna del peso esperado para Bex3
(~23 kDa). Por lo tanto, la presencia de proteina Bex3 en los ratones de la linea

L2 permanece por descartar (véase Discusion).

Como se ha visto, en el estadio E13.5 Bex3 se expresa intensamente en el
SNC (fig. 15). Ademas, estudios anteriores apuntan a un posible rol de Bex3
durante el desarrollo del SNC: interacciona con los receptores de neurotrofinas
p75N™Ry TrkA, promoviendo la supervivencia y la diferenciacion neuronal, asf
como el crecimiento neuritico'!®13, Para caracterizar el fenotipo etolégico de
esta linea, sometimos a los ratones Bex3-L2 a una serie de test de
comportamiento (en colaboracion con Angel Carrion, de la Universidad Pablo
de Olavide, UPO). Al suspenderlos por la cola, el 100% de los mutantes
mostraron movimientos espasmodicos en las patas traseras (fig. 17a). Esta
disminucién de la paralisis puede ser atribuida a un escaso control motor. En el
test de campo abierto (fig. 17b), que mide la actividad motora, no se
encontraron diferencias significativas. Sin embargo, tanto en la caja de
preferencia social (c) como en el reflejo de sobresalto (fig. 17d) se detectaron
alteraciones significativas en los ratones Bex3-L2. El tiempo que dedicaron los
ratones mutantes a investigar a un raton desconocido fue menor (p < 0.001), y
se detect6 una potenciacion (p < 0,05) de la inhibicidn prepulso (abreviada PPI,
de prepulse inhibition: se basa en la atenuacion de la respuesta a un pulso una
vez se ha sometido al animal a un prepulso). Ambos resultados indicarian un
comportamiento autistico en los ratones Bex3-L2. Otros test capaces de medir
la ansiedad arrojaron resultados aparentemente contradictorios. En el laberinto
elevado en cruz (fig. 17e), los ratones mutantes tendieron a explorar mas los

brazos abiertos (p < 0,05), sefial de una menor ansiedad. Sin embargo, en el test
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de emergencia o emergency test (fig. 17f), que consiste en situar una caja oscura
en el centro de un campo abierto, los Bex3-L2 se aventuraron
significativamente menos al exterior y pasaron menos tiempo en la periferia
que sus comparieros de camada WT (en ambos casos, p < 0.01). Por otro lado,
al depositar en la caja una serie de canicas, se midi6 el porcentaje de objetos
enterrados por el animal (fig. 17g). Los ratones mutantes tendieron a dejar mas
canicas expuestas (p < 0,05), lo que seria indicativo de ansiedad. No se
apreciaron diferencias significativas en el laberinto en Y (fig. 17h), que mide la
memoria espacial. Por Gltimo, en los test de evitacion pasiva (fig. 17i) y
reconocimiento de objetos (fig. 17j) no se detectaron alteraciones en lamemoria
a corto o largo plazo de los Bex3-L2. Por lo tanto, los ratones Bex3-L2
muestran diversas alteraciones comportamentales, entre ellas algunas asociadas

al autismo.
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Figura 17. Alteraciones en el comportamiento de ratones Bex3-L2 homocigotos. (a) Tiempo en inmovilidad
al ser suspendidos por la cola. (b) Actividad en campo abierto, medida por el nimero de intercepciones de
los rayos infrarrojos. (c) Caja de preferencia social, donde se calcula el indice de sociabilidad sustrayendo
al tiempo de interaccidn con la caja del ratdn familiar el tiempo de interaccion con la del ratén extrafio. (d)
Test de reflejo de sobresalto. La inhibicion prepulso (prepulse inhibiton, PPI) se obtiene a partir de los VP
del prepulso y del pulso. LP, latencia de aparicién del pico de la respuesta; LR, latencia de inicio de la
respuesta; VP, valor del pico maximo de la respuesta. (e) Laberinto elevado en cruz. Se calculan el nimero
de cambios entre brazos cerrados y abiertos, y el ratio del tiempo transcurrido en cada tipo de brazo.
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[Viene de la pagina anterior]

(f) Test de emergencia. Se consideran el tiempo en la periferia y fuera o dentro de la caja central. (g)
Porcentaje de canicas expuestas respecto a las totales. (h) Laberinto en Y. El porcentaje de alternancia tiene
en cuenta el nimero de entradas y el brazo anteriormente visitado. (i) Test de evitacion pasiva. Tiempo en
pasar a la caja oscura. (j) Test de reconocimiento de objetos. El indice de discriminacién se calcula en
funcion del tiempo transcurrido investigando el objeto nuevo o el conocido. MCP, memoria a corto plazo;
MLP, memoria a largo plazo. Todos los valores representan medias + desviacion estandar. *p < 0.05, **p
<0.01, ***p < 0.001 sefialan diferencias significativas entre grupos.

Desregulaciones en la via mTOR han sido frecuentemente asociadas a la
aparicion de fenotipos relacionados con el autismo*®. A su vez, se conoce que
en humano BEX3 interacciona con la hamartina, Tsc1%%, un inhibidor de esta
via, y que la proteina Bex2 murina es una efectora de la misma, mediando sus

efectos tumorigénicos®®.

Por lo tanto, en colaboracién con el laboratorio de Eduardo Soriano (Parc
Cientific de Barcelona, PCB), decidimos analizar si el fenotipo comportamental
observado en los ratones Bex3-L2 podria estar relacionado con alteraciones en
esta via. Sorprendentemente, al medir un indicador de la activacion de la via
mTOR, como es el ratio p-S6/S6, detectamos una hiperactivacion significativa
(p < 0.01) en el encéfalo de ratones homocigotos Bex3-L2 adultos (fig. 18).
Con estos resultados, podemos aventurar una implicacién de Bex3 en la
regulacién de la via mTOR, cuya hiperactivacion seria responsable del

comportamiento autistico observado en los ratones Bex3-L.2.
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Figura 18. Hiperactivacion de la via mTOR en el encéfalo de ratones Bex3-L2. (a) Anélisis
por western blot de las proteinas p-S6 y S6 en el encéfalo de ratones WT y mutantes
homocigotos Bex3-L2. GAPDH se utiliz6 como control interno. (b) Ratio p-S6/S6 relativo
a GAPDH de los westerns anteriores. Los ratones Bex3-L2 muestran un aumento
significativo del ratio, indicativo de una hiperactivacion de la via mTOR. Todos los valores
representan medias + desviacion estandar. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 sefialan
diferencias significativas entre grupos.

Finalmente, un examen anatémico de los ratones homocigotos Bex3-L2
arrojé alteraciones morfoldgicas evidentes. Al ser comparados con sus
comparieros de camada WT, los ratones mutantes mostraban malformaciones
craneales evidentes. Con el objetivo de analizar el conjunto de las estructuras
Oseas y cartilaginosas, se tifieron ratones de esta linea con azul alcian y rojo de
alizarina. Las mediciones a las que fueron sometidos los craneos mostraron
claras alteraciones morfolégicas, particularmente Ilamativas en los huesos

occipital y parietal (fig. 19a, b).

Ademas, se detect6 —tanto en adultos como en embriones 16 dias post
coito (dpc)— una transformacién homeoética que resulta en la aparicion de una
costilla asociada a la altima vértebra cervical (C7), que se fusiona con la costilla
de la primera vértebra torécica (T1) (fig. 19c, d). Por lo tanto, los ratones Bex3-

L2 sufren una serie de malformaciones esqueléticas.
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Figura 19. Malformaciones esqueléticas de ratones Bex3-L2. (a) Vistas del craneo (dorsal, ventral y lateral)
y la mandibula de ratones wild type (WT) y Bex3-L2, tefiidos con azul de alcian y rojo de alizarina. El hueso
parietal de los Bex3-L2 se halla abombado (triangulo amarillo). (b) Comparacion de las dimensiones del
craneo de ratones Bex3-L2 versus ratones WT. Las barras en rojo y verde corresponden respectivamente a
mediciones significativamente mayores y menores en los ratones Bex3-L2. (c) y (d) Tincién de vértebras y
costillas con azul alcian y rojo de alizarina de ratones adultos y embriones 16 dpc. Se aprecia la
transformacion homeotica resultante en una fusion de la costilla de la Gltima vértebra cervical (C7) con la de
la primera toracica (T1) en ratones Bex3-L2.
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Resumen de resultados

Elaboracion de una lista con 67 candidatos a transposones domesticados en

el genoma humano, entre ellos, el gen Tceal7.

El gen Tceal7 se origin6 a partir de la domesticacion molecular de los
retrotransposones HAL1b y LIME.

La familia Bex/Tceal, de la que Tceal7 forma parte, se origind y expandio
antes de la radiacion de los placentarios. Posteriormente, algunos linajes

sufrieron pérdidas y ganancias génicas.

Los eventos de conversion génica entre las regiones codificantes de los

genes Bex/Tceal son comunes en todos los linajes analizados.

La secuencia aminoacidica de los genes Bex/Tceal, a excepcion de Bex4,
muestran un alto grado de conservacidn, y han evolucionado bajo seleccién

purificadora desde la diversificacion de los placentarios.

Las proteinas TCEAL presentan una estructura mayormente desordenada

Yy, en algunos casos, con regiones coiled-coil.

El motivo BGW, presente en los promotores de las familias Bex/Tceal y
ArmcX, y en el gen Hnrnph2, se originé a partir de una secuencia upstream

del promotor del gen Gla presente en el ancestro terio.

Identificacion de sitios de union para YY1 conservados y funcionales en la
region intronica de los genes Bex/Tceal y ArmcX, posiblemente derivados

del transposon ancestral HAL1b.

El ensayo del transgén reportero mostr6 que los motivos BGW, en el
estadio analizado, no son capaces de recapitular la expresion tisular de los

genes cuya transcripcion promueven.
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A excepcidn de Tceal7, que se expresa intensamente en el linaje muscular,
los genes Bex/Tceal muestran patrones de expresion extensos y

parcialmente solapantes en el estadio E13.5 del desarrollo murino.

Generacion de dos lineas de ratones mutantes para Bex3 mediante el
sistema CRISPR/Cas9.

Los ratones homocigotos mutantes de la linea Bex3-L2 muestran
alteraciones del comportamiento, algunas asociadas a trastornos del

espectro autista.

Un primer andlisis apunta a una hiperactivacion de la via mTOR en el
encéfalo de los ratones homocigotos mutantes de la linea Bex3-L2.

Los ratones homocigotos mutantes de la linea Bex3-L2 muestran
malformaciones craneales y desarrollan una costilla asociada a la Gltima

vértebra cervical, que se fusiona con la de la primera toracica.
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Metodos para la deteccion de TDs

Trabajos anteriores en los que se estudiaba la contribucion de los
transposones al proteoma humano han utilizado estrategias similares a la
nuestra®®1%1¥  Sin embargo, probablemente debido a una (por entonces)
deficiente anotacion tanto de los genes codificantes como de los transposones,
se reportaron falsos eventos de TDs y no se detectaron otros, como Tceal?7.
Malas anotaciones aparte, uno de los principales problemas de esta metodologia
es que, al depender de las secuencias consenso transposonicas construidas por
RepBase (de la cual derivan a su vez las anotaciones del RepeatMasker), tiene
limitada la edad de los TDs que es capaz de detectar. RepBase Update®, en un
intento de reconstruir el elemento originalmente activo, elabora la secuencia
consenso de cada familia a partir de aquellas copias que compartan un minimo
de similitud. Por lo tanto, las copias de transposones que hayan divergido méas
alla de un determinado umbral no serdn detectables. Por ilustrarlo
metafdricamente, las copias de un transposén serian como las ruinas de una
antigua ciudad: con el examen de cada edificacion podemos hacernos una idea
de la arquitectura original, cada vez mas precaria a medida que el tiempo
transcurre. Llegados a un determinado punto, las ruinas seran totalmente
irreconocibles, y ningln patron serd extrapolable. De este modo, en
RepeatMasker podemos encontrar algunas pocas familias que se expandieron
en el ancestro de los mamiferos (~180 millones de afios), pero ninguna cuya
actividad pueda ser trazada al origen de los vertebrados (~500 millones de
afios). Igualmente, tampoco se detectardn eventos de domesticacion mas
recientes pero que hayan sufrido un aumento de la tasa de mutaciones, debido

por ejemplo a seleccion positiva.

Otros métodos, en cambio, como el desarrollado por Zdobnov y colegas
para Homo sapiens?, o el mas exhaustivo de Hoen y Bureau para Arabidopsis
thaliana®?, se basan en la conservacion de dominios proteicos caracteristicos de
elementos transponibles. Siguiendo esta estrategia, se pueden detectar TDs

como Tigd5, una transposasa de ADN domesticada en el ancestro de los
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sarcopterigios, hace méas de 400 millones de afios. Sin embargo, este enfoque
no deja de estar limitado por la presencia y conservacion del dominio proteico
transposonico.

Volviendo a Tceal7, este gen no conserva ningun dominio con esas
caracteristicas, pues su ORF corresponde a parte de la region coiled-coil de la
proteina ORF1p (fig. 3). Esta region, encargada de la oligomerizacion de
ORF1p, evoluciona muy rapidamente**42 lo que hace inviable su
caracterizacion como dominio. El ejemplo de los Bex/Tceal nos muestra que no
solo son susceptibles de domesticacion los dominios con una funcionalidad
relativamente definida, sino también motivos estructurales méas sencillos. Por
lo tanto, es necesaria una combinacion de ambos métodos (solapamiento de
transposones y regiones codificantes, y busqueda basada en dominios
transposonicos) para optimizar la identificacion de TDs. Finalmente, es
necesario recordar que, para reducir el nimero de falsos positivos, ambas
metodologias requieren la conservacion del ORF al considerar un candidato a
TD. Asi, puede suceder que excluyan TDs para los que carecemos de un
genoma suficientemente cercano que demuestre conservacion, o los que sean

una innovacion especifica del linaje estudiado.

Una nueva domesticacion molecular en el origen de los euterios

La domesticacion molecular de cierto tipo de proteinas transposénicas,
como las transposasas de los transposones ADN o las Gag y Env de los
transposones LTR, es relativamente com(n’2. En cambio, pese a constituir una
parte sustancial del genoma de muchas especies (fig. 1), la domesticacion de
elementos sin LTRs parece ser mucho mas infrecuente. En el hongo Blumeria
graminis se han comunicado los casos de Avrkl y Avral0*, vy el Unico
conocido en metazoos es el del gen especifico de euterios LITD1'4. Por lo
tanto, este trabajo caracteriza el segundo evento de domesticacion molecular de
un retrotransposon sin LTRs en metazoos, y el primero en originar una familia

génica.
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Por otro lado, los resultados presentados arrojan luz sobre la evolucion de
los mecanismos de transposicion, especialmente relevantes debido a sus
repercusiones sobre la integridad y plasticidad gendmica. En este trabajo se ha
prestado especial atencion al ensamblaje del material genético que dio lugar al
ancestro de los genes Bex/Tceal. Como se ha detallado, el proceso empezé con
la transposicion de un elemento HAL1b en el cromosoma X del ancestro de los
placentarios. Sobre esta copia, se integr6 otra de la familia LIME que, al
hacerlo mediante la variante twin priming de la TPRT (véase fig. 6), quedo
invertida e internamente delecionada (fig. 7). El mecanismo de twin priming
solo se ha observado en raton, perro y primates catarrinos'*14’, El analisis del
origen de los Bex/Tceal nos permite sugerir que este mecanismo ya actuaba
durante la transposicion de los elementos L1 activos en el ancestro de los
placentarios.

Como ha quedado demostrado en estudios anteriores, ademas de los genes
Bex/Tceal otras familias derivadas de TDs se diversificaron en el ancestro de
los placentarios®: es el caso de los antigenos paraneoplasicos Ma (PNMA) y
los SIRH, sobre los que se habl6 en la introduccion. Algunos de los miembros
de estas familias (Pnmay Sirh12) ya estaban presentes en marsupiales, pero fue
después de la separacion del linaje de los metaterios y de los euterios, y antes
de la diversificacion de los placentarios, cuando ambas se expandieron. En el
caso de la familia Bex/Tceal, se podria dar una situacion llamativa: que la
expansion de una familia derivada de elementos L1 haya sido facilitada por
esos mismos elementos. Hay tres factores que inducen a pensar que esto es
posible: el cromosoma X esta enriquecido en transposones L128; los mamiferos
son un clado donde los L1 estan y han estado especialmente activos*, y se ha
demostrado que estos elementos pueden facilitar la duplicacion génica®.
Siguiendo estrategias recientes'®®, se podria analizar si existe un
enriquecimiento en L1 especificos de euterios cerca de los genes Bex/Tceal que
hubieran podido fomentar la expansion de la familia. Por otro lado,
curiosamente, del mismo modo que en los Bex/Tceal (fig. 8), la disposicion

sinténica de las familias PNMA y SIRH también quedd establecida antes de la
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diversificacion de los placentarios®®, con lo que parece que este periodo fue
especialmente propicio para el origen y la expansion de familias génicas
derivadas de transposones. Es tentador especular con que estas familias hayan
podido estar implicadas en la aparicion y desarrollo de estructuras cruciales
para la evolucion de los placentarios.

El motivo BGW y la regulacion de la expresion de los genes BGW

Uno de los puntos atractivos de la historia evolutiva de la familia
Bex/Tceal es su interrelacion con la de la familia ArmcX y el gen Hnrnph2, asi
como las consecuencias que se derivan sobre la regulacion transcripcional de
estos genes. Trazar el origen del motivo BGW nos permite reconstruir con
relativa seguridad la formacion del cluster, y supone un ejemplo de cémo los
genes derivados de transposones y retrocopias cooptan regiones reguladoras
para su transcripcion (fig. 20).

Los estudios de Shiy Garry®®y de Iseki et al.2%° han mostrado que el motivo
BGW y su E-box central parecen indispensables para la actividad
transcripcional de estos genes. Sin embargo, quedaba por explorar su capacidad
de dirigir la expresion tisular. Los resultados del ensayo de una seleccion de
motivos BGW (fig. 14) inducen a pensar que los motivos BGW por si solos no
conferirian especificidad de tejido sino que serian secuencias altamente
sensibles al estado regulatorio circundante. Por ejemplo, el motivo BGW (y
regiones proximales) del Tceal7 murino produjo un elevado nimero de
embriones con patrones de expresion no consistentes, producto del positional
effect (fig 14d). En cambio, esta misma region, expandida para incluir ~700 pb
usptream, reprodujo el patron de Tceal7 observado durante el desarrollo
embrionario (fig. 14e y fig. 15). Apoyando la hipdtesis anterior, investigaciones
previas han identificado sitios de unién funcionales para STAT3, c-Jun y p65
upstream del motivo BGW de BEX2%¥71%0, Curiosamente, igual que ocurre entre
los ORFs de Bex1y 2, Tceal2y 4,y Tceal3, 5y 6 (fig. 9), las secuencias de los

motivos BGW (y de los intrones) se homogeneizan mediante conversién génica
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con relativa frecuencia®®. Ademés, es muy chocante comprobar que este
fendmeno no solo se da entre las regiones no codificantes de genes Bex/Tceal,
sino también entre genes de familias distintas, como BEX2 y ARMCX4%. El
significado biol6gico de esta homogeneizacion de regiones reguladoras, si es
que lo tuviera, permanece sin investigar, pero podria facilitar la nivelacion de
la expresion de los genes afectados. Por otro lado, tampoco se detecto actividad
para el proto-motivo BGW upstream del gen Gla de koala (fig. 14a). En
especies euterias, los motivos BGW muestran una inserciéon de 11 pba 5’ de la
E-box (fig. 12). En esa zona yace un elemento de respuesta a AMP ciclico
(cAMP response element, CRE), que parece necesario para la funcionalidad del
promotor de ARMCX1%, Asi, esta insercion especifica de euterios podria haber
resultado clave para la evolucién del potencial regulador del motivo BGW. El
motivo BGW, por lo tanto, es probablemente esencial para la transcripcién de
las familias génicas Bex/Tceal y ArmcX, pero sefiales mediadas por otras
secuencias, cuya complejidad permanece por descifrar, parecen gobernar la
expresion tisular de estos genes.

Otra de las observaciones relativas a la regulacién de los genes Bex/Tceal
y ArmcX es la conservacion en la region intronica de un sitio de unién para YY1
(fig. 13). Aungue no nos sea posible confirmarlo, la orientacién y la situacion
con respecto al ORF, asi como su capacidad de unir YY1 in vitro, indican una
probable homologia de esta secuencia y la del HAL1b ancestral a la familia
Bex/Tceal. Un estudio de Bianchi et al. puede darnos pistas sobre la funcion de
este sitio de unidn. El dnico intrén del gen UbC contiene un sitio de unién para
YY1 en la hebra minus, que regula el splicing y potencia la transcripcion®®L.
Pese a que la literatura sobre transposones cooptados como enhancers es
abundante®, hasta la fecha no se ha documentado ningtn caso en que un TD
retenga las secuencias reguladoras ancestrales propias. A falta de conocer su
relevancia funcional, la conservacion del sitio de union para YY1 en los

intrones de los genes Bex/Tceal podria constituir el primer caso.
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[Viene de la pagina anterior]

Figura 20. Escenario evolutivo de la formacion del claster BGW. (1) En el cromosoma X del dltimo
ancestro comdn de euterios y metaterios, upstream del promotor (P o) del gen de la alfa-galactosidasa
(Gla) se encuentra un proto-motivo BGW. El gen Glra4 yace inmediatamente upstream de ambos. (2) En
el linaje euterio, un transcrito de Hnrnphl se retrocopia upstream de Gla, cooptando como promotor el
proto-motivo BGW (P BGW), formando asi un promotor bidireccional junto con P a. Nacimiento de las
familias de retrotransposones HAL1b y LIME. (3) P BGW”, una secuencia con potencial para promover
la transcripcion, surge gracias a la duplicacién de P BGW. Los retrotransposones HAL1b y LIME se
transponen secuencialmente, dando lugar a una secuencia proto-Bex/Tceal. (4) La secuencia proto-
Bex/Tceal coopta el P BGW’ para transcribirse, lo que permite la formacion del gen Bex/Tceal ancestral.
Se conserva el sitio de unién para YY1 heredado del promotor del elemento HAL1b. (5) Se duplica una
region que contiene el promotor P BGW” junto a un sitio de unién para YY1. El primer miembro de la
familia ArmcX aparece cuando Armcl0 se retrocopia al cromosoma X y (6) coopta el P BGW”’ para
transcribirse. (7) Antes de la diversificacion de los euterios actuales, las familias Bex/Tceal y ArmcX se
expanden via duplicacion, dando lugar al cluster BGW. Las edades para el ultimo ancestro comin de
euterio y metaterios y de los placentarios se obtuvieron de Meredith et al.?** y Dos Reis et al.?*.

Antes de este trabajo, solo se conocia la expresion durante el desarrollo de
algunos genes Bex/Tceal. A la vista de diversos articulos recientes, este punto
cobra especial relevancia. Ito et al. muestran que los genes Bex1-4 de raton
tienen una expresion >400 veces mas elevada en hepatoblastos (progenitores
hepéticos) que en hepatocitos adultos'?®. Ademas, identifican a Bex2 como un
marcador de células progenitoras del epitelio pilérico adulto y del sistema
hematopoyético. En E13.5 detectamos expresion de Bex1-4 en el epitelio
gastrico y en el primordio hepatico (fig. 15 y fig. S2), ambos tejidos
proliferativos'®>1%3, Por su parte, De Angelis et al.'?? caracterizan la expresion
epitelial de Bex1 durante la organogénesis del esbozo pancreético, entre los
estadios E9.5 y E12.5. Nosotros, en E13.5, también detectamos una potente
expresion de Bex1 en el epitelio pancreético (fig. S2). Importantemente, en este
periodo del desarrollo pancreatico (E9.5-E13.5) se produce una continua
proliferacion de las células progenitoras®™. A su vez, Bex1-3 muestran una alta
expresion en progenitores neurales, que se atenGa tras la diferenciaciéon?, y su
expresion durante el desarrollo se extiende por todo el sistema nervioso central
y periférico (fig. 15y S2 y otros trabajos!?!2L, Por otro lado, Tceal5 se expresa

en la bolsa de Rathke en E13.5 (fig. S2), una evaginacion del techo de la boca
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en desarrollo que dara lugar al 16bulo anterior de la glandula pituitaria, es decir,
a la adenohipdfisis!®®. Recientemente, se ha reportado que Tceal5 se expresa en
progenitores de la glandula pituitaria promoviendo su proliferacion'*®. De
forma similar, Tceal7 se expresa en mioblastos y regula su proliferacion®, y
durante el desarrollo es especifico del linaje muscular (fig. 15). Otros tejidos en
proliferacion, como el epitelio renal**® y pulmonar’®’, también muestran
expresion de los genes Bex/Tceal (fig. 15y S2). Ademas, Bex2 se expresa en el
epitelio del cristalino (fig. S2), y los ratones knockout para Bex2 tienen la
morfologia de esta estructura alterada®®. Por ltimo, un dato sorprendente sobre
la expresion de estos genes lo encontramos en un estudio de Alvarez et al.*?’.
Al analizar los transcritos del mesencéfalo ventral en desarrollo de la rata,
encontraron que los genes mas comunes (el 12% de los expressed-sequence
tags, ESTS) correspondian a miembros de la familia Bex. Por lo tanto, una vez
contrastada la literatura con los patrones de expresion, es tentador sugerir que
los genes Bex/Tceal regulan la proliferacién y diferenciacion en determinadas
células progenitoras replicativas durante el desarrollo. Futuros estudios deberan
terminar de caracterizar la expresion de los genes Bex/Tceal durante el

desarrollo, asi como esclarecer su relevancia funcional.

Generacion y caracterizacion de ratones Bex3 mutantes

En este trabajo se presenta por primera vez la caracterizacion de una
linea de ratones Bex3 mutantes. Como se dijo en la seccién de resultados, se
generaron dos lineas, cada una con una delecién distinta. La linea en la que se
llevaron a cabo los experimentos de fenotipado fue la L2, cuya mutacion in-
frame de 147 pb produce una delecion de 49 aminoéacidos en el ORF (fig. 16).
No se pudo descartar la presencia de la proteina en los ratones Bex3-L2
mediante western blot (WB), pese a que se probaron dos anticuerpos dirigidos
a epitopos no delecionados. Segln estudios anteriores, la proteina BEX3 es
degradada rapidamente por el proteasoma, siendo el mondémero especialmente

sensible’?”133, De hecho, en las lineas celulares PCNA y PC12, Mukai et al.
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Unicamente consiguieron detectar proteina tras tratar los cultivos con
inhibidores del proteasomal®. En toda la literatura sobre Bex3, solo en el
articulo de Calvo et al. se intenta y consigue (aunque de forma deficiente)
detectar proteina nativa extraida de tejidos de animales vivos (neuronas del
ganglio de la raiz dorsal)'!®. Dado que el anticuerpo utilizado en ese trabajo
reconoce un epitopo que cae en la region delecionada, no es Util para nuestro
estudio. Por otro lado, la proteina BEX3 humana también parece dificilmente
detectable mediante WB. En The Human Protein Atlas, los analisis de proteina
BEXS3 basados en inmunohistoquimica muestran niveles elevados en cerebro y
otros tejidos'®®. Sin embargo, los resultados del WB utilizando el mismo
anticuerpo arrojan resultados no consistentes!®, Por lo tanto, todo parece
indicar que la deteccién de proteina BEX3 nativa con métodos convencionales
es muy dificultosa. Una de las opciones a considerar seria tratar con inhibidores
del proteasoma cultivos celulares establecidos a partir de tejidos de ratones WT
y Bex3-L2, de forma similar al articulo de Mukai y colaboradores®*, Otra de
las alternativas consistiria en clonar en un plasmido de sobreexpresion los
ORFs de ambas lineas mas un tag amino o carboxi-terminal. De esta forma,
podriamos comprobar si se genera una proteina mas corta en el caso de L1, o si
se aprovecha algun codén ATG alternativo en los L2. Por dltimo, se podria
analizar mediante espectrometria de masas la presencia de BEX3 en muestras
Bex3-L2 y WT. De todos modos, si se confirmara que los ratones Bex3-L2
producen proteina mutante, el fenotipo observado hace pensar que la delecion
de 49 aminoéacidos provoca una pérdida de funcién en la proteina BEX3
resultante.

Los motivos principales que hacen de Bex3 un gen atractivo son su patron
de expresion eminentemente neural, la participacién en vias de sefializacién

relevantes para el desarrollo, y los interactores que se le conocen (tabla 2).
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Tabla 2. Interactores de Bex3

Interactor  Especie

14-3-3¢1%*  Hsa, Mmu

BEX3'®  Mmu, Rno

elF3ht® Hsa
133 Hsa, Mmu,
p75NTR Rno

Relevancia biol6gica

14-3-3¢ forma un complejo junto a BEX3 y p75N™. En células PC12nnr5 y
HEK?293, esta union tiene un efecto dominante negativo sobre la induccién de
la apoptosis en respuesta a NGF mediada por p75"N"R/BEX3.

El tratamiento con NGF estimula la acumulacién de BEX3 dimérico en el
ndcleo. Una vez alli, se une al promotor de trkA y promueve su expresion,
favoreciendo ademas el crecimiento neuritico.

En funcién de la presencia de NGF, BEX3 incrementa su interaccion con el
dominio intracelular de p75N™R y parece mediar la apoptosis inducida por éste.

La unién de BEX3 a Smac previene la ubiquitinacion de Smac mediada por

163
Smac Hsa, Mmu XIAP, promoviendo asi la apoptosis inducida por TRAIL en células MCF-7.

TrkA™  Mmu. Rno BEX3 se une a TrkA en células del ganglio de la raiz dorsal PO de rata.

TrkBlie RNo BEX3 se une a TrkB en células del ganglio de la raiz dorsal PO de rata.

TSC1 y 2 forman un complejo junto con BEX3 y p75N™R. En células PC12h,

TSC1¥  Hsa, Mmu
p75NTR/BEX3.

Sobre BEX3 se ha estudiado especialmente su implicacion en la
sefializacion mediada por los receptores de neurotrofinas. El factor de
crecimiento nervioso (nerve growth factor, NGF) es una neurotrofina que,
uniéndose a los receptores p75N™R y TrkA, regula diversos aspectos de la
estructura y funcion neuronal, tales como la supervivencia, la diferenciacion, la
plasticidad sinaptica o la morfogénesis (review Reichardt, 2006). En raton,
BEXS interacciona con el dominio citoplasmatico de ambos receptores y, en
funcion de la presencia de NGF, migra al nicleo en forma de dimero y modula
la supervivencia, la diferenciacion y el crecimiento neuritico''®'%, Por otro
lado, Bex3 también esta implicado en la via NF-xB. Aunque se desconoce el
mecanismo exacto, BEX3 activa NF-xB al promover la desestabilizacion de

IkBot

. IxBa secuestra en el citoplasma los heterodimeros formados por los
factores de transcripcion p65 y p50, que una vez translocados al nlcleo se
encargaran de activar el conjunto de genes downstream de NF-kB*.

Por dltimo, BEX3 forma complejos con TSC1, TSC2 y p75N™R 136, E|
heterodimero TSC1/TSC2 participa en la inhibiciéon de mTORC1, que junto

con mMTORC2 es uno de los dos complejos centrales de la via mTOR
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TSC1 parece proteger a Bex3 de la degradacion, lo que segun los autores
sugiere una participacion de TSC1 en las sefiales apoptéticas mediadas por



(mechanistic target of rapamycin)®, Puesto que p75N™ y TrkA regulan a NF-
«kB y mTOR, respectivamente’®, las vias de sefializacion donde Bex3 parece
intervenir estan estrechamente relacionadas.

En los andlisis de comportamiento, los ratones Bex3-L2 mostraron
diversas alteraciones (fig. 17). Una de las mas evidentes fue la disminucion de
lainmovilidad en las patas traseras tipica de los ratones suspendidos por la cola.
Aungue se hace necesaria una mejor caracterizacion de este fenotipo, los
movimientos espasmodicos pueden ser atribuidos a un escaso control motor
causado por defectos en el desarrollo de las motoneuronas, cuya supervivencia
depende de una correcta transmision de las sefiales neurotréficas!®®, Ademas de
los movimientos espasmodicos, los ratones Bex3-L2 mostraron
comportamientos autisticos en la caja de preferencia social y en el reflejo de
sobresalto (fig. 17c y 17d). Los trastornos del espectro autista tienen una base
genética muy heterogénea, y se caracterizan por déficits en la socializacién,
dificultades en el lenguaje y la comunicacion, y comportamientos repetitivos?®,
Las causas subyacentes al autismo se encuentran en un exceso o un defecto en
el crecimiento, que se manifiesta a diferentes niveles, como pueden ser el
tamafio del cerebro (micro o macrocefalia), y las conexiones neuronales (hipo
o hiperconectividad)!”®. De manera importante, desregulaciones tanto en la
sefializacién mediada por receptores de neurotrofinas como en la via mTOR
han sido implicadas en la etiologia del autismo*™. La via mTOR integra sefiales
ambientales (por ejemplo, nutrientes o factores de crecimiento) que regulan
multitud de procesos esenciales para el crecimiento, como la sintesis proteica,
el metabolismo y la homeostasis energétical®. Debido a una descompensacién
de estos procesos, ratones knockout para inhibidores de esta via, como PTEN
0 el complejo TSCL/TSC2, anteriormente mencionado, muestran un
comportamiento autistico y macrocefalia, asi como un incremento del tamafio
del somay de la densidad de espinas dendriticas’*174,

Excitantemente, el ratio p-S6/S6 (utilizado de manera rutinaria como
indicador del estado de la via mTOR) resultd estar significativamente

aumentado en el encéfalo de ratones Bex3-L 2, lo que indica una hiperactivacion
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de la via mTOR (fig. X). Sin embargo, estudios anteriores parecen entrar en
contradiccion con estos resultados. Calvo et al. muestran que la disminucién de
la expresién de BEX3 en cultivos de neuronas del ganglio de la raiz dorsal
reduce los niveles de fosforilacion de Akt!8, p-Akt se encarga, entre otras
funciones, de impedir la inhibicion de mTORC1 mediada por el complejo
TSC1/TSC2%8, Los experimentos que estan en proceso pretenden esclarecer
este punto mediante la caracterizacion en profundidad del estado de la via
mTOR en distintas regiones del encéfalo, como el cerebelo, el hipocampo y la
corteza. Ademas, también se planea comprobar el tamafio y la citoarquitectura
del cerebro, asi como la presencia de alteraciones en ciertos tipos neuronales
(como las neuronas de la capa V del cortex o las células de Purkinje)
caracteristicas de una hiperactivacion de esta vial”1%,

Otra de las formas en que BEX3 puede estar regulando la sefializacion de
la via mTOR es mediante su interaccion con elF3h'®2, elF3h es uno de los
componentes nucleares del complejo elF3 (eukaryotic translation initiation
factor 3), esencial para el inicio de la traduccion proteical’. elF3 sirve de
andamio para el acoplamiento de mTORCL, lo que permite la fosforilacion
inhibidora de 4E-BP1 (4E-binding protein 1) y el avance del proceso de
iniciacion de la traduccién'”’. Por lo tanto, la unién de BEX3 a uno de los
componentes de elF3 podria estar modulando la traduccion de genes
downstream de mTORCL. Curiosamente, la forma dimérica de BEX3 se une al
promotor de trkA e influencia diferencialmente los niveles de mMRNA y los de
proteinal!®,

Por otro lado, al ser diseccionados, los ratones Bex3-L2 muestran una
mayor acumulacion de tejido adiposo abdominal, asi como una aparente
esteatosis hepatica (datos no mostrados). La activacion de mTORC1 promueve
la adipogénesis y la lipogénesis hepatical®®, con lo que, a falta de experimentos
que las confirmen, estas observaciones preliminares respaldarian una
hiperactivacion generalizada de la via mTOR. Finalmente, dado que por el
momento no podemos descartar la presencia de proteina mutante, debemos

considerar la posibilidad de que el fenotipo de los Bex3-L2 sea causado por una
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forma constitutivamente activa de BEX3. Asi, en un knockout completo
(asumiendo la participacion de BEX3 en esta via), deberiamos observar una
hipoactivacion de mTOR. Sin embargo, los ratones Bex3-L1, que tienen una
extensa delecion que rompe el marco de lectura (fig. 16), también parecen sufrir
obesidad. A la espera de nuevos resultados, la desregulacion de la via mTOR
establece un punto de partida a partir del cual descifrar los mecanismos
moleculares subyacentes al fenotipo de Bex3-L2, y es también, por lo tanto, un
paso més hacia la comprension de la funcién de Bex3.

NF-xB es otra de las vias dependiente de la sefalizacion mediada por
receptores de neurotrofinas en que Bex3 parece estar involucrado®®*. De forma
similar a mTOR, una gran variedad de sefiales extracelulares regulan la
actividad de NF-xB. Esta via ha sido involucrada en la regulaciéon de la
expresion de multiples genes relacionados con el desarrollo neural, asi como en
la supervivencia neuronal y el crecimiento y la morfologia neuriticos’®,
Aunque la relacion entre el autismo y la activacion de NF-xB no esté claral’®-
181 estudios recientes aportan datos interesantes sobre este punto. Mutaciones
en el factor de transcripcion MECP2 producen el sindrome de Rett,
caracterizado por dificultades en la adquisicién del lenguaje, déficits en el
control motor y comportamientos autisticos!®2. Curiosamente, en animales
Mecp2 -/- los sintomas asociados al sindrome de Rett estdn mediados tanto por
mTOR!3184 como por NF-kB*®. Por lo tanto, debido al papel de esta via en los
procesos mencionados y la presunta implicacion de Bex3 en su regulacion, parte
del fenotipo comportamental que observamos podria estar causado por
alteraciones en la actividad de NF-kB. Como en el caso de mTOR, ya estan en
marcha experimentos enfocados a caracterizar la activacion de la via NF-xB.

En conclusidn, tomando en conjunto lo que se conoce sobre Bex3 y estos
primeros resultados, consideramos atractiva la hipotesis que postula a Bex3
como un mediador de las sefiales neurotréficas gracias a su capacidad de
modular las vias efectoras mTOR y NF-kB.

Sin embargo, tanto la influencia de estas vias como la expresion durante

el desarrollo de Bex3, lejos de ser exclusivamente neural, se extiende a muchos
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otros tejidos (fig. S2). Uno de ellos es el cartilago que originara el hueso, que
en el estadio analizado (E13.5) se encuentra inmerso en el proceso de
osificacion endocondral®®, Los ratones Bex3-L2 muestran una fusion de las
costillas correspondientes a las vértebras C7 y T1, ademas de malformaciones
craneales (fig. 19). Tanto los receptores de neurotrofinas como la via NF-kB y
el complejo mTORC1 han sido implicados en el desarrollo del sistema
esquelético’®-1%. Sin embargo, las malformaciones craneales podrian deberse
a un crecimiento anormal o excesivo del encéfalo que, como se ha comentado,
es comun en ratones con la via mTOR hiperactiva. Con los datos disponibles,
es por el momento muy dificil aventurar una explicacion del fenotipo 6seo
observado en los ratones Bex3-L2.

Como ultimo apunte, son interesantes los casos de microdeleciones
cromosémicas en pacientes que abarcan partes del clister BGW (fig. 21).
Yamamoto et al. reportan cinco nuevos casos de mujeres, con distintas
deleciones en heterocigosidad, que muestran severas deficiencias intelectuales,
hipotonia, anomalias comportamentales y dismorfia facial'®’. Proponen como
candidata para el fenotipo observado una regién que incluye los genes BEX1-4
y todos los TCEAL excepto TCEAL2 y TCEALS6. EI mismo grupo, hace escasos
meses, ha documentado el primer caso de nulisomia de este locus en un paciente
masculino, que incluye todos los genes BEX/TCEAL menos TCEAL1-4'%2, El
paciente muestra microcefalia y graves discapacidades neuroldgicas y
psicomotoras, y permanece encamado desde su nacimiento. El fenotipo mucho
mas severo de esta delecién indica que los genes implicados tendrian un
importante papel en el desarrollo neurol6gico. Aungue estas deleciones también
incluyen otros genes no pertenecientes a la familia BEX/TCEAL, entre ellos
algunos ARMCX, las alteraciones en el comportamiento de la linea Bex3-L2
(fig. 17) y otras lineas knockout!®® inducen a pensar que parte del fenotipo
observado en estos pacientes estaria causado por la ausencia los genes
Bex/Tceal.

Finalmente, es necesario recalcar que hay que ser cuidadosos al extrapolar

las funciones de BEX3 entre organismos. Aunque Mukai et al. 2000 detectaron
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una interaccion entre Bex3 y el dominio citoplasmatico de p75NTR en células
de ratén, rata y humano, estudios posteriores no han podido reproducir estos
resultados!?"162,
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Figura 21. Representacion de la region cromosémica Xg22. Los hexagonos azules y rojos
indican las deleciones detectadas en los estudios especificados. Los rectangulos representan
genes. Los rectangulos verdes son genes con una elevada expresion en el cerebro. Las
regiones B y C han sido asociadas a las deficiencias neuroldgicas de los pacientes descritos
por Yamamoto et al. (2014). Present patient hace referencia a la delecion del paciente
estudiado por Shirai y colaboradores. Figura adaptada de Shirai et al.*?2,
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Integracion funcional de los genes Bex/Tceal

En los ultimos afios, empieza a acumularse evidencia que permite
reconsiderar la naturaleza de los genes Bex/Tceal. Estos genes codificarian para
un médulo de pequefias proteinas adaptadoras con la capacidad de establecer
mualtiples y promiscuas interacciones, cuya funcion parece convergir en ciertas
vias de sefalizacion'®. Asi, se abre un muy estimulante espacio para la
reflexion en torno a la evolucion de los genes Bex/Tceal y su integracion
funcional.

Existen multiples ejemplos de TDs para los que conocemos su funcion, y
algunos de ellos han devenido esenciales para el organismo «huésped». Sin
embargo, en referencia a los genes de novo, se han planteado muy
acertadamente una serie de preguntas!®® que son igual de vélidas —y es
probable que igual de enigméaticas— en el caso de los TDs: ;Cémo adquieren
estos su funcionalidad? ;Cémo devienen no solo funcionales, sino también
esenciales? ;Como se integran en la red de interacciones proteicas preexistente?

A diferencia de los genes duplicados, que pueden repartirse, es decir,
subfuncionalizar la funcion ancestral, los TDs solo pueden integrarse
neofuncionalizandose. En la fase de transicion que enlaza los restos
fragmentarios de transposones subsiguientemente domesticados con lo que
podriamos considerar el TD como tal, el proceso de neofuncionalizacion pudo
haber sucedido rapidamente mediante evolucién adaptativa. De hecho, tanto la
rama que lleva al grupo de genes Bex3 como las de Bexl-2 y Bex4
evolucionaron bajo una intensa seleccion positiva®. Curiosamente, la mayoria
de posiciones especificas que evolucionaron bajo selecci6n adaptativa se
encuentran en la region carboxi-terminal, que es donde mapean todas las
interacciones conocidas de las proteinas BEX!*. Todo ello, sumado a la dificil
resolucion de las relaciones filogenéticas entre los genes Tceal (fig. 9), hace
pensar que, una vez originado el Bex/Tceal ancestral, una rapida expansion de
la familia permitid que las distintas copias evolucionaran y probablemente
diversificaran sus funciones. Como sucede con la familia SIRHS31%4

posteriormente el set de genes Bex/Tceal se establecid —interesantemente, con
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posteriores pérdidas y ganancias especificas de linaje— antes de la
diversificacion de los placentarios, y, salvo Bex4, evolucionaron desde entonces
bajo seleccion purificadora (fig. 8 y 10). Sin embargo, al haber estudiado los
efectos de la seleccion en el conjunto de la proteina, es posible que posiciones
especificas en otras proteinas hayan evolucionado bajo seleccion adaptativa en
ciertos linajes.

Durante el proceso de neofuncionalizacion, es necesario que los TDs se
integren y remodelen las redes ancestrales de interacciones proteicas. Una
caracteristica de estas redes es la existencia de nodos (o hubs) altamente
conectados, de los que depende la estabilidad del conjunto de interacciones: no
es sorprendente, por lo tanto, la constatacién que existe una relacion entre
conectividad y esencialidad!®. En observaciones que no creemos arriesgado
extrapolar a los TDs, se ha confirmado que los genes originados por
transferencia horizontal y de novo tienden a localizarse en la periferia de las
redes de interacciones y muestran una baja conectividad!®®1%’, Sin embargo,
¢cexiste alguna caracteristica que facilite esa integracion y allane el camino para
el desarrollo de funciones esenciales?

Interesantemente, segin Zhang et al., las proteinas de genes jovenes con
una alta conectividad (proteinas hub) muestran regiones de baja complejidad e
intrinsecamente desordenadas®. Asi, una estructura desordenada facilitaria
una rapida integracion en las redes de interacciones y, por lo tanto, facilitaria el
establecimiento de interrelaciones esenciales. Las regiones intrinsecamente
desordenadas carecen de una estructura tridimensional fija, aunque tienen la
capacidad de plegarse al formar complejos con otras proteinas®®. A las
proteinas con un alto porcentaje de este tipo de regiones se las llama proteinas
intrinsecamente desordenadas (intrinsically-disordered proteins, 1DPs) v,
gracias a una flexibilidad estructural que les permite interactuar
promiscuamente con otras proteinas, se encuentran sobrerrepresentadas entre
las proteinas hub'®®. Recientemente, se ha demostrado que las proteinas BEX

son IDPs con regiones coiled-coil en su extremo carboxi-terminal®1% y, con
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el estudio estructural de las proteinas TCEAL, hemos podido expandir estos
hallazgos a toda la familia BEX/TCEAL (fig. 11).

Los coiled-coil se consideran regiones intrinsecamente desordenadas, pues
pueden adoptar una conformacion «ordenada» al oligomerizarse o unirse a un
interactor'®®, Curiosamente, el segmento de ORF1p del cual derivan los genes
Bex/Tceal se corresponde con el inicio del coiled-coil caracteristico de estas
proteinas transposonicas (fig. 3). Se conocen varias interacciones con proteinas
enddgenas para la proteina ORF1p humana?®-2%2, una de ellas mediada por la
region coiled-coil®®, Pese a la rapida tasa evolutiva a que esta sometida la
proteina ORF1p, y especialmente el coiled-coil***142 no vemos ninguna razén
por la que el ORF1p del elemento HAL1b activo en el ancestro de los
placentarios no pudiera interaccionar a su vez con algunas (quizas las mismas)
proteinas enddgenas. Por otro lado, tanto las ORF1p (gracias a la regién coiled-
coil) como ciertas proteinas BEX/TCEAL forman oligdmeros03204,

Por lo tanto, parece evidente que las propiedades estructurales de las
proteinas BEX/TCEAL (y puede que algunos de sus interactores), claves para
la funcionalidad de esta familia, han sido determinadas por las caracteristicas
de la proteina transposénica ancestral. Asi, podemos concebir un escenario
donde la integracion y modulacién de redes ancestrales, favorecida por unas
caracteristicas estructurales particulares, permitieron la acelerada evolucion
adaptativa y la expansion de la familia génica Bex/Tceal.

Si entendemos que un gen es esencial cuando resulta critico para el
desarrollo y la supervivencia de un organismo, no podemos decir que los genes
Bex/Tceal, estudiados uno a uno, lo sean. Sin contar el presente estudio, entre
los ya publicados y los que estan siendo analizados por el IMPC (International
Mouse Phenotyping Consortium), se han generado lineas de ratones knockout
para Bex1M617 Bex2'?31%8 Bex4?% Tceal5?® y Tceal9?’. Es necesario
subrayar que el concepto de esencialidad es facilmente extensible a otros
procesos que, aunque no perturben criticamente el desarrollo de un organismo,
si comprometen de forma decisiva su viabilidad: por ejemplo, al interaccionar

con su entorno. Ademas, parece claro que el conjunto de la familia génica si
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seria esencial sensu stricto, vistos los severos efectos de su delecion en
pacientes humanos'®2.

Con el objetivo de comprender cdmo los nuevos genes pueden devenir
esenciales o funcionalmente relevantes, Chen et al. sugieren buscar la
explicacion en la renovacion de vias de sefializacion ancestrales®. Pero, sen qué
vias de sefializacion se integran las proteinas BEX/TCEAL? Fernandez et al.
proponen que los genes Bex formarian una familia de proteinas hub cuya
extensa red de interacciones convergeria en la via de sefializacion NF-xB%4, El
hecho que, al revisar la literatura, confundan TCEAL7 con BEX4 hace incluso
mas interesante su hipotesis, pues enlaza la integracion de los Bex y los Tceal.
La discusion de la integracion funcional de estos genes a la luz de este y
anteriores estudios puede ayudarnos a comprender el papel evolutivo de esta
nueva familia de transposones domesticados.

Los analisis a escala global del interactoma humano en distintos tejidos y
lineas celulares parecen confirmar que las proteinas Bex/Tceal desempefian el
papel de proteinas hub. Por ejemplo, gracias a estos estudios se han identificado
mas de treinta interactores para BEX2, BEX3 y TCEAL12%-2!1, Por lo tanto,
gueda para el futuro un andlisis exhaustivo de la red de interacciones de estos
genes y su significado biolégico. Sin embargo, tal y como apuntan Fernandez
et al., del estudio de la literatura existente parecen surgir ciertas lineas de
convergencia en las vias de sefializacion moduladas por los genes Bex/Tceal
(fig. 22). Como se ha comentado anteriormente, BEX3 interacciona con los
receptores TrkA y p75NT™R. En respuesta a NGF, migra al nGcleo, donde
promueve la diferenciacion y el crecimiento neuritico®*3, Ademas, BEX3
parece ser un activador de la via NF-xB*®*. Curiosamente, en rata, Bex1 muestra
un comportamiento totalmente opuesto. Al tratar cultivos neuronales con NGF,
BEX1 se transloca del nuicleo al citoplasma, donde se une a p75N™® e inhibe la

activacion de la via NF-xB'#,
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Figura 22. Esquema de la accion de los genes Bex/Tceal sobre la ciclina D1y las vias de
sefializacion mTOR y NF-kB. Los prefijos m (raton), r (rata) y h (humano) indican la especie
del ortdlogo en cuestion. Debido a un error en la anotacidn, el ortdlogo de BEX1 humano es
el gen Bex2 de rata y raton, y viceversa.

La anotacion del gen Bexl murino en el locus humano de BEX2 ha
generado una gran confusion entre la comunidad cientifica que estudia la
funcidn de los genes BEX1-2. A pesar de ello, ambos han sido implicados en la
regulacion de NF-xB en humanos, inhibiéndola BEX1%*y activandola BEX222,
Puesto que son proteinas cuya secuencia ha sido homogeneizada por conversion
génica, creemos probable que exista una fina regulacion de la expresion que
compatibilice sus funciones, quizas mediada por el motivo BGW. De forma
interesante, la expresion de Bex1 depende de la fase del ciclo celular*?. Por otro
lado, TCEAL7 también desempefia una funcion en esta via, en su caso
inhibiendo la activacién de genes downstream de NF-xB®!. Ademas, tanto
TCEAL7%3 como BEX2% controlan la progresion del ciclo celular mediante

la regulacion de los niveles de ciclina D1.
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Finalmente, la via mTOR también parece estar bajo la influencia de los
genes Bex/Tceal. Una cascada de sefializacion desencadenada por mTORC1
activa a NF-kB y media la sobreexpresion del gen Bex2 murino, necesaria para
la activacion de genes downstream™’. A su vez, la proteina BEX2 humana
inhibe la accion de la fosfatasa PP2a, un conocido inhibidor de la via mTOR™,
Y por Gltimo, esta misma via estd alterada en los encéfalos de ratones Bex3-L2
(fig. 18).

Las viasmTOR, NF-xB y NGF/p75N™R, asi como la regulacién del ciclo
celular mediada por ciclinas, tienen un origen evolutivo muy anterior a la
aparicion de los euterios?>2%°, Por lo tanto, los genes Bex/Tceal regulan el ciclo
celular, la apoptosis y la diferenciacion gracias a su integracién convergente en
una serie de vias de sefializacion ancestrales. Sin embargo, quedan por explorar
las consecuencias de su integracion para la evolucién de los euterios. Como
hemos dicho, las vias de sefializacién mencionadas son esenciales para el
desarrollo del sistema nervoso. En el articulo que describia por primera vez el
claster BGW, los autores proponian que estos genes podrian haber participado
en la evolucion adaptativa del neocértex®, una innovacion evolutiva de los
mamiferos?®. Tanto los mamiferos placentarios como marsupiales han
reorganizado independientemente el neocOrtex ancestral, desarrollando
paralelamente un amplio rango de comportamientos y estilos de vida?. Sin
embargo, en ciertos aspectos los placentarios muestran una mayor complejidad
y plasticidad comportamental®??. Ademas, aunque el tamafio cerebral relativo
de ambos grupos es similar??, estudios recientes apuntan a que los marsupiales
tendrian una densidad neuronal mucho menor??. Dadas las funciones conocidas
de los genes Bex/Tceal y las deficiencias comportamentales observadas en
ratones Bex3-L2 (fig. 17) y knockout para Bex2™8, es posible que un
incremento en la complejidad de las vias de sefializacion relevantes para el
desarrollo del sistema nervioso, posibilitada por la aparicién de esta familia de
proteinas, haya participado en la evolucion de la etologia y la citoarquitectura

cerebral de los placentarios.
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Ademas de su hipotético impacto sobre la evolucién del ancestro de los
placentarios, es posible que cambios en la regulacién transcripcional, en las
secuencias proteicas y en el nimero de genes de la familia Bex/Tceal hayan
mediado innovaciones evolutivas en los distintos linajes de placentarios.
Algunos genes Bex/Tceal muestran patrones de expresion especificos de linaje.
Este es el caso de Tceal7: su expresion en raton es muscular (fig. 15; Shiy
Garry'®), mientras que el ortélogo humano se expresa principalmente en el
sistema nervioso!*, Por otro lado, Bex4 es el Gnico gen Bex/Tceal sobre cuya
secuencia proteica ha actuado, después de la radiacién de los placentarios, una
evidente relajacion de las constricciones evolutivas (fig. 10). En cuanto a su
funcidn, Bex4 es una rara avis dentro de su familia. En humano, BEX4 regula
la unidn de la sirtuina a la a-tubulina, modulando asi la acetilacion y estabilidad
de los microttbulos!®. Queda por ver si la seleccion positiva detectada es fruto
de un proceso de neofuncionalizacion. Curiosamente, Tong y colaboradores
encuentran gue la proteina BEX3 humana se une a otra proteina asociada a los
microtUbulos e involucrada en el transporte vesicular, la dinactina, aunque no
van mas alla en la caracterizacion de esta interaccion®2. Por lo tanto, es posible
que la flexibilidad estructural de estas proteinas no solo haya participado en la
remodelacién de vias de sefializacion en el ancestro de los placentarios, sino
que sea una cualidad recurrentemente cooptada por multiples procesos

bioldgicos en los linajes descendientes.
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Conclusiones
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La combinacién de criterios de busqueda basados en la conservacion de
dominios y en el solapamiento con transposones, asi como una cuidadosa
anotacién gendmica, son necesarias para una optima identificacion de
candidatos a TDs.

La familia Bex/Tceal tiene su origen en una domesticacion molecular de
fragmentos de retrotransposones L1 en el ancestro de los mamiferos
placentarios. Esta es la segunda domesticacion molecular de un
retrotransposon sin LTRs en metazoos, y la primera en originar una familia
génica.

La familia Bex/Tceal se expandié antes de la radiacion de los placentarios,
aunque algunos linajes han sufrido recurrentes pérdidas. Después de la
diversificacion de los mamiferos placentarios, la familia Bex/Tceal
evoluciond, con la excepcion de Bex4, bajo seleccion purificadora,
probablemente para conservar las funciones adquiridas.

La estructura desordenada y con coiled-coils de los genes Bex/Tceal viene
determinada por la estructura de la proteina de la cual derivan, es decir, el
extremo amino-terminal de la proteina ORF1p de HAL1b. Esta estructura
permite a las proteinas BEX/TCEAL wuna promiscuidad en sus
interacciones que es clave para su funcion.

Al trazar el origen del motivo BGW a una secuencia upstream del gen Gla
ya presente en el ancestro de los euterios, se ha resuelto la enigmatica
relacion de las familias Bex/Tceal y ArmcX y del gen Hnrnph2. Ademas, el
motivo BGW supone un ejemplo de cémo los TDs y los retrogenes son
capaces de cooptar regiones reguladoras.

El motivo BGW parece no ser el responsable de conferir a la expresion
transcripcional de los genes Bex/Tceal su especificidad de tejido, sino que
mas bien seria una secuencia con una alta capacidad de sensar las sefiales
transcripcionales circundantes. Por lo tanto, la regulacion de la expresion
de los genes Bex/Tceal depende de enhancers distales.

En caso de confirmarse la funcionalidad y homologia del sitio de unién para
YY1 detectado en la region intrénica de los genes Bex/Tceal, supondria la
primera vez que se reporta la conservacion de regiones reguladoras del
transposon ancestral en un TD.
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8.

10.

11.

Los genes Bex/Tceal parecen expresarse en células progenitoras
proliferantes durante el desarrollo, probablemente regulando la
proliferacion y diferenciacion celular.

Ratones con mutaciones en el gen Bex3 muestran alteraciones en el
comportamiento, algunas de ellas asociadas al autismo, y diversas
malformaciones esqueléticas. Estos resultados pueden ayudar a
comprender las bases genéticas de las deficiencias cognitivas y las
malformaciones anatémicas de los pacientes afectados por las
microdeleciones Xq22.1.

La hiperactivacion de la via mTOR detectada en el encéfalo de los ratones
homocigotos para la mutacidn de la linea Bex3-L2 ofrece una primera pista
sobre la base molecular del fenotipo observado en estos ratones.

La estructura desordenada, la amplia red de interactores y la aparente
convergencia funcional en ciertas vias de sefializacion relevantes para el
desarrollo, convierten a las proteinas BEX/TCEAL en un interesante
ejemplo de cdmo los genes nuevos son capaces de integrarse y modular
redes genéticas preexistentes. Queda para futuras investigaciones
caracterizar en profundidad la integracion funcional de estos genes, asi
como concretar su participacion en las innovaciones evolutivas de los
mamiferos euterios.
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| o
Hnrnph2

Figura S1. Patron de expresion del gen Hnrnph2 en ratones E13.5, mediante hibridacion in
situ sobre cortes sagitales. El patrén, especialmente intenso en SNC y SNP, es similar al de
los genes Bex1-3. bR, bolsa de Rathke; ei, epitelio intestinal; eo, epitelio olfatorio; ep, esbozo
pancreatico; grd, ganglios de la raiz dorsal; hi, higado; me, mdsculo esquelético; pu, pulmén.
Barra=1mm.
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Figura S2. Patrones de expresién de los genes
Bex/Tceal en ratones E13.5, mediante hibridacion
in situ sobre cortes sagitales. ca, cartilago; bR,
bolsa de Rathke; ec, epitelio del cristalino; ee,
epitelio estomacal; ep, esbozo pancreéatico; gG,
ganglio de Gasser; gt, glandula tiroides; hi,
higado; me, muasculo esquelético; pu, pulmon; ri,
rifion; rt, rudimento timico. Barra=0,25mm.
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Anexo |

Otro de los candidatos atractivos es AK127846 (CTD-2620122.3),
derivado del gen gag de un ERV de tipo V1. Aungue esta anotado como no
codificante en GENCODE v24, el ORF de AK127846 esta conservado en los
primates simiformes (fig Al). Curiosamente, el gen env del mismo provirus
ERVV fue domesticado en el origen de los simios, dando lugar a ERVV-12.

Se conocen solo dos casos andlogos a AK127846, el gen Fvl en el género
Mus® y enjS56A1 en oveja®. Ambos genes gag han devenido factores de
restriccion, esto es, genes del huésped con capacidad antiviral. Ademas de
conservar las regiones p30 (proteina de la capside) y p15 (proteina de la matriz),
el extremo carboxi-terminal de AK127846 es interespecificamente variable
(fig. S3), como sucede en los factores de restriccion Fvl y TRIM5a>®.

La Unica informacion que pudimos obtener sobre AK127846 fueron sus
expressed sequence tags (ESTSs), todas derivadas de placenta humana, y un
articulo donde se describe que su expresion es dependiente de OVOL1, un gen
que promueve la diferenciaciéon del sincitiotrofoblasto’. Debido a que la
placenta, y mas concretamente, el sincitiotrofoblasto forman una barrera frente
a invasiones viricas’, decidimos investigar si AK127846 podria ser un nuevo
factor de restriccién especifico de los simiformes. En colaboracion con el
laboratorio de Frank Kirchhoff, del Instituto de Virologia Molecular de la
Universidad de Ulm, se realizaron unas pruebas de sobreexpresion de la
proteina AK127846 (acoplada a una secuencia de hemaglutinina) en células
HEK293T (datos no mostrados). Debido a que no fue posible detectar proteina,
se renuncié a seguir con los experimentos. Sin embargo, estos primeros
resultados negativos no descartan la posibilidad de que si se produzca proteina
de forma estable en otras lineas celulares (por ejemplo, en células CHM1htert,

linea celular derivada de tejido trofobléstico).
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Anexo 11

MGC12965 (AP001372.2) es otro candidato anotado como no codificante
en GENCODEvV24. A pesar de ello, tanto el ORF y la sintenia como los
dominios amino-terminal de la proteina centromérica B (CENP-B) y de union
a ADN de la transposasa Tcb estan conservados en todos los primates (fig. A2
y A3). El alineamiento muestra numerosas inserciones y deleciones maltiplas
de tres, lo que indicaria una tendencia a mantener el ORF.

Uno de los primeros casos documentados de domesticacién molecular fue
el de CENP-B®. Este gen, domesticado en el origen de los mamiferos a partir
de una transposasa pogo, Se une a unas secuencias repetitivas centroméricas y
permite una correcta segregacion cromosémica®. Otros genes similares a
CENP-B han resultado ser producto de la domesticacion recurrente de
transposasas pogo a lo largo de la evolucion de los metazoos®*L,

El genoma humano, por ejemplo, codifica para al menos 9 genes
relacionados con CENP-B, cuya funcién permanece préacticamente inexplorada:
JRK, JRKL y TIGD1-7. Tigger4, el transposon del que deriva MGC12965, s6lo
se encuentra en primates.

Por lo tanto, MGC12965 seria un nuevo miembro de la familia CENP-B

especifico de ese taxon, al que proponemos renombrar TIGDS.
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Figura A3. Sintenia del locus de MGC12965. Debido a un ensamblaje genémico incompleto, no
podemos determinar la sintenia downstream de MGC12965 en el tarsero filipino (Carlito
syrichta).
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