“p

FACULTAT D’ENOLOGIA
% Universitat Rovira i Virgili

1s‘\\tﬂlrlVS-Cf,v,,",{{

Laura Pifeiro Alonso

Historia evolutiva de la Uroplaquina 3c y su

expresion en la superficie ocular humana

sanay patologica

TRABAJO DE FIN DE GRADO

Grado de Biotecnologia

Tutor: Javier Ugarte Chicote

Tarragona, 17 de junio de 2019

RS

< - X
“prgins

KT






INDICE

1. INFORMACION DEL CENTRO .....ooooveeeeeeeeeeseeeseeseesseessesesessesssessssssssssssssesssessssssssssssssssssssessssessssssssssessssessenn 1
2 RESUMEN w....ooooooeeeeeeeeee e s s ss e s s s s s s ee s e s s sessases s 2
B ANTRODUCCION ..o s e s s sseessses s ee s nes s ees s sesssns s 3
3.1 UROPLAQUINAS EN EL UROTELIO .....oooivoereeeeetteeeeeseseesseesssessssess s sss s s assssenens 3
3.2 FUNCIONES DE LAS UROPLAQUINAS Y ENFERMEDADES RELACIONADAS..........ccoooomrrerrierrinens 7
3.2.1 UROPLAQUINAS Y CANCER .......oooerveeeeeeeseeeeseeeeeseeeeeseesseeeeeosessseeessssesse s sesssssssessessessssssssessnsessnne 8

3.3 EVOLUCION DE LAS UROPLAQUINAS ......ooourveeerereeieeeessessesssesssesssesssaesssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssss 9
3.4 UROPLAQUINAS EN SUPERFICIE OCULAR ......ovvuevereveeeeeieseessesseesssessssssesssasssssssssss s sssssssssssssasssons 11
3.4.1 ESTRUCTURA DE LA SUPERFICIE OCULAR ........oosvveeeeeeereiesseesseeessses s sessessss s assssssssssssenn 12

4, HIPOTESIS Y OBJIETIVOS.....oooeocvetreeoeeeeeeeseeessesesssess s sssss s s s s s s s e s asssssssssnssenn 15
5. METODOLOGIA ..ottt sttt 16
5.1 OBTENCION DE LAS SECUENCIAS DE UPK3a, UPK3D Y UPKBC .....courveereeeeseeeeesesseesssesssessseesseessens 16
5.2 ANALISIS DE LAS SECUENCIAS Y ALINEAMIENTOS .....oorivieereeeieeeesseesseessssssssssssseesssesssssssssssessens 16
5.3 ANALISIS DE ESTS....ouvuuiieieeeieeie e ses st sssssses s st st sssssss st s ss s st ss s saens 17
5.4 OBTENCION DE LAS MUESTRAS Y PROCESAMIENTO ......ocovoorvieeeieeeeeeeseeseeeessssesssssesesss s 17
5.4.1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS ........orvmeeeieeeeeeeeeessssssssessssesssesssssesssssssssssssessssssssssesssssssssssssanees 17

5.4.2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS ......ooorvvieverreeeeiessiessesssesssssssssseesssssssasssssssssssssssessssssesssons 18

5.5 DEGLICOSILACIONES DE LAS MUESTRAS ......ovvvuiveeveieseiesiiesseesseeessesssessesssessssssssssssssssasssssssssssssssssssons 19
5.6 WESTERN-BLOT ..ottt seesesessses s seesssssssssses s ssss s as s ssessssssasssssssssssssssassssssssnssssssasssens 19

6. RESULTADOS Y DISCUSION.........oorvorreeeeeeeeieeeseeesseesssesessessssesssssesseses s esssses s s s sssesssnssssesssesessesessenn 21
6.1 ANALISIS ORIGEN DE UPKBC.........oooeeeeeeeeceeeseeessssesssesesseses s ssesssssssssssssssss s ssssnssssesssssssssss s 21
6.2 EVOLUCION DE LA SECUENCIA DE UPKBC.......ovvurveereneeinseeesseesseesssesssessesssessssssssssssssssssssssssssssssssesssons 24
6.3 CARACTERIZACION MOLECULAR DE UPK3C EN HUMANOS.........oooevveereneeseeessesseesssesessssessseessons 27
6.3.1 ANALISIS IN SILICO DE LA EXPRESION DE UPKBC ......ovvurreerenreneseesseesseessssssssssssesssesssssssessesssens 30

6.3.2 GLICOSILACION DE UPK3C TRANSFECTADA .......oorvereeeeeeeeeeeseeeeeesseeeeeseessssssssessssessesessasessnsanees 31

6.3.3 GLICOSILACION DE UPK3c EN CORNEA SANA Y PATOLOGICA ..o 33

7. CONCLUSIONES ....ooooooeoeeeeeeeeeeseeeeeeeee e ee s s s s s s s s s s s eessnse s s s ssses s essssessssessene 36
8. BIBLIOGRAFTA ...ttt sttt bttt st 38
9. AUTOEVALUACION ....oivviiieii ettt s sbs sttt bbbttt 40
0. ANEXOS ...oooeoveeeeeeeeeveeeeeeeeseeeeeseeessass s s e s e s sssse s s s s s s e s ee s e s s s s s seee e aeesaseeees 41
ANEXO Lo s e e s s e s s s e s e s e s s e e s e s s s e e s ees e ersaee s eeeen 41
ANEXO 2o s e s s e s s s eee e r i eenen 41
ANEXO 3o 41
ANEXO ..o 43

ANEXO B bbb e 43






1. INFORMACION DEL CENTRO

El trabajo realizado se ha centrado en una de las lineas de investigacion del grupo Biologia
Molecular del Urotelio Sano y Patologico perteneciente al Institut d’Investigacio
Sanitaria Pere i Virgili (1ISPV).

El 1ISPV se cred a partir de un convenio de colaboracién cientifica entre el Instituto
Catalan de la Salud, el Hospital Universitario de Tarragona Joan XXIII, el Hospital de
Tortosa Verge de la Cinta, el Hospital Universitario Sant Joan de Reus, el Instituto Pere

Mata y la Universidad Rovira i Virgili.

El ISPV esta dirigido por un Patronato que se encarga de la administracion y gestion,
disposicion y gravamen de bienes, y representacion de la Fundacién. La presidenta del

Patronato es la Sra. Alba Vergés Bosch.

El principal objetivo del ISPV es mejorar la salud y el bienestar de la poblacion a traves
de la investigacion en el dmbito sanitario. Para ello, el ISPV es competitivo en tres
ambitos estratégicos de investigacion principales: Nutricion y Metabolismo,
Neurociencias y Salud mental, y Salud y Medioambiente. Ademas, el 1ISPV cuenta
también con grupos de investigacion centrados en otros &mbitos del campo biosanitario.

En todas las areas, el ISPV dispone de grupos relevantes y de prestigio nacional.

El grupo de investigacion donde he desarrollado mi Trabajo de Fin de Grado es el grupo
de Biologia Molecular del Urotelio Sano y Patoldgico. El objetivo principal de este grupo
es el estudio de la biologia molecular del epitelio de la vejiga (urotelio) a través del
analisis de proteinas relevantes como las uroplaquinas en la biologia del urotelio sano,
pero también en el patoldgico. Dentro del grupo de las uroplaguinas, recientemente se ha

descubierto la Uroplaquina 3c en la que se centra este trabajo.
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2. RESUMEN

Las uroplaquinas (UPK) son proteinas integrales de membrana que constituyen los
principales componentes de las placas uroteliales. Estas placas recubren la superficie

apical del urotelio y son las responsables de su impermeabilidad.

Se distinguen dos superfamilias de uroplaquinas: las uroplaquinas de la familia de las
tetraspaninas y las uroplaquinas asociadas a tetraspaninas. Dentro de este ultimo grupo se
ha descrito una nueva uroplaquina, la UPK3c, que se expresa en humanos y cuyo origen

es posterior al resto de uroplaquinas.

Para comprender mejor el origen y la evolucién de la secuencia de UPK3c, se realizaron
varios analisis de las secuencias de UPK3a, UPK3b y UPK3c en diferentes clases de
vertebrados. Se ha observado que el origen de UPK3c tuvo lugar a partir de una
duplicacion en la secuencia de UPK3b en el ancestro comun de aves/reptiles y mamiferos.
Ademas, la secuencia de esta uroplaquina ha sufrido una serie de modificaciones a lo
largo de su historia evolutiva hasta llegar a humanos.

Por otra parte, como consecuencia de la colonizacion del medio terrestre por parte de los
vertebrados acuaticos, la cornea sufrié una serie de cambios para adaptarse a la vida
terrestre. Esta transicion coincide con el momento evolutivo en el que se origina UPK3c
y, ademas, al estudiar la expresion de esta uroplaquina en los tejidos humanos se observo
que esta se localiza también en la superficie ocular. Este hecho convierte la expresion de

UPK3c en 0jo en un objeto de estudio interesante.

La UPK3c no solo se expresa en tejido ocular sano sino que se ha encontrado también en
patologias de la superficie ocular como pterigion y queratocono. A partir del analisis de
UPK3c mediante Western-blot en muestras de superficie ocular humana sana y
patoldgica, se observd que el patron de glicosilacion de esta uroplaquina se encuentra
alterado en pterigion y queratocono. Ademas, su expresion en queratocono es

significativamente superior que en pterigion.

Palabras clave: Uroplaquinas, UPK3c, cdrnea, pterigion, queratocono
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3. INTRODUCCION

3.1 UROPLAQUINAS EN EL UROTELIO

El urotelio es un epitelio estratificado altamente especializado que recubre el tracto
urinario, desde la pelvis renal hasta la uretra. Esta formado por una capa interna de células
denominada capa basal, una capa intermedia y, por ultimo, una capa apical (Wu et al.,
2009) (Fig. 1).
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Figura 1. Arquitectura tisular del urotelio donde se observan las tres capas que conforman este
epitelio.

(A) Seccidn de urotelio con tincion de Hematoxilina-Eosina donde se pueden observar las tres capas que
componen el urotelio. Las células umbrella en la parte mas apical, a continuacién, se encuentran las células
intermedias y, por Gltimo, en la parte mas interna se encuentran las células basales. (B) Adaptacion de la

figura de Katnik-Prastowska, I. et al. (2014) de la estructura del urotelio.

La principal funcion del urotelio es proteger los tejidos de las sustancias toxicas que
contiene la orina formando una barrera impermeable que evita el paso de agua, iones y
moléculas entre la orina y la sangre. Una de las caracteristicas que presenta este epitelio
y que, ademas, le permite realizar su funcion es su alta flexibilidad, ya que el urotelio
necesita adaptarse a los cambios de volumen durante todo el ciclo de miccion (Wu et al.,
2009).

La responsable de este alto grado de impermeabilidad y flexibilidad que presenta el
urotelio es la capa apical. Esta capa esta formada por células superficiales o umbrella que
son celulas altamente diferenciadas y polarizadas (Fig. 2). Estas células umbrella se
caracterizan porque tanto su tamafio como su morfologia dependen del volumen de la
vejiga, presentan un aspecto escamoso cuando la vejiga esta llena y son cuboidales

cuando no lo esta.
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Figura 2. Estructura de las células umbrella.

(A) Izquierda: Superficie apical del urotelio donde se pueden observar las células umbrella cuyos bordes
se encuentran marcados mediante puntas de flecha. Derecha: membrana apical que separa unas células
umbrella de otras. (B) Célula umbrella donde se pueden observar vesiculas fusiformes (DFV) marcadas
con flechas y las regiones bisagra que separan las placas uroepiteliales marcadas con puntas de flecha.

(C) Supercie apical de una célula umbrella donde se puede observar la membrana de unidad asimétrica
(AUM) (Khandelwal et al., 2009).

Las células superficiales o umbrella contienen dos dominios de membrana distintos, un
dominio apical y uno basolateral delimitados por uniones estrechas (Khandelwal et al.,
2009) (Fig. 2). En mamiferos, la membrana apical de las células umbrella esta cubierta
por unas estructuras rigidas que reciben el nombre de placas uroteliales y que se
encuentran separadas entre si por regiones de bisagra intermedias (Fig. 2). Se ha visto que
estas placas son las principales responsables de la impermeabilidad del urotelio (Wu et
al., 2009). En estas placas uroteliales, la lamina externa de la membrana plasmaética es
dos veces mas gruesa que la interna formando una unidad asimétrica de membrana
(AUM) (Fig. 2). Esto se debe a que las placas uroteliales estan compuestas por unas
estructuras cristalinas de 16 nm empaquetadas hexagonalmente y que se encuentran

dispuestas formando un anillo interno y uno externo (Khandelwal et al., 2009) (Fig. 3).

Los principales componentes de las placas uroteliales de los mamiferos son una familia
de proteinas integrales de membrana denominadas uroplaquinas (UPKs) (Wu et al.,
2009).
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Existen dos grandes grupos de uroplaquinas: las uroplaquinas de la familia de las

tetraspaninas y las uroplaquinas asociadas a tetraspaninas (Desalle et al., 2014).

El grupo de las uroplaquinas de la familia de las tetraspaninas estd compuesto por las
UPK1la y UPK1b. La familia de las tetraspaninas esta constituida también por una gran
variedad de antigenos de diferenciacion de leucocitos como el CD9 o el CD27. Como
indica el nombre de esta familia, las tetraspaninas contienen cuatro dominios
transmembrana (TMD), son proteinas que atraviesan la membrana cuatro veces, con un
dominio mayor y uno menor que se extiende extracelularmente. Se ha visto que UPK1a
y UPK1b contienen en su secuencia varios residuos de aminodacidos conservados lo que
sugiere que pueden desempefiar un papel importante en diferentes procesos celulares
(Lee, 2011).

En cuanto a las uroplaquinas asociadas a tetraspaninas, en las placas uroteliales este grupo
esta constituido por las UPK2a, UPK3a y UPK3b. Estas uroplaguinas contienen un solo
TMD. Se ha observado que UPK2a, UPK3a y UPK3b comparten una secuencia de 12
residuos de aminoéacidos en el extremo N-terminal de este TMD, lo que evidencia que

estas tres uroplaquinas estan relacionadas.

En general, las funciones de las uroplaquinas estan fuertemente ligadas a como se
ensamblan para formar las placas uroteliales y el transporte de estas hasta la superficie
apical (Wu et al., 2009).

Después de ser sintetizadas en el Reticulo endoplasmatico (RE), las uroplaquinas sufren
un proceso de glicosilacion y forman dos heterodimeros especificos: UPK1la/UPK2a y
UPK1b/UPK3a 0 UPK1b/UPK3b (Fig. 3 y 4). La formacién de estos heterodimeros es
necesaria para que las uroplaquinas puedan salir del RE. Ademas, también deben sufrir
una serie de cambios conformacionales. Todo esto permite la formacion de particulas de
16 nm en el Aparato de Golgi a partir del ensamblaje de los heterodimeros (Fig. 3). Estas
particulas se agregan formando estructuras cristalinas cada vez mas grandes que
finalmente migran hacia la supuerficie celular apical donde se fusionan con la membrana
plasmatica. Esto conlleva a que el 90% de la superficie urotelial esté cubierta de placas
uroteliales (Lee, 2011). Ademas, se ha visto que el anillo interno de la matriz cristalina
se encuentra formado por seis heterodimeros de UPK1a/UPK2a mientras que el anillo
externo estd compuesto por seis heterodimeros de UPK1b/UPK3a o de UPK1b/UPK3b
(Wu et al., 2009) (Fig. 3).
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Figura 3. Estructura de la particula cristalina de 16 nm.

Modelo de la estructura cristalina de 16 nm cuyos anillos se encuentran compuestos de uroplaquinas
agrupadas hexagonalmente. Los subdominios internos estan formados por los heterodimeros de UPKlay
UPK2a, mientras que los dominios externos estan compuestos por UPK1b y UPK3a (UPK3b es minoritaria)
(Wu et al., 2009).

Un caso particular es el de la UPK1b, esta uroplaquina es capaz de salir del RE y migrar
hasta la superficie apical por si sola sin la necesidad de formar un heterodimero. Esto
puede llegar a explicar por qué la UPK1b puede expresarse por si misma en otros tejidos
que no sean el urotelio, como puede ser la cérnea y el epitelio respiratorio (Wu et al.,
2009).

C\Q
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lipid bilayer

UPII UPla UPIb UPllla UPIllIb

~
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Figura 4. Formacién de heterodimeros entre los miembros de las superfamilias de uroplaquinas.

Durante la migracion de las uroplaquinas desde el RE hasta la superficie, las uroplaquinas deben forman
heterodimeros especificos. UPK1a forma un heterodimero especifico con UPK2a mientras que UPK1b
tiene la capacidad de formar heterodimeros con UPK3a y UPK3b. La linea roja que contienen UPK2a,
UPK3a y UPK3b indica la secuencia conservada de 12 aminoacidos. Los circulos de color azul marcan los

residuos de N-glicanos. (Khandelwal et al., 2009).

El urotelio es un tejido altamente glicosilado, la arquitectura de las placas uroteliales y su
funcién estan relacionadas con la glicosilacion de las uroplaquinas. Inmediatamente

después de su sintesis en el RE, las uroplaquinas incorporan glicanos ricos en manosa.
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En mamiferos, UPK1la, UPK1lb y UPK3a se encuentran altamente glicosiladas, las
glicosilaciones que presentan estas uroplaquinas son N-glicosilaciones (Katnik-
Prastowska, I et al., 2014) (Fig. 5).

En cuanto a la UPK2a, esta uroplaquina se sintetiza en forma de precursor no glicosilado,
prepro-UPK?2a, que sufre una serie de modificaciones hasta llegar a la forma madura de
UPK2a. En el RE se corta la secuencia sefial de prepro-UPK2a generando un propéptido
que se glicosila. Por tltimo, la pro-UPK2a llega al Trans-Golgi Network (TGN) donde se
produce la escision del propéptido glicosilado dando lugar a la UPK2 madura. La UPK?2a
es la unica uroplaquina de las cuatro principales que no se encuentra glicosilada en el

urotelio de mamiferos (Katnik-Prastowska, | et al., 2014).

Membrane

‘ T |

Cytoplasmic
C-termi i
N-terminus cAerings N-terminus C-terminus
C-terminus

: Cytoplasmic

Cytoplasmic

Figura 5. UPK1a, UPK1b y UPK3a uroplaquinas pertenecientes a la familia de las tetraspaninas.

UPK1ay UPK1b son tetraspaninas, ambas contienen cuatro dominios transmembrana (TMD). (A) UPK1la
contiene un complejo glicosilado rico en residuos de manosa unido a Asn-169. (B) UPK1b contiene un
complejo glicosilado con varios residuos de fucosa y galactosa unido a Asn-131 (C) UPK3a se encuentra

altamente glicosilada. (Katnik-Prastowska, | et al., 2014).

3.2 FUNCIONES DE LAS UROPLAQUINAS Y ENFERMEDADES
RELACIONADAS

En mamiferos, las secuencias de aminoacidos de las distintas uroplaquinas se encuentran
muy conservadas, lo que sugiere que estas desempefian un papel importante en el epitelio
de la vejiga. Ademas de la funcion de barrera de impermeabilidad, se ha visto que las
placas uroteliales formadas por las uroplaquinas actian como un sitio de anclaje del
citoesqueleto a la superficie apical y son un importante marcador de diferenciacion

urotelial (Lee, 2011). Esto ultimo se debe a que las uroplaquinas se sintetizan en las
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células superficiales que, como ya se ha mencionado anteriormente, son células
diferenciadas mientras que las células que conforman la capa basal y la intermedia no se

encuentran diferenciadas.

Estudios con ratones knockout para UPK2a y UPK3a han demostrado que la ausencia de
alguna de estas dos uroplaquinas favorece la aparicion de reflujo vesicoureteral severo
(RVU), de hidrofrenosis y de una funcion renal alterada. No obstante, una vez analizados
los SNP de las cuatro UPKs principales de las placas, se observé que ninguno de los SNP
estudiados podian asociarse con el RVU (Wu et al., 2009). Por otra parte, si se comprobé
que varias mutaciones en la UPK3a estaban relacionadas con la aparicion de hipodisplasia

renal que conlleva un desarrollo anormal del rifion (Schonfelder et al., 2006).

Otra de las caracteristicas que presentan las uroplaquinas es su funcion en la adhesion e
invasion de E. coli uropatogénica (UPEC), la cual produce aproximadamente el 90% de
las infecciones del tracto urinario en mamiferos. Estudios con la adhesina recombinante
de UPEC, FimH/FimC, han permitido identificar a UPK1a y a UPK1b como receptores
de la superficie urotelial para este microorganismo. Estas uroplaquinas pueden unirse de
forma eficaz a la adhesina FimH de E. coli y, en consecuencia, facilitar la adhesion de

UPEC en el tracto urinario de mamiferos (Wu et al., 2009).

3.2.1 UROPLAQUINAS Y CANCER

El cancer urotelial es uno de los cénceres con mayor incidencia a nivel mundial.
Aproximadamente el 90% de los carcinomas uroteliales se producen en la vejiga, el resto
tienen lugar en el uréter y en el sistema de recoleccion renal (Katnik-Prastowska et al.,
2014).

Las uroplaquinas pueden actuar como marcadores tumorales gracias a que se encuentran
altamente conservadas y se expresan de forma abundante en el urotelio. De esta forma, la
deteccién de uroplaguinas puede tener un valor significativo en el diagnéstico de
carcinomas de origen urotelial. La Q-PCR es una de las técnicas mas sensibles y que
mejores resultados proporciona en la deteccion de metastasis en los ganglios linfaticos a
través de la identificacion de las uroplaquinas. Ademas, la técnica de Q-PCR permite
hallar micrometastasis mediante la deteccion de ARNm de las uroplaquinas en muestras
de sangre. No obstante, la expresion de las uroplaguinas no se puede correlacionar
siempre con el grado patoldgico del cancer ya que no se ha comprobado que su expresion

disminuya en la progresion del cancer (Wu et al., 2009).
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3.3 EVOLUCION DE LAS UROPLAQUINAS

A pesar de lo que se pensaba en un primer momento, las uroplaquinas no se encuentran
solo en el urotelio de mamiferos. Para comprender mejor la evolucion que han sufrido las
secuencias de las uroplaquinas y su origen, Desalle et al (2014) analizaron el genoma
completo de los principales grupos de cordados con el objetivo de localizar y analizar

secuencias relacionadas con las uroplaquinas.

El reino animal esta formado por un amplio grupo de organismos divididos segun su
organizacion en diferentes filos, entre ellos, el filo Chordata. Los cordados pueden
dividirse en tres subfilos, los cefalocordados, los urocordados y los vertebrados. Estos
ultimos, los vertebrados, se originaron hace 500 millones de afios y, en la actualidad,
representan la mayor parte de las especies del filo Chordata (Fig. 6). Los peces sin
mandibula son los primeros vertebrados que aparecieron en el planeta y reciben el nombre
de Agnatha. De esta superclase de peces solo sobreviven dos especies, la lamprea y el
mixino (Satoh et al., 2014).

A partir del estudio del genoma de varias especies de urocordados, cefalocordados y
vertebrados, se han identificado los Agnatha como los primeros organismos que
contienen secuencias de uroplaquinas en su genoma. En ninguno de los genomas de las
especies estudiadas pertenecientes al subfilo de los urocordados y de los cefalocordados
se han localizado secuencias relacionadas con las uroplaquinas. De esta forma, la
presencia de secuencias de uroplaquinas en Agnatha, que son los vertebrados mas
primitivos, demuestra que las uroplaquinas se originaron hace 500 millones de afios en el

ancestro comun de los vertebrados (Desalle et al., 2014).

Las uroplaquinas han evolucionado desde su origen hasta obtener las diferentes clases
que se conocen en la actualidad. No obstante, su presencia no es la misma en todas las

especies de vertebrados (Fig. 6).

Las uroplaquinas pertenecientes a la familia de las tetraspaninas, UPK1la y UPK1b, son
proteinas de membrana involucradas en procesos celulares importantes como la
sefializacion celular. Las secuencias de estas dos uroplaquinas se han localizado en el
genoma de todos los vertebrados analizados (Fig. 6). No obstante, las tetraspaninas no
son exclusivas de estos organismos ya que también se han encontrado secuencias de estas

proteinas de membrana en el genoma de plantas (Reimann et al., 2017).
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Figura 6. Presencia de secuencias de las diferentes clases de uroplaquinas en el arbol filogenético de
los cordados.

El asterisco (*) marca el origen de los vertebrados; M= millon. Localizacion de las secuencias asociadas a
uroplaquinas en el genoma secuenciado de diferentes especies pertenecientes a las subfamilias de los
cefalocordados, los urocordados y los vertebrados. Adaptacion figura de Desalle et al (2014).

En cuanto a las uroplaquinas asociadas a tetraspaninas, gracias al analisis del genoma
completo de diferentes vertebrados realizado por Desalle et al (2014) se hallaron tres

uroplaquinas hasta entonces desconocidas, la UPK2b, la UPK3c y la UPK3d.

Dentro de las UPK2s, la UPK2a se encuentra en Agnatha, peces cartilaginosos, peces
6seos, anfibios y mamiferos (Fig. 6). Por su parte, la UPK2b se encuentra en peces
cartilaginosos, anfibios, aves y reptiles. Cabe destacar que, a diferencia de la UPK2a, la
secuencia de UPK2b no se ha localizado en el genoma humano (Fig. 6). En algunas clases
de vertebrados, como los anfibios, UPK2a y UPK2b coexisten, mientras que en otras
especies solo se han encontrado una de las dos UPK2s. La existencia siempre como
minimo de UPK2a o UPK2b en las diferentes especies, permite que entre ambas, las

UPK2s se encuentren en todos los vertebrados.

Dentro de las UPK3s, la UPK3a se expresa en todas las clases de vertebrados al igual que
UPK1la y UPK1b. La UPK3b se encuentra en todos los vertebrados excepto en peces
6seos y Agnatha (Fig. 6). La UPK3c se encuentra en mamiferos, aves y reptiles. Por
ultimo, la UPK3d se halla exclusivamente en peces 6seos y peces cartilaginosos (Fig. 6).
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A pesar de que las uroplaquinas presentan un patrén de localizacion en el genoma de los
vertebrados diferente entre ellas, los miembros de los dos heterodimeros (UPK1a/UPK?2a
y UPK1b/UPK3a o UPK3b) estan presentes en las mismas especies (Fig. 6). La
localizacion de sus secuencias en los mismos organismos permite sugerir que hubo una

coevolucion entre los miembros de estos heterodimeros.

De las tres nuevas uroplaquinas descritas por Desalle et al (2014), UPK3c es la Gnica que
se expresa en humanos. El origen de esta uroplaquina tuvo lugar durante el proceso de
colonizacién de la vida terrestre por parte de los vertebrados, ya que la secuencia de
UPK3c se ha hallado solo en el genoma de organismos terrestres, mientras que en el resto
de vertebrados no se ha podido localizar. Ademas, el origen de UPK3c en este momento
de la evolucién se ve reforzado con el estudio del genoma de los anfibios, que representan
un estado intermedio entre la vida acuatica y terrestre y donde tampoco se localizaron

secuencias relacionadas con UPK3c.

3.4 UROPLAQUINAS EN SUPERFICIE OCULAR

Las uroplaquinas son los principales componentes de las placas uroteliales, sin embargo,
estas proteinas se encuentran en el genoma de organismos que carecen de urotelio. Este
hecho sugiere que las uroplaquinas no solo participan en la formacion y funcionamiento

del urotelio sino que, ademas, deben realizar otras funciones no especificas de este tejido.

Estudios de Western-blot y PCR han permitido detectar la expresion la UPK1b en el tejido
ocular humano. A pesar de que UPK1b forma un heterodimero con UPK3a o UPK3b,
esta tetraspanina es la Unica uroplagquina cuya secuencia se ha descrito en el tejido corneal
y la conjuntiva. Esto puede explicarse porque la UPK1b es la Gnica uroplaquina, descrita
hasta ahora, que puede abandonar el RE sin formar un heterodimero. Ademas, otra
diferencia entre los tejidos de la superficie ocular y el urotelio es la baja expresion de
UPK1b en las células mas apicales tanto en el tejido corneal como en el conjuntival,
mientras que en el urotelio la células mas superficiales son las que contienen mayor
concentracion de UPK1b (Adachi et al., 2000).

El papel de la UPK1b en la superficie ocular es todavia desconocido aunque puede estar
relacionado con la funcion que realiza en el urotelio. Por lo tanto, UPK1b puede ayudar
al tejido corneal a resistir contra las presiones intraoculares y exteriores que sufra el ojo.

Ademas, UPK1b puede ayudar a defender y prevenir la superficie ocular contra la
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infeccion bacteriana, ya que esta uroplaquina tiene la capacidad de unirse a E. coli. De
esta forma, la unién de UPK1b a E. coli facilita la eliminacion de este patdgena por parte
del sistema inmune (Adachi et al., 2000).

3.4.1 ESTRUCTURA DE LA SUPERFICIE OCULAR

El ojo es una esfera llena de liquido cuya pared esta compuesta por tres capas: la retina,

el tracto uveal y la esclerética (Kels et al., 2015) (Fig. 7).

La retina es la capa mas interna del ojo, es la Gnica capa que contiene neuronas sensibles
a la luz. La capa adyacente a la retina es el tracto uveal que se encuentra divido en
coroides, cuerpo ciliar e iris. Por Gltimo, la capa mas externa es la esclerotica que cubre
la mayor parte del globo ocular. En la parte frontal del ojo, esta capa se transforma en la
cornea ( Kels et al., 2015) (Fig. 7).

La cdrnea se encuentra en la cara externa de la esfera ocular y sus principales objetivos
son proteger las estructuras internas del ojo y permitir la refraccion y transmision de los
rayos de luz. En humanos, la cornea esta formada por cinco capas: epitelio, membrana de

Bowman, estroma, membrana de Descemet y endotelio (Sridhar, 2018) (Fig. 7).

El epitelio de la cornea estd compuesto por varias capas de células uniformes que acttan
como una barrera para el paso de iones y microorganismos. La segunda capa es la
membrana de Bowman. A pesar del nombre que recibe, esta capa no es una membrana
verdadera sino una estructura acelular formada principalmente por colageno tipo | y V.
Justo detras de esta membrana se encuentra el estroma que representa aproximadamente
el 80% de la estructura de la cornea. El estroma no se puede regenerar, si se dafia acaba
dando lugar a una cicatriz. Después del estroma se encuentra la membrana de Descemet,
formada también por componentes acelulares, principalmente por fibras de colageno tipo
IV y laminina. Por altimo, la capa mas interna de la cérnea es el endotelio formado por

una monocapa de células metabdlicamente activas (Sridhar, 2018) (Fig. 7).
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Figura 7. Estructura de la superficie ocular.

(A) Anatomia del globo ocular donde se pueden observar las tres capas que forman este tejido (retina, tracto
uveal y esclerética) y sus respectivos componentes. (B) Esquema de las cinco capas que conforman la
cornea.

342 PATOLOGIAS DE LA SUPERFICIE OCULAR: PTERIGION Y
QUERATOCONO

Después de las cataratas y el glaucoma, las patologias de la cdrnea representan la tercera
causa de ceguera en el mundo. No obstante, los mecanismos fisiopatoldgicos de la
mayoria de las patologias que causan la ceguera solo se conocen parcialmente. Por ello,
la caracterizacion molecular de proteinas con altos niveles de expresion y/o con una
expresion diferencial en la cornea y que, ademas, estén relacionadas directa o
indirectamente con la sefializacion celular permitiria conocer un poco mas sobre la via

molecular de estas patologias (Semba et al., 2013).

El pterigion es una patologia de la superficie ocular que se caracteriza por una
proliferacion fibrovascular de la conjuntiva sobre el tejido corneal periférico. Se produce
una cicatrizacion sobre la superficie del ojo que puede conllevar a la pérdida de vision o
diplopia (Fig. 8). Varios estudios sugieren que uno de los principales causantes del
desarrollo de esta patologia es la radiacion ultravioleta (UV). De esta forma, se ha visto
que la incidencia de pterigion se incrementa en las poblaciones cercanas al ecuador donde
existe una mayor exposicion a la luz UV vy, por lo tanto, mayor riesgo de sufrir esta
patologia (Kim et al., 2016).
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Figura 8. Ejemplo de pterigion y queratocono en la superficie ocular de un individuo.

(A) Paciente con pterigion. En la superficie del globo ocular se puede observar el crecimiento anormal de
la conjuntiva sobre la cérnea. (B) Paciente con queratoconos. Se puede observar como la coérnea se
encuentra abultada hacia delante con la parte interna mas estrecha que los extremos simulando la forma de

un cono.

El queratocono es un trastorno progresivo en el que la organizacion del colageno de la
cornea sufre una serie de cambios que acaban provocando el adelgazamiento y
abultamiento de la misma (Fig. 8). El queratocono es la distrofia corneal més frecuente,
varios estudios sugieren que se trata de una patologia multifactorial en la que no solo
intervienen factores genéticos sino también ambientales. Ademas, si no se trata el
queratocono puede acabar provocando un deterioro visual e incluso una ectasia corneal
(Mukhtar et al., 2018).
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La UPK3c se origino en el ancestro comun de aves/reptiles y mamiferos a partir de una
duplicacion de alguno de los miembros de la familia de las uroplaquinas asociadas a

tetraspaninas.

Por otro lado, el origen de UPK3c tuvo lugar durante la transicion de la vida acuética
hacia la vida terrestre por parte de los vertebrados. Este proceso provoco que la cornea
sufriese una serie de cambios para adaptarse al medio terrestre y poder focalizar la luz
procedente del aire al interior del ojo. Ademas, dentro de la superfamilia de las
uroplaquinas, se ha descrito la expresion de UPK1b en la cérnea. Dado el momento en el
que se origind UPK3c y la localizacion de UPK1b en cérnea, UPK3c podria expresarse
en la superficie ocular y su expresioén podria verse alterada en la superficie ocular

patoldgica.
Para comprobar esto, se propusieron los siguientes objetivos:

- Estudiar las posibles relaciones evolutivas que pueden existir entre UPK3c y el resto de

miembros de la familia de las uroplaquinas asociadas a tetraspaninas.

- Analizar la evolucion que ha experimentado la secuencia de UPK3c desde su origen

hasta humanos.
- Determinar si UPK3c se expresa en cornea humana.

- Comparar la expresién de UPK3c en la superficie ocular humana sana y patoldgica.
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5. METODOLOGIA

5.1 OBTENCION DE LAS SECUENCIAS DE UPK3a, UPK3b Y UPK3c

Para la obtencion de las secuencias de los genes UPK3b (NM_030570.3) y UPK3c
(KF150200.1) humanas se utilizé la base de datos NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Las

secuencias de ambas uroplaquinas se copiaron en formato FASTA.

El estudio de estos dos genes, UPK3b y UPK3c, y su localizacion en el genoma de
humano, chimpancé, gorila y orangutan se realiz6 a través del servidor UCSC

(https://genome.ucsc.edu). Se utilizaron los ensamblajes Susie PABv2/ponAbe3 para

orangutan, GSMRT3/goGOR5 para gorila, Clint PTRv2/panTRO6 para chimpancé y
GRch38/hg38 para humano.

Para analizar la evolucion que ha tenido la secuencia de UPK3c en el genoma de

diferentes especies de vertebrados se utilizd el servidor Ensembl (www.ensembl.org).

Esta base de datos contiene mapas genéticos que permiten determinar la posicién de genes
concretos, en este caso UPK3b y UPK3c. Una vez analizado el loci del cromosoma donde
se encuentran UPK3b y UPK3c, se seleccionaron cuatro genes colindantes (ALKBH4,
DTX2, YWHAG y Hspbl) y se estudié la sintenia de este loci en seis especies de

vertebrados (xenopus, pavo, zariglieya, gato, raton y orangutan).

Finalmente, las secuencias de aminoacidos de UPK3a, UPK3b y UPK3c de gallina,
zarigueya, raton y humano se obtuvieron a partir del material suplementario aportado por
Desalle et al. (2014).

5.2 ANALISIS DE LAS SECUENCIAS Y ALINEAMIENTOS

Las secuencias de UPK3a, UPK3b y UPK3c se alinearon con el objetivo de buscar
similitudes que permitan conocer mejor el posible origen de UPK3c. Los alineamientos
de las secuencias de UPK3a, UPK3b y UPK3c se realizaron con el servidor MAFFT
(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server). Ademas, se realizé el calculo del porcentaje de

identidad que comparten estas tres uroplaquinas en gallina a través del servidor Clustal

Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Se utilizd el mismo servidor para el

porcentaje de identidad de las tres copias de UPK3c en humanos.

La traduccidn de estas tres copias de UPK3c en humanos se realizo a través del servidor

EMBOSS Transeq (https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/).
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La prediccion de los posibles sitios de N-glicosilacion en UPK3c humana se realizd con

el servidor NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) mientras

que para la prediccién de los dominios transmembrana de UPK3a, UPK3b y UPK3c se
utilizo el servidor TMHMM Server v.2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/). La

determinacion del péptido sefial se llevd acabo con el servidor SignalP-5.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) y el célculo del peso molecular de la proteina

de UPK3c se realizo con el servidor Protein Molecular Weight

(https://www.bioinformatics.org/sms/prot mw.html).

5.3 ANALISIS DE ESTs

Para analizar los tejidos humanos donde podria llegar a expresarse la UPK3c se llevo a
cabo una busqueda de Expressed Sequence Tags (ESTs) utilizando el primer exdn de esta

uroplaquina en la base de datos NCBI (https:// nchi.nlm.nih.gov).

5.4 OBTENCION DE LAS MUESTRAS Y PROCESAMIENTO

5.4.1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Las muestras de cdrnea, pterigion y queratocono se obtuvieron a partir de la coleccion de
muestras del Biobanc HUJ23-Node Biobanc HTVC.

La coleccion de muestras se elabor6 segun el Real Decreto 1716/2011, de 18 de
noviembre. Por su parte, los datos obtenidos de los pacientes han sido trabajados acorde
a la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caréacter
Personal y segun el Reglamento 2016/676 del Parlamento Europeo y del Consejo de 27
de Abril de 2016. Ademas, el grupo Biologia Molecular del Urotelio Sano y Patologico
tiene aprobado por parte del CEIC del HUJXXIII la recogida de muestras (UPK_EYE
082/2017) acorde a lo establecido en este proyecto. Todas las muestras fueron recogidas

con el correspondiente consentimiento informado del paciente.

Los criterios que se establecieron para incorporar pacientes dentro del estudio fueron los

siguientes:

Inclusién: pacientes con patologias oculares de pterigion y queratocono.
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Exclusion:

-Dentro del grupo de pacientes con pterigion, se excluyeron los pacientes con invasion
corneal inferior a 2 mm y evidencia de no crecimiento, agudeza visual > 0.7 con

correccion y sin evidencia de displasia.

-Respecto al grupo de pacientes con queratocono, se excluyeron los pacientes con
agudeza visual > 0.4 con o sin correccion, infeccion ocular activa, antecedente herpético

corneal o intraocular en los tltimos dos afios.

Las muestras se obtuvieron a partir de intervenciones quirurgicas como trasplantes de
cornea de todas las capas, de las capas posteriores o de las anteriores, en el caso de los
queratoconos, o bien a partir de las cirugias de pterigion. En los trasplantes se pudieron
recoger dos muestras: los excedentes de cdrnea donante y la cdrnea receptora con una
patologia 0 que ha sido rechazada en un trasplante anterior. Respecto a las cirugias de

pterigion, se obtuvo una sola muestra por intervencion.

Una vez extraidas las muestras, estas se recogieron en microtubos con RNA later y se
almacenaron a -80 °C en el Biobanc HUJ23-Node Biobanc HTVC hasta su posterior

procesamiento y estudio.

5.4.2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Previamente a la determinacion de los niveles de expresion proteica de UPK3c, se realiz6
la extraccion de la proteina.

En primer lugar, se pesaron todas las muestras recogidas en microtubos en una balanza
analitica, se retir6 el RNA later, se lavaron las muestras con PBS dos veces y se afiadio
un tampodn de lisis (TrisHCI 25 mM, pH 7; EDTA 2mM y SDS 2%). Para obtener el lisado
celular, las muestras se sometieron a tres ciclos de congelacion-descongelacion con nieve
carbdnica y bafio a 37 °C respectivamente. A continuacidn, se realizaron cuatro ciclos de
sonicacién de 10 segundos cada uno y amplitud 50. Por ultimo, las muestras se

centrifugaron 10 minutos a 15000 g.

Una vez el contenido proteico se recuper6 del sobrenadante, se realizo la cuantificacion
de la proteina recuperada utilizando el kit comercial Pierce Protein BCA assay, acorde a
las instrucciones del proveedor (ThermoFisher Scientific, Estados Unidos).
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Para determinar la concentracion de proteina recuperada se prepard una recta patron entre

0y 40 ug totales de BSA y se midié la absorbancia a 540 nm.

Una vez determinada la concentracion de proteina, se ajusté la concentracion del resto de
contenido proteico recuperado que no se utilizo para la cuantificacion de proteinas, para
el analisis de la expresion proteica a través del Western-blot. Para ello, se afiadio a los
microtubos con el extracto proteico tampdn de lisis y tampdn de carga y se colocaron en
un bafo de agua a 100 °C durante 5 minutos. Finalmente, las muestras se congelaron

a -80 °C hasta la realizacion del Western-blot.

5.5 DEGLICOSILACIONES DE LAS MUESTRAS

El contenido proteico de cornea, pterigion y queratocono se deglicosilé utilizando las
enzimas, Endo H o PNGase F (New England Biolabs, Estados Unidos). Para ello, primero
se desnaturalizé el lisado proteico de las muestras incubando entre 10 0 18 ug del extracto
proteico recuperado en un buffer desnaturalizante (5% SDS y 0.4 M DTT) durante 10
minutos a 100 °C. A continuacion, se realizo el proceso de deglicosilacién en el que se
afiadieron al volumen de reaccidn anterior, 167 U de enzima y 0.5 M de citrato de sodio
(pH: 5.5) cuando se utiliz6 la Endo H. En el caso de PNGase F, se afiadieron 0.5 M de
fosfato de sodio (pH: 7.5), 1% de NP40 y las mismas unidades de enzima. Por ultimo, las
reacciones se incubaron durante 1 hora a 37 °C y se almacenaron a -80 °C hasta su

posterior analisis.

Como control positivo de la expresion de UPK3c se utiliz6 un lisado celular de esta
uroplaquina, que habia sido sobre expresada en una linea celular que no expresaba UPK3c
de forma enddgena. Este lisado celular de UPK3c habia sido previamente preparado por
el grupo de investigacion. La linea celular en la que se transfecto UPK3c era la T24 de
carcinoma de vejiga. Para la clonacion de UPK3c, se utilizé el plasmido Pcs2+ como

vector de expresion..

5.6 WESTERN-BLOT

El contenido proteico procedente de la sobreexpresion de UPK3c en la linea celular T24
y de las muestras de cornea, pterigion y queratoconos deglicosilado se separ6 mediante
electroforesis. Para ello, se cargaron 18 o0 25 g de muestra deglicosilada o sin deglicosilar
respectivamente en Mini-PROTEAN® Precast Gels del 10% (BioRad, Estados Unidos).
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Una vez separadas las proteinas se llevo a cabo su transferencia sobre una membrana de
nitrocelulosa para realizar la deteccion. En este caso, se utilizaron Trans-blot® Turbo™
Mini Nitrocellulose Transfer Packs 0.2 pum (BioRad, Estados Unidos). Para la
transferencia se utilizé Trans-blot Turbo Transfer System (BioRad, Estados Unidos) a
1.3 Ay 25 V. Ademas, como control de carga se tifid la membrana de nitrocelulosa con
Ponceau S solution (Sigma Aldrich, Estados Unidos) durante 10 minutos. Una vez
pasados los 10 minutos, la membrana se destifio con PBS-Tween 0.1%.

Antes de realizar la incubacion, las membranas fueron blogueadas con una solucion de
PBS-Tween 0.1% y 3% de leche descremada durante 1 hora en agitacion y a temperatura
ambiente. A continuacion, se llevo a cabo la incubacion de la membrana con anticuerpo
primario contra UPK3c (Origene, Estados Unidos) a una dilucién 1:2000 y a 4 °C durante
la noche. Posteriormente, se incubo la membrana con anticuerpos secundarios ECL anti-
conejo conjugados a HRP (Amershan Biosciences, Estados Unidos) a temperatura
ambiente durante 1 hora y en agitacién, a una dilucién 1:2000. Ambos anticuerpos fueron
preparados en PBS 1% de leche descremada. En los casos en los que se utilizé B-actina
como control de carga, la incubacién de la membrana se realizé primero con anticuerpo
primario contra R-actina (Sigma Aldrich, Estados Unidos) a temperatura ambiente
durante 1 hora y en agitacion y, posteriormente, con anticuerpo secundario anti-raton a
una dilucion 1:2000.

Una vez incubada la membrana con los anticuerpos primarios y secundarios, se procedid
a la visualizacién de la expresion proteica. En este caso se utilizé SuperSignal™ West
Femto Maximum Sensibility Substrate o SuperSignal West Pico Plus (ThermoFisher
Scientific, Estados Unidos)
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Desalle et al (2014) identificaron tres nuevas uroplaquinas, UPK2b, UPK3c y UPK3d, de
las cuales solo la UPK3c se expresa en humanos. La expresion de esta uroplaquina en
humanos la convierte en un objeto de estudio interesante ya que existe poca informacion
sobre el papel que desempefia la UPK3c en nuestro organismo. Para entender mejor las

posibles funciones de UPK3c, se realiza un estudio sobre su origen y evolucion.

6.1 ANALISIS ORIGEN DE UPK3c

UPK3a, UPK3b y UPK3c son los tres miembros de la superfamilia de UPK3s que se
expresan desde aves y reptiles hasta humanos. Con el objetivo de estudiar si el origen de
UPK3c se encuentra vinculado a UPK3a o UPK3b, se realiz6 un alineamiento de las
secuencias de aminoacidos de estas tres uroplaquinas en gallina, zarigueya, raton y

humano (Fig. 9).

La comparacion entre la secuencia de UPK3c y las secuencias de las otras dos
uroplaquinas, UPK3a y UPK3b, en gallina permiti6 observar un mayor grado de similitud
entre UPK3c y UPK3b, comparten una identidad del 55.83%, mientras que entre UPK3c
y UPK3a el porcentaje es inferior, comparten un 45.04% (Anexo 1). La identidad que
comparte UPK3c con UPK3b puede sugerir que existe una relacion evolutiva mas cercana

entre ambas.

Ademas de esta similitud entre sus secuencias, UPK3b y UPK3c se encuentran en el
mismo cromosoma. En el caso del ser humano, ambas se localizan en el cromosoma 7
mientras que UPK3a se ubica en el cromosoma 22. De esta forma, se ve reforzada la idea
de un posible nexo evolutivo entre estas dos uroplaquinas. UPK3c solo se expresa en
aves, reptiles y mamiferos, por lo tanto, es posible que esta uroplaquina se haya originado
a partir de una duplicacion de UPK3b, en el ancestro comun de estas tres clases de

vertebrados.

UPK3b también esta relacionada con UPK3a, ya que ambas uroplaquinas, contienen una
secuencia de 12 aminoacidos altamente conservada en el extremo N-terminal del dominio
TMD. A pesar de que UPK3c no contiene esta secuencia, en el caso de la gallina se puede

observar como algunos aminoacidos aun se encuentran conservados (Fig. 9).
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UPK3c.humano AAPEHISYVPQLSNDTL-AGRLTLSTFTLEQPLGQFSSHN-ISDLDTIWLVVALSNATQSFTAPR 65

UPK3c.ratén ——-ESINYAPQLLGATL-EGRLTQSTFTLEQPLGQFKNVN-LSDPDPIWLVVAHSNAAQNFTAPR 65
UPK3c.zarigleya ———EPINYTPAITREPL-EGSITSSTFTLDQPNDQFNGSG-ISDLDDIWLVVAFSNASQSFEPPQ 65
UPK3c.gallina ———-DKLSYKPTLVGGNV-EGRMTGSTFVLEQPRCVFDSYS-TA---NIWLVVATRAGMNAF-NDS 65
UPK3b.humano ———ELVPYTPQITAWDL-EGKVTATTFSLEQPRCVFDGL--ASASDTVWLVVAFSNASRGFQONPE 65
UPK3b.ratén ——-DLIAYVPQITAWDL-EGKITATTFSLEQPRCVFDEH--VSTKDTIWLVVAFSNASRDFQNPQ 65
UPK3b.zariglieya ——-DQIPYTPQISALAL-EGKVTAATFSLEQPRCIFSEL--AAPADAVWLVVAFSNATEDFQONPK 65
UPK3b.gallina ———ALLPYVPRVAPGAM-PGKVTATTFVLERPRCIFDPF--ANASDAVWLAVAFADASAAFKNPT 65
UPK3a.humano ———AVNLQPQLASVTFATNNPTLTTVA-LEKPLCMFDSKEALTGTHEVYLYVLVDSAISRNASVQ 65
UPK3a.ratdn ———TVNLQPQLASVTFATNNPTLTTVA-LEKPLCMFDSSEPLSGSYEVYLYAMVDSAMSRNVSVQ 65
UPK3a.zariglieya ———AVDLEPQMASITFATNNPTLTTIT-LEKPFCMFNASNLGNVSYEVNLYVMENSGSVRYAVIK 65
UPK3a.gallina ——-DOSMKPQLAAPELATNNPTLTTVA-LEKPFCMFDSSLHPNKSYAIYLYVMKSSANTISSVVT 65
UPK3c.humano TNQDIP--APANF-SQRGYYLTLRANRVLY-————— QT-————————————— RGQLHVLRVGNDT 130
UPK3c.ratén KVEDRH--APANF-DRNGYYLTLRANRVHY---KGGQP-————————————— DSQLRVLRVGNDN 130
UPK3c.zariglieya SAQDIP--YAATF-LDKKYYLTIRASRDLY-—-SSKRG-————————————— SQGISVLRVGNET 130
UPK3c.gallina AQPGMPEWSFQRFPTNTSAYLTLGAMQYHY-—--GCPKP-————————————— DRELTVLRVGSET 130
UPK3b.humano TLADIP--ASPQL-LTDGHYMTLPLSPDQL---PCGDP-——————————— MAGSGGAPVLRVGHDH 130
UPK3b.ratén TAAKIP--TFPQL-LTDGHYMTLPLSLDQL---PCEDL-—————————— TGGSGGVPVLRVGNDE 130
UPK3b.zarigleya TAAEIP--SYTEL-SSSFYYMTLKLSPDLY---PCEEE-——————————————— DIAVLRVGSDT 130
UPK3b.gallina SSAEVP--PYEGL-PTARAYMTLOMAAAAY---GCSAP-——————————————— GAAVLRVGGDT 130
UPK3a.humano DSTNTP--LGSTF-LQTEGGRTGPYKAVAFDLIPCSDLPSLDAIGDVSKASQILNAYLVRVGANG 130
UPK3a.ratédn DSAGVP--LSTTF-RQTQGGRSGPYKAAAFDLTPCGDLPSLDAVGDVTQASEILNAYLVRVGNNG 130
UPK3a.zariglieya NNRSFP--INSTF-QETAGGQRAPYKAASFILPQCGDLPNLDEAGDVSKVAEILSAYLVRVGDNG 130
UPK3a.gallina DSSSKP--LDSTF-QQTHGGHLGPYKAASFDVPNCVSPPRLADAGDINKVSDVLKQYLFRVGDDG 130
UPK3c.humano HCQP---TKIGCNHPLPGPGPYRVKFLVMN-DEG-PVAETKWSSDTRLOQAQALRAV---PGPQS 195
UPK3c.ratdédn NCSL---ESQGCNSPLPGAGPYRVKFLAMS-AEG-PVAETLWSEEIYLQQAQTFREA---PGSQG 195
UPK3c.zarigeya TRSDCNKPLPGPGPYRVKFLVMN-TNG-PVAGTNWSEDITLRKPVEFSES--RPPSKS 195
UPK3c.gallina GCADN-ISVPNCNGPLPGPGPYWVKFLALN-GSE-PTATTEWSGPITLKTAREPQSIPGMGGARS 195
UPK3b.humano GCHQ----QPFCNAPLPGPGPYRVKFLLMD-TRGSPRAETKWSDPITLHQGKTPGSIDTWPGRRS 195
UPK3b.ratén GCYQ--—--RPYCNAPLPSQGPYSVKFLVMD-AAGPPKAETKWSNPIYLHQGKNPNSIDTWPGRRS 195
UPK3b.zariglieya NCLRN-LSQEYCNAPLLAPGPYRVKFLVMD-NNGQPKAETWWSDPITLNQGKDPRSIDTWPGRRS 195
UPK3b.gallina ACHG----RAPCNGPLPSPGPYRVKFLLMG-CGG-PKAETKWSDPILLRRARSLSTIDPTPARRS 195
UPK3a.humano TCLWDPNFQGLCNAPLSAATEYRFKYVLVNMSTGLVEDQTLWSDPIRTNQLTPYSTIDTWPGRRS 195
UPK3a.ratén TCEFWDPNFQGLCNPPLTAATEYRFKYVLVNMSTGLVQDOTLWSDPIWTNRPIPYSATIDTWPGRRS 195
UPK3a.zarigleya YCSLNPNFKGTCNPPLTRATEYRFKYVLINPSSGFVEDQTLWSQPIRTNQISPYLEIDTWPGRRS 195
UPK3a.gallina TCLYDPNFLDVCNPPLAPDTTYRFKYVLVDNTEGIVKDQTLWSDPIKTRKAKLPMKIDIWPGRRS 195

UPK3c.humano PGT| LIYT-C 225
UPK3c.ratdédn KGT| LVISA-C 225
UPK3c.zariglieya AGT) LLVYT-C 225
UPK3c.gallina G TLC---S 225
UPK3b.humano GS: STMR-F 225
UPK3b.ratdén GCI STTR-F 225
UPK3b.zarigltieya GCl STVQ-F 225
UPK3b.gallina ST. V----G 225
UPK3a.humano GG ATALSLV 225
UPK3a.ratén GGl AIILSFV 225
UPK3a.zariglieya G. VIFSFV 225
UPK3a.gallina GS: SVFSALV 225

Figura 9. Alineamiento de las secuencias de UPK3a, UPK3b y UPK3c.

Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de UPK3a, UPK3b y UPK3c en mamiferos (humano, ratén
y zariglieya) y aves (gallina) a través del servidor MAFFT. En la figura no aparecen representados los
exones 1 y 6 de las secuencias de las tres uroplaquinas. Las letras de color azul y negro representan los
exones. Las letras de color rojo marcan las uniones entre los exones. El color amarillo marca las cisteinas
que participan en la formacion de puentes disulfuro. El color azul claro sefiala la secuencia conservada de
12 aminodcidos. Por altimo, las letras marcadas con el color verde indican el dominio transmembrana.

Por otro lado, las cisteinas establecen uniones covalentes por parejas entre ellas dando
lugar a puentes disulfuro. En UPK3a y UPK3b hay cuatro cisteinas que participan en la
formacion de puentes disulfuro mientras que en UPK3c en mamiferos solamente hay dos.
Al igual que con la secuencia conservada de 12 aminoacidos, en la UPK3c de gallina se
mantienen las otras dos cisteinas perdidas en mamiferos. Esto se debe a que su secuencia
se encuentra mas cerca evolutivamente al ancestro comun de aves/reptiles y mamiferos.

Dado que las cisteinas tienden a formar puentes disulfuro por parejas, este patron de
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conservacion de cisteinas permite establecer que las cisteinas 1 y 2 forman un puente

disulfuro mientras que las cisteinas 3 y 4 forman otro puente disulfuro (Fig. 9).

Por lo tanto, se refuerza la idea del origen de UPK3c en el ancestro comun de aves/reptiles
y mamiferos. Asi, la UPK3c en el genoma de gallina mantiene algunos aminoacidos de
la secuencia conservada del extremo N-terminal y los dos puentes disulfuro, mientras que
en mamiferos como la zarigleya, el raton y el ser humano la secuencia conservada y uno

de los dos puentes disulfuro se ha perdido.

Para confirmar si el origen de UPK3c se encuentra vinculado a UPK3b, se analizo el
genoma de aves, reptiles y mamiferos, los cuales expresan UPK3b y UPK3c (Fig. 10).
Ademas, para tener una vision mas amplia de la historia evolutiva de estas dos
uroplaquinas, se estudi6 el genoma de los anfibios, que solo expresan UPK3b, pero que

representan el eslabdn previo a los vertebrados terrestres (Fig. 10).

Xenopus Pavo Zariglieya Gato Ratén Orangutan
Chr. 2 Chr. 21 Chr.2 Chr.3 Chr.5 Chr.7
==y -»
_ = | ALKBHA [= — — — 4 ALKBH4 [= = — = 1 ALKBH4 I YWHAG | ALKBH4
ALKBHa |= = I |
UPK3¢ = — — =— UPK3C = = = — - UPK3c I Hspb1l | UPK3c
UPK3b |~ | |
~
1! UPK3b = — — =] UPK3b }= — = = { UPK3b I DTX2 | UPK3b
DTX2 |~
-
T~ o2 e D2 L ———. DTX2 I UPK3b I DTX2
YWHAG |~ I I
— ~ I
=~ | YWHAG = = = = 1 YWHAG |= = = = 1 YWHAG I UPK3c | YWHAG
Hspbl |~ - | :
~| Hspbl f= = = = 1 Hsphl f= = = = « Hspbl | ALKBH4 Hspb1
|- ’ ==l

Figura 10. Bloque de genes conservado, entre los que se encuentra UPK3b y UPK3c, en el cromosoma
de seis especies distintas de vertebrados.

Estudio de la sintenia en seis especies distintas de vertebrados (xenopus, pavo, zarigiieya, gato, ratéon y
orangutan). Se puede observar que en todos los cromosomas hay un blogque de genes que se conserva, lo

que permite comprobar que el origen de UPK3c se debe a una duplicacion en el gen de UPK3b.

El término “sintenia” se utiliza para describir la conservacion de bloques ordenados de
genes entre cromosomas de especies diferentes. En el genoma de las seis especies
estudiadas, desde la rana (xenopus) hasta el orangutan, se observaron varios genes cuya
localizacion se conserva proxima a la secuencia de UPK3b (Fig. 10). Dentro de este grupo
de genes se encuentran ALKBH4, DTX2, YWHAG y Hspbl que, junto con UPK3b

conforman un bloque conservado.
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En los cromosomas de rana y de pavo estudiados se observa el mismo bloque de genes
adyacentes a UPK3b pero, en el caso del genoma del pavo, a este bloque se incorpora un
nuevo gen, UPK3c, contiguo a la secuencia de UPK3b (Fig. 10). Al analizar los
cromosomas de las cuatro especies restantes (zarigleya, gato, ratdn y orangutan) se puede
comprobar como el bloque de genes observado en los dos organismos anteriores (rana y
pavo) se mantiene. Ademas, dentro de este bloque, la secuencia de UPK3c se mantiene
siempre préxima a la secuencia de UPK3b (Fig. 10). Por lo tanto, este analisis junto con
la conservacion de los dos puentes disulfuro y una parte de la secuencia de 12
aminoéacidos en gallina, demuestra que UPK3c se origind a partir de la duplicacién de la

secuencia de UPK3b, en el ancestro comun de aves/reptiles y mamiferos.

No obstante, la sintenia entre los cromosomas de estas seis especies de vertebrados se
encuentra levemente alterada en raton y orangutan. Esta variacién en la estructura del
bloque que contiene UPK3b y UPK3c es consecuencia del cambio de localizacién de
estos genes, ya que se ubican en cromosomas distintos en cada especie. Se puede observar
cémo este blogue de genes se encuentra invertido en el cromosoma 5 de raton respecto a
los cromosomas del resto de especies analizadas. De esta forma, se cambia el sentido en
el que se encuentran dispuestas las secuencias genicas, pero los genes que se encuentran
adyacentes a UPK3b siguen siendo los mismos que en el resto de especies estudiadas
(Fig. 10).

6.2 EVOLUCION DE LA SECUENCIA DE UPK3c

Para analizar la evolucion de la secuencia de UPK3c en mayor detalle, se estudiaron
UPK3c y UPK3b en primates superiores, desde orangutan hasta humano. A partir de la
base de datos de la Universidad de California Santa Cruz (UCSC) se obtuvo informacion
del nimero de copias y posicion de ambos genes en el cromosoma 7 de orangutan, gorila,

chimpancé y humano ( véase Tabla 1y 2).

Tabla 1. Secuencias de UPK3b en el cromosoma 7 de humano, chimpancé, gorila y orangutan.

ESPECIE CROMOSOMA CADENA INICIO  FINAL IDENTIDAD

HUMANO Chr.7 - 76510653 76515251 100%
CHIMPANCE Chr.7 + 68141871 68146167 99,2%

GORILA CYUI01002214v1 + 12442 16957 98,0%
ORANGUTAN Chr.7 - 5919939 5924510 96,0%
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Tabla 2. Secuencias de UPK3c en el cromosoma 7 de humano, chimpancé, gorila y orangutan.

ESPECIE CROMOSOMA CADENA INICIO FINAL IDENTIDAD
Chr.7 = 102637525 102642741 100%
HUMANO Chr.7 - 102538417 102543636 99,9%
Chr.7 = 43984995 43990207 97,9%
i Chr.7 - 98726890 98782102 99,0%
CHIMPANCE
Chr.7 = 44298446 44303715 98,5%
CYUI01015540v1 + 1787551 1792711 98,3%
GORILA
CYUI01015965v1 - 60336 65533 98,0%
ORANGUTAN Chr.7 - 5895994 5901491 97,0%

Durante la evolucién de los primates, el cromosoma 7 ha sufrido una serie de
reordenamientos intracromosoémicos (Mdller et al., 2004). Estas reorganizaciones
cromosomicas son las responsables de las diferencias en la localizacion de las secuencias

de UPK3b y UPK3c entre orangutan, gorila, chimpancé y humano (Fig. 11).

El orangutan es el primer eslabon de la rama evolutiva de los grandes primates y el Gnico
que posee una sola copia de UPK3b y UPK3c. Los dos genes se localizan en la regién

7p22.1, muy proxima al telémero del cromosoma (Fig. 11).

La siguiente especie estudiada es el gorila. A partir de la base de datos UCSC se
obtuvieron scaffolds de UPK3b y UPK3c, pero no se consiguié la localizacidn exacta de
estas uroplaquinas (véase Tabla 1 y 2). No obstante, la estructura del cromosoma 7 en
humanos y chimpancé esta bastante conservada, por lo tanto, a partir de estos dos primates
se puede llegar a deducir la localizacion de UPK3b y UPK3c en gorilas. Durante la
evolucion de los primates superiores, en el cromosoma 7 tuvo lugar una inversion
pericéntrica en el ancestro comdn de gorilas, chimpancés y humanos entre los loci 7p22.1
y 7921.3, y una inversion paracéntrica entre los loci 7q11.23 y 7922.1 en el ancestro
comun de chimpancés y humanos (Mduller et al., 2004). Estos dos reordenamientos
permiten determinar que las secuencias de UPK3b y UPK3c en gorila se encuentran en la
region 7q11.23 (Fig. 11). Por otra parte, el cromosoma 7 de chimpancé y humano posee
una segunda copia de la secuencia de UPK3c en el brazo corto del cromosoma. En ambas
especies esta uroplaquina se encuentra en la region p13, lo que permite deducir, gracias
a la conservacion del cromosoma 7 en primates, que el genoma de gorila contiene la

segunda copia de UPK3c en esta misma localizacion (Fig. 11).
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El chimpancé es el género de primates vivos mas cercano al ser humano. La localizacion
de UPK3b y UPK3c en las mismas regiones cromosomicas es uno de los varios ejemplos
de estructuras conservadas entre chimpancé y humanos. En el chimpance, la secuencia de
UPK3b se encuentra en la region 7g11.23, igual que en el cromosoma de gorila, sin
embargo, UPK3c ha cambiado de localizacion respecto al genoma de gorila como
consecuencia de una inversion paracéntrica, y su secuencia se encuentra en la region
7022.1 (Fig. 11).

En humanos, la localizacién de estas dos uroplaquinas se mantiene en las mismas regiones
cromosOmicas que en chimpancé, pero la secuencia de UPK3c vuelve a duplicarse

aumentando a tres el nimero de copias de esta uroplaquina en humanos (Fig. 11).

23 21K 7[)21v1I7p14‘i7p14.1 p12.3p12.1 7pl11 Pq11.21fL38%F] 7911.23 7q21‘1ll7q21.3 7q31‘li31.3ll31.33|7q33 7q34LER 7435.1
—

Chr.7
humano

ﬁ UPK3c UPK3b UPK3e
Humano
—_
i UPK3c UPK3b UPK3c
Chimpancé Inversién paracéntrica
—— )
h UPK3c UPK3b UPK3c
Gorila Inversion pericéntrica

UPK3c UPK3h m

Orangutan

Figura 11. Analisis de las secuencias de UPK3b y UPK3c en el cromosoma 7 de humano, chimpancg,
gorilay orangutan.

Durante la evolucién de los grandes primates, se produjeron varios reordenamientos en el cromosoma 7 de
estas especies. Estas reorganizaciones han provocado modificaciones en las secuencias de varios genes,
entre ellos, UPK3b y UPK3c, cuyas localizaciones y nimero de copias han variado a lo largo de la
evolucidn. Los cuadros naranjas indican la ubicacion de UPK3c en el cromosoma, los cuadros verdes
marcan la posicion de UPK3b y los triangulos rojos representan los centromeros en cada cromosoma. Se
puede observar como en orangutan solo hay una copia de UPK3b y UPK3c mientras que gorila y
chimpancé contienen dos copias de UPK3c y los humanos tres. Ademas, también se produjo una
modificacion de la localizacion de la secuencia de estas dos uroplaquinas en el cromosoma 7 debido a una
inversion pericéntrica y una paracéntrica en el ancestro coman de gorilas, chimpancés y humanos y en el

ancestro comin de chimpancés y humanos respectivamente.
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Por lo tanto, desde su origen a partir de la duplicacion de la secuencia de UPK3b en el
ancestro comun de aves/reptiles y mamiferos, la secuencia de UPK3c ha ido

evolucionando.

Ademaés de haber sufrido varias traslocaciones dentro del mismo cromosoma, también se
ha incrementado el nimero de copias de esta uroplaquina dentro del genoma (Fig. 11).
De esta forma, mientras el cromosoma 7 de orangutan posee una sola copia de UPK3c,
este mismo cromosoma en humanos contiene tres copias de UPK3c. Este aumento se debe
a las duplicaciones que se produjeron en diferentes puntos del cromosoma 7, entre ellas,
una duplicacion en la region 7g22.1 en humanos dando lugar a dos copias de UPK3c en
esta region cromosémica (Mdller et al., 2004) (Fig. 11). No obstante, la copia de UPK3c
en la region p13 en humano, chimpancé y gorila no puede explicarse por las inversiones

paracéntricas o pericéntricas anteriormente descritas.

6.3 CARACTERIZACION MOLECULAR DE UPK3c EN HUMANOS

En el estudio de las copias de UPK3c humanas, se llevo a cabo el alineamiento de las tres
secuencias completas de esta uroplaquina, localizadas en diferentes regiones del
cromosoma 7, para poder analizar la variacion que han sufrido estas secuencias a lo largo

de la evolucién (Fig. 12).

Las dos secuencias de UPK3c ubicadas en 7g22.1, UPK3c.l y UPK3c.ll, comparten una
identidad del 99.87% (Anexo 2). Esto se debe a que presentan la misma secuencia de
nucleotidos excepto en la posicion 532, donde se ha producido una transversion, en este
caso, entre citosina y adenina (C-A) (Fig. 12). Sin embargo, esta mutacion puntual es

silenciosa, por lo tanto, ambas secuencias dan lugar a la misma proteina (Fig. 13).

La tercera copia de UPK3c se encuentra en el locus 7p13 y comparte una identidad del
97.35% y 97.47% con UPK3c.l y UPK3c.ll respectivamente (Anexo 2).

Estas diferencias en el grado de identidad que se observan entre las tres copias de UPK3c
en humanos se deben a que la copia ubicada en el locus 7p13 presenta 15 mutaciones
puntuales (10 transversiones y 5 transiciones) y la insercion de un nucle6tido en la

posicion 21, lo que da lugar un cambio en el marco de lectura (Fig. 12 y 13).
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UPK3c. T ATGGACAACAGCTGGAGGCTTGG.CCC'GCCATAGGGCTCTCTGCGGGACAGTCCCAGCTGCTAGTGI‘IGCTGTTGCTGCTACTGACCCG 90
UPK3C.II ATGGACAACAGCTGGAGGCTTGGlCCClGCCI\TAGGGCTCTCTGCGGGI\CAGTCCCI\GCTGCTAGTGTIGCTGTTGCTGCTI\CTGACCCG 90

UPK3C.III ATGGACAACAGCTGGAGGCTTGGCCCHGCCATAGGGCTCTCTGCGGGACAGTCCCAGCTGCTAGTGTJGCTGTTGCTGCTACTGACCCG 90

KAAKRARKRARRAARKARRRAKR Ak AR AR RRRAR KRR R KR AR KRR AR AR AR R KA AR R RARRARR AR RRAR KRR AN A AR AR R AN AR

UPK3C. I TGTCCAGCCTGGGACAGACGTGGCTGCCCCAGAGCACI\TCAGCTATGTGCCCCAGCTCTCMACGACACCITGGCGGGGAGGCTCACCCT 180
UPK3C.II '1'GTCCAGCCTGGGACAGACGTGGC'L'GCCCCAGAGCACATCAGCTATGTGCCCCAGCTCTCAAACGACACL‘l'l'GGCGGGGAGGCTCACCCT 180
UPK3C.III TGTCCAGCCTGGGACAGACGTGGCTGCCCCI\GI\GCACI\TCI\GCTI\TGTGCCCCI\GCTCTCAI\I\CGACI\CCITGGCGGGGAGGCTCACCCT 180

KRARKRRKIRRAARRRAAR R AR R IR AR R AR R AR A AR R AR AR A AR A AR RA AR R AR KRR AR AR AR ARRARR AR AR AR R AR AR AR AR A AR AR

UPK3C.T GTCCACCTTCACGCTGGAGCAGCCTCTAGGCCAGTTCAGCAGCCACAACATCTCTGACTTGGATACCATCTGGCTGGTGGTGGCCCTCAG 270
UPK3C.II GTCCACCTTCACGCTGGAGCAGCCTCTAGGCCAGTTCAGCAGCCACAACATCTCTGACTTGGATACCATCTGGCTGGTGGTGGCCCTCAG 270
UPK3C.IIT GTCCACCTTCACGCTGGAGCAGCCTCTAGGCCAGTTCAGCAGCCACAACATCTCTGACTTGGATACCATCTGGCTGGTGGTGGCCCTCAG 270

ARRRIRRE RAARAARRAAR A AR AR AR AR A AR AR A AR AR AR R AR AR A AR A AR AR AR AR AR A A AR R AR AR A AR AR AR AR AR AR A AR AR

UPK3C. 1 *ACGGACAAACCAGGACATC CCTGCCAACT CAGAGGGGCTACTATCTCACA!
UPK3C. 11 ACGGACAAACCAGGACATC 5CTCCTGCCAACTTCTCCCAGAGGGGCTACTATCTCACACT 360
UPK3C. 11T CAACGCCACCCAGAGCTTCACGGCCCCACGGACAAACCAGGACATCCCTGCTCCTGCCAACTTCTCCCAGAGGGGCTACTATCTCACACT 360
ARRRRRRKIRRAARRA R AR AR AR R AR R AR AR R AR AR R AR AR AR AR AR AR A AR R AR AR AR AR AR AR AR AR A AR AR R AR AR AR AR AR AR
UPK3C. I GI\GGGCCAACCGGGTGCTGTACCAG.CCAGAGGCCAGCTCCATGTCCTCCGCGTCGGCAATGATACCCACTGCCAACCAACAAAAATTGG 450
UPK3C.IT GAGGGCCAACCGGGTGCTGTACCAGHCCAGAGGCCAGCTCCATGTCCTCCGCGTCGGCAATGATACCCACTGCCAACCACCAAAAATTGG 450
UPK3C.III GAGGGCCAACCGGGTGCTGTAC! CAGICCAGAGGCCAGC TCCATGTCCTCCGCGTCGGCAATGATACCCACTGCCAACCACCAAAAATTGG 450
KAARKRARRRARKRARKR AR KR ARE KRR AR KRR AR A AR AR R AR R AR AR R AR R KR AR KA AR KRR AR R AR KRR R AR AR AR R AR AR R A A AR
UPK3C. I CTGCAACCATCCCCTACCAGGACCIIGCCCCTACAGGGTGAAGTTCCTGGTGATGAATGACHAAGGACCCGTGGCTGAAACHAAGTGGTC 540
UPK3C.II CTGCI\ACCATCCCCTACCAGGACC.GCCCCTI\CAGGGTGAAGTTCCTGGTGATGMTGACII\AGGACCCGTGGCTGMAC‘I\I\GTGGTC 540
UPK3C.III CTGCAACCATCCC ACCAGG[\CC.G(, CTACAGGGTGAAGTT GG [\'I‘GAI\TGAC.AAGGI\( GCTGAAACHAAG! C 540
KARKKRRKRRAARRRARRRRRRRA | KRR AR KRR AR A RR AR AR AR R AR R AR KRR IRRAR ARRARAARA AR AR KRR AR A A AAA KA AR
UPK3C. I CAGCACACTCGCCTGCAGCAAGCCCAGGCACT TCGGGCTGTCCCGGCCCCCAGAGCCCGGGCACCGTGGTCATCATCGCCATCCTGTC 630
UPK3C.II CAGC.}\CACTCGCCTGCAGCAAGCCCAGGCACTTCGGGCTGTCCCIGGCCCCCAGAGCCCGGGCACCGTGGTCATCATCGCCATCCTGTC 630
UPK3C.III CAGC.}\CACTCGCCTGCAGCMGCCCAGGCACTTCGGGCTGTCCCIGGCCCCCAG}\GCCCGGGCACCGTGGTCATCATCGCCATCCTGTC 630
KAAR AARRRARRRARI A AR AR AR AR R AR AR AR R AR AR AR AL AR AR KRR R AR AR AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR R AR AR R AR AR
UPK3C.T ’I‘I\TCCTCC’PGGCCGTC.'[’CC’I‘CACGGTCC‘]‘CC'I'GGC’l‘G’[‘GCTCI\‘]’I\’[‘I\CI\IC‘]'GC’l'TCMCI\GCTGC)\GGI\GCI\CTTCCCTI\T(‘.I\GGCCC 120
UPK3C. 1T TATCCTCCTGGCCGTCHTCCTCACGETCCTCCTGGCTGTGCTCATATACACTGCTTCAACAGCTGCAGGAGCACTTCCCTATCAGGCCC 720
UPK3C.III TI\TCCTCCTGGCCGTCITCCTCI\CGGTCCTCCTGGCTGTGCTCI\TATI\CAICTGCTTCMCAGCTGCAGG]\(}CACTTCCC TATCAGGCCC 720

ARAKKRRKRRAARAAS AARARR AR AR R AR A A AR AR R AR AR R R AR RA A AR KA AR AR AR A AR A AR AR A AR AR R AR AR AR AR AR AR

UPK3C. T AGAGGAGHCAGGGAGTGTGAGAAGATACACCACGCACCTCGCGTTCAGCACTCIIGCCGAGGGGGRETTCCTGA 792
UPK3C.II AGAGGAGCAGGGAGTGTGAGAAGATACACCACGCACCTCGCGTTCAGCACTCIGCCGAGGGGGRTTCCTGA 192

UPK3C.IIT AGAGGAGICAGGGAGTGTGAGAAGATACAC CACGCACCTCGCGTTCAGCACTC.GCCGAGGGGGI’I'I‘CCTGA 192

AAAKRAR KRR AARAA R AR AR R AR RN A AR AR AR AR KRR AR AR KRR AR R AR ARARRAAA AR AR AAA AR

Figura 12. Alineamiento de las secuencias completas de las tres copias de UPK3c localizadas en el
cromosoma 7 humano.

Alineamiento de las secuencias de las tres copias de UPK3c. UPK3c.I es la copia localizada en 7g22.1 mas
cercana al centromero y UPK3c.l1 es la copia més cercana al telémero. Por su parte, UPK3c.Il representa
la copia ubicada en 7p13. Estos alineamientos se realizaron en la base de datos MAFFT a partir de las
secuencias CDS obtenidas en la pagina Ensembl y muestran el grado de similitud que presentan las tres
secuencias entre ellas. Debajo de las tres secuencias hay representado un asterisco (*), si hay identidad, o
un punto (.), si hay un cambio de nucle6tido o insercion. Las letras marcadas en color lila representan las
mutaciones puntuales entre UPK3c.111 y UPK3c.1 / UPK3c.Il, las letras marcadas en color verde representan
las mutaciones puntuales entre UPK3C.l y UPK3c.Il. Por Gltimo, el color rojo sefiala la insercion de un
nucledtido en UPK3c.I11.
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Todas las mutaciones que presenta la secuencia de UPK3c.Ill conducen a la sintesis de
una proteina diferente y méas pequefia que la producida por las dos copias de UPK3c
situadas en el locus 7922.1, ya que la secuencia de amino&cidos es diferente. Ademas,
tiene lugar la aparicion de un coddon de terminacion prematuro en la posicion 234
(Fig. 13). De esta forma, la copia de UPK3c, situada en 7p13, da lugar a una proteina
truncada que es degradada selectivamente a través del mecanismo nonsense-mediated

decay y, por lo tanto, que no se expresara.

UPK3c.I MDNSWRLGPAIGLSAGQSQLLVSLLLLLTRVQPGTDVAAPEHISYVPQLSNDTLAGRLTL
STFTLEQPLGQFSSHNISDLDTIWLVVALSNATQSFTAPRTNQDIPAPANFSQRGYYLTL
RANRVLYQTRGQLHVLRVGNDTHCQPTKIGCNHPLPGPGPYRVKFLVMNDEGPVAETKWS
SDTRLOQAQALRAVPGPQSPGTVVIIAILSILLAVLLTVLLAVLIYTCFNSCRSTSLSGP

EEAGSVRRYTTHLAFSTPAEGAS*

UPK3c.II MDNSWRLGPAIGLSAGQSQLLVSLLLLLTRVQPGTDVAAPEHISYVPQLSNDTLAGRLTL
STFTLEQPLGQFSSHNISDLDTIWLVVALSNATQSFTAPRTNQDIPAPANFSQRGYYLTL
RANRVLYQTRGQLHVLRVGNDTHCQPTKIGCNHPLPGPGPYRVKFLVMNDEGPVAETKWS
SDTRLOQAQALRAVPGPQSPGTVVITIAILSILLAVLLTVLLAVLIYTCEFNSCRSTSLSGP

EEAGSVRRYTTHLAFSTPAEGAS*

UPK3c.III MDNSWRLGPSHRALCGTVPAASVAVAATDPCPAWDRRGCPRAHQLCAPALKRHPGGEAHP
VHLHAGAASRPVQQPQHL * LGYHLAGGGPQQRHPELHGPTDKPGHPCSCQLLPEGLLSHT
EGQPGAVPGQRPAPCPPCWQ*YPLPTNKNWLOQPSPTRTEPLQGEVPGDE*QRTRG*NKVV
QQHSPAASPGTSGCPWPPEPGHRGHHRHPVYPPGRRPHGPPGCAHIQLLOQLOEHFPIRP

RGDRECEKIHHAPRVQHSGRGGFLX

Figura 13. Secuencia de aminoacidos de las tres copias de UPK3c ubicadas en el cromosoma 7
humano.

Las dos copias localizadas en la regién 7g22.1 (UPK3c.l y UPK3c.ll) codifican para la misma proteina ya
que sus secuencias de aminodcidos son idénticas. La secuencia de aminoacidos producida por la tercera
copia de UPK3c (UPK3c.111) es diferente a las otras dos y genera una proteina de menor tamafio debido a
la presencia de un codén de terminacion prematuro (marcado con el asterisco rojo).

La alta similitud entre las secuencias de UPK3c.l y UPK3c.Il, 99.87%, refuerza la idea
de que el origen de estas dos secuencias se debe a una duplicacion en la region 79g22.1 en
el genoma de humanos. Por el contrario, el menor grado de identidad entre UPK3c.ll1 y
UPK3c.l1/UPK3c.Il, 97 % aproximadamente, demuestra que esta copia surgio en un
periodo anterior y que, durante la evolucion de los primates, ha ido divergiendo hasta dar
lugar a una secuencia que no produce una proteina funcional. De esta forma, solo los
niveles de expresion de las copias UPK3c.l y UPK3c.Il se convierten en un objeto de
estudio interesante, ya que son las unicas copias de UPK3c humana que se expresan

potencialmente produciendo ambas la misma proteina funcional.
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6.3.1 ANALISIS IN SILICO DE LA EXPRESION DE UPK3c

Las uroplaquinas estan presentes en el genoma de organismos que no contienen urotelio,
por lo tanto, su expresion no deberia limitarse solo a este epitelio. Con el objetivo de
estudiar la expresion de UPK3c en los diferentes tejidos humanos, se llevo a cabo una
busqueda de ESTs de UPK3c.l y UPK3c.Il (Anexo 3).

Se obtuvieron un total de 62 ESTs de los cuales solo 6 corresponden a vejiga (Fig. 14).
De esta forma, la expresion de UPK3c no se limita al urotelio sino que se expresa en una
gran variedad de tejidos como el cerebro, la placenta o el ojo. De todos los tejidos
estudiados, el ojo es el que presenta una mayor expresion de UPK3c ya que se encontraron
un total de 12 ESTs (Fig. 14).
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Figura 14. Andlisis del nivel de expresion de UPK3c a partir de la busqueda de ESTs.

(A) Estudio de los niveles de expresion de UPK3c en los tejidos humanos. El ojo es el 6rgano que presenta
un mayor nivel de expresion de UPK3c con 12 ESTs frente a los 6 ESTs localizados en la vejiga.
(B) Analisis de la expresion de UPK3c en el tejido ocular. La mayor parte de los ESTs encontrados en 0jo
pertenecen a tejido patoldgico. Las patologias que presentan una mayor expresion de UPK3c son el
queratocono Y el pterigion.

De los 12 ESTs encontrados en el tejido ocular, solo un EST corresponde a 0jo sano
mientras que el resto pertenecen a tejido ocular patoldgico. EI queratocono y el pterigion
son las patologias oculares que contienen mayor nimero de ESTS, 5y 4 respectivamente,

seguidas del glioma ocular y retinoblastoma (Fig. 14).

La UPK3c no es la Unica uroplaquina que se expresa en el tejido ocular, ya que varios
estudios han descrito la expresién de UPK1b en cérnea y conjuntiva. La funcién que

realiza UPK1b en la superficie ocular es todavia desconocida aungue se postula que ayuda
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al sistema inmune en la eliminacién de E. coli previniendo la infeccion bacteriana en el
0jo (Adachi et al., 2000). La alta expresion de UPK3c, sobre todo, en pterigion y

queratocono podria indicar que esta uroplaquina tiene un papel importante en este tejido.
6.3.2 GLICOSILACION DE UPK3c TRANSFECTADA

Todas las uroplaquinas humanas, excepto UPK2a, se encuentran altamente N-glicosiladas
(Katnik-Prastowska, | et al., 2014). La N-glicosilacion consiste en la union de un
oligosacarido o glicano a un atomo de nitrogeno, normalmente de un residuo de
asparagina (Asn). En humanos, todas las proteinas N-glicosiladas, como las uroplaquinas,
presentan una estructura comin formada por la Asn unida a dos moléculas de
N-acetilglicosaminas (GICNAC) y estas, a su vez, unidas a tres manosas (Gornik, O et al.,
2016).

Para estudiar el posible estado de glicosilacion de UPK3c, esta uroplaquina fue
transfectada en una linea celular de T24, que no expresa UPK3c de forma enddgena, y
tratada con dos tipos de glicosidasas diferentes: Endoglicosidasa H (Endo H) y Péptido
N-glicosidasa (PNGase F). Endo H actua sobre los oligosacaridos ricos en manosas pero
no puede escindir glicanos complejos. Esta glicosidasa corta el enlace entre las dos
N-acetilglucosaminas, dejando un residuo de GIcNAc unido a la Asn. Por el contrario,
PNGase F actta sobre el enlace entre el nitrégeno de la Asny GIcNAc de forma que esta

glicosidasa no deja ningun residuo unido al esqueleto proteico (Gornik, O et al., 2016).

Para la deteccion de UPK3c y estudio de su estado de glicosilacion, se llevo a cabo un
Western-blot del extracto proteico sin deglicosilar, deglicosilado con Endo H y
deglicosilado con PNGase F. En el primer carril del Western-blot, que corresponde a las
muestras sin deglicosilar, se pueden observar dos bandas con distinto peso molecular
(Fig. 15). La banda de menor peso molecular, 28 KDa aproximadamente, podria
corresponder a la UPK3c sin modificaciones post-traducciconales, ya que este peso
molecular corresponde con el peso teorico de la UPK3c. La banda de mayor peso, 43
KDa, corresponderia a la UPK3c modificada post-traduccionalmente con N-
glicosilaciones ya que al tratar la UPK3c con las dos glicosidasas esta banda desaparece
(Fig. 15). Esta capacidad de ambas glicosidasas para deglicosilar UPK3c demuestra que
esta uroplaquina no presenta una estructura de glicanos compleja sino que esta compuesta
principalmente de manosas, ya que la Endo H solo puede actuar sobre este tipo de
estructuras (Gornik, O et al., 2016).
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Al tratar las muestras con Endo H o PNGase F, el patron de bandas de UPK3c se modifica
(Fig. 15). En la UPK3c tratada con Endo H y PNGase F la banda de 28 KDa se mantiene
aunque se aprecia un aumento significativo de la intensidad de la sefial. Sin embargo, con
Endo H aparece una segunda banda justo encima de la banda de 28 KDa, mientras que
con PNGase F, esta banda no aparece. Esta banda que solo aparece con Endo H podria
corresponder a la UPK3c deglicosilada con los residuos de GIcNAc que deja la Endo H

al escindir el glicano (Fig. 15).

UPK3c sin

deglicosilar Endo H PNGase F

43 KDa

28 KDa T E—

25 KDa

Figura 15. Expresién de UPK3c transfectada en la linea celular T24.

Primer carril: muestras sin deglicosilar donde se pueden observar dos bandas de distinto peso molecular.
Segundo carril: muestras deglicosiladas con Endo H, se observan dos bandas con peso molecular cercano
y una tercera banda con menor peso molecular. Tercer carril: muestras deglicosiladas con PNGase F, se
pueden observar dos bandas de distinto peso molecular. Panel inferior: control de carga realizado con B-

actina.

A partir de las predicciones realizadas con el servidor NetNGlyc, se pudo determinar que
UPK3c contiene en su secuencia cinco sitios con una alta probabilidad de estar
glicosilados, localizados en las posiciones 51, 76, 91, 110 y 140. Al tratar las muestras
con Endo H estos cinco sitios podrian permanecer glicosilados conservando cada uno un
residuo de GIcNAc. Cada residuo de GIcNAc tiene un peso molecular aproximado de
0.22 KDa y, en consecuencia, el peso molecular de UPK3c con estos residuos seria de
aproximadamente 1 KDa mas que UPK3c totalmente deglicosilada. Esto podria explicar

la aparicion de una banda justo encima de la banda de 28 KDa.

Por ultimo, se puede observar una tercera banda de menor peso molecular, de 25 KDa,
tanto con Endo H como con PNGase F. La diferencia en el peso molecular de las bandas
de 28 KDa y 25 KDa podria sugerir que esta tercera banda corresponde a la UPK3c sin

modificaciones post-traduccionales y, ademas, sin péptido sefial (Fig. 15). Esto es debido

Pagina | 32



a que el péptido sefial tiene un peso molecular aproximado de 3.5 KDa y, por lo tanto,

coincide con la diferencia entre estas dos bandas.

El peso molecular de UPK3c glicosilada es de 43 KDa mientras que deglicosilada su peso
molecular se reduce a 28 KDa, lo que indica que el peso total de sus glicosilaciones es de
15 KDa (Fig. 15). De esta forma, se puede comprobar que UPK3c se encuentra altamente
glicosilada. Ademas, las glicosilaciones de UPK3c son sensibles tanto a Endo H como a
PNGase F, lo que demuestra que esta proteina se encuentra N-glicosilada igual que
UPK3ay UPK3b.

Por otra parte, la linea celular T24, al no expresar esta proteina de forma enddgena, puede
no estar preparada para realizar las modificaciones post-traduccionales que la UPK3c
necesita y, por lo tanto, no poder asimilar el grado de glicosilacion de esta uroplaquina.
Esto podria explicar la aparicion de tres estadios de maduracion de UPK3c diferentes que
corresponderian a UPK3c glicosilada con péptido sefial, UPK3c glicosilada sin péptido

sefial y UPK3c deglicosilada con péptido sefal.
6.3.3 GLICOSILACION DE UPK3c EN CORNEA SANA Y PATOLOGICA

El ojo es el 6rgano aparentemente con mayor nivel de expresion de UPK3c. A partir del
extracto proteico obtenido de muestras de cdrnea sana, pterigion y queratocono se analiz6
la expresion y el grado de glicosilacion de UPK3c.

En primer lugar, se estudio el estado de glicosilacién de UPK3c en cornea sana a través
de los resultados obtenidos del Western-blot realizado. A diferencia de las células T24
transfectadas, las células de la cdrnea expresan UPK3c enddgenamente lo que se traduce
en la aparicion de una sola banda de aproximadamente 43 KDa que corresponde a la
UPK3c glicosilada (Fig. 16). Ademas, en este caso, cuando la UPK3c es tratada con Endo
H no desaparece la banda de 43 KDa lo que sugiere que las glicosilaciones de esta

uroplaquina son resistentes a la accion de Endo H (Fig. 16).

Al contrario que con Endo H, cuando las muestras son tratadas con PNGase F si se
observa la desaparicion de la banda de 43 KDa y la aparicion de una banda de 25 KDa.
Al comparar esta banda con las bandas obtenidas al tratar las células T24 transfectadas
con PNGase F, se puede comprobar que esta banda corresponde a la UPK3c deglicosilada

y sin péptido sefal.
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Figura 16. Expresion de UPK3c en muestras de cornea sana.

Primer carril: muestras de cornea sana sin deglicosilar donde se observa una sola banda de UPK3c
glicosilada. Segundo carril: muestra tratada con Endo H, se mantiene la banda de UPK3c glicosilada.
Tercer carril: muestra tratada con PNGase F, aparece una nueva banda que corresponde a la UPK3c sin
modificaciones post-traduccionales y sin péptido sefial. Cuarto carril: control positivo con una linea celular
T24 transfectada con UPK3c vy tratada con PNGase F. En este caso, como control de carga se tifid la
membrana con Ponceau S solution (Anexo 4).

Esta misma situacion de resistencia y sensibilidad ha sido observada en UPK3b (Deng et
al., 2002). UPK3b muestra sensibilidad a Endo H solamente cuando no es cotransfectada
con UPK1b, ya que se queda retenida en el RE y no acaba de madurar. No obstante,
cuando es cotransfectada con UPK1b, la UPK3b solo es sensible a PNGase F. Por lo
tanto, la sensibilidad de UPK3c transfectada en T24 a Endo H y PNGase F, y la resistencia
a Endo H y sensibilidad a PNGase f en tejido enddgeno podria indicar que UPK3c, igual
que UPK3b, formaria un heterodimero de forma enddgena que le permitiese completar

su maduracion y ser resistente a Endo H.

A continuacion, se repiti6 el mismo procedimiento en muestras de pterigion y
queratocono. Se puede comprobar que la UPK3c se expresa de forma enddgena ya que
en todas las muestras sin tratar con glicosidasas se observan bandas que corresponden a
la UPK3c glicosilada (Fig. 17). No obstante, no se observa una sola banda de UPK3c
glicosilada sino que se distinguen distintos grados de glicosilacion de UPK3c (Fig. 17).
En el caso de las muestras de pterigion no tratadas con PNGase F no se puede distinguir
del todo si UPK3c se acaba expresando.

En las muestras de pterigion y queratocono tratadas con PNGase F se puede observar
como las bandas detectadas sin tratar desaparecen. En este caso, aparece una nueva banda
con un peso aproximado al de la banda de UPK3c deglicosilada y sin péptido sefial de
25 KDa (Fig. 17).
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Figura 17. Resultados del Western-blot en células transfectadas con UPK3c y muestras de pterigion
y queratocono.

(A) Muestras de pterigion y queratoconos sin deglicosilar donde se puede observar varias bandas de
glicosilacién. (B) Muestras de pterigion y queratoconos deglicosiladas con PNGase F.

Primer carril: linea celular T24 transfectada con UPK3c sin deglicosilar. Segundo carril: linea celular T24
deglicosilada con PNGase F. Tercer y cuarto carril: muestras de pterigion. Quinto, sexto, séptimo y octavo
carril: muestras de queratoconos. Como control de carga se tifid la membrana con Ponceau S solution
(Anexo 5).

Es necesario destacar que en los pterigion tratados con PNGase F se acaba observando la
banda de 25 KDa aunque con dificultad. Esto se debe a que en las muestras sin tratar con
PNGase F se cargd mayor cantidad de proteina que en las muestras tratadas. De esta
forma, en las muestras de pterigion tratadas si hay UPK3c deglicosilada pero debido a la
sensibilidad del anticuerpo anti-UPK3c se complica su deteccion (Anexo 5). No obstante,
en las muestras de queratocono tratadas, UPK3c es claramente detectable (Fig. 17). Esto
indica que la expresion de UPK3c en queratocono es significativamente mayor que en

pterigion.

Por Gltimo, al comparar visualmente las membranas tratadas y sin tratar con PNGase F se
puede observar que la deteccion de UPK3c es méas facil cuando estas han sido
deglicosiladas (Fig. 17). Esto puede ser debido al alto grado de glicosilacion que presenta
UPK3c de forma natural y que puede llegar a interferir en la union del anticuerpo a los

diferentes epitopos.
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7. CONCLUSIONES

La UPK3c pertenece a la familia de las uroplaquinas asociadas a tetraspaninas. Mientras
las secuencias de todos los miembros de esta familia se han hallado en peces, anfibios y
vertebrados terrestres, el origen de UPK3c es posterior y su secuencia solo se ha
localizado en el genoma de organismos terrestres, concretamente en aves, reptiles y

mamiferos.

Gracias al analisis de las secuencias de UPK3a y UPK3b, se ha comprobado que UPK3c
comparte una fuerte relacién evolutiva con UPK3b. En la secuencia de UPK3c de gallina
se conservan los dos puentes disulfuro y varios residuos de la secuencia de 12
aminoacidos, ambos muy conservados en UPK3a y UPK3h. Ademas, la secuencia de
UPK3c desde su origen, se ha mantenido proxima a UPK3b en todos los vertebrados
terrestres. Todo esto permite confirmar que UPK3c se origind en el ancestro comdn de

aves/reptiles y mamiferos a partir de la duplicacion de la secuencia de UPK3Db.

No obstante, a partir de los primates superiores la secuencia de UPK3c comienza a
experimentar una serie de reordenamientos en su localizacién y un aumento en el nimero
de copias. Estas modificaciones en el cromosoma provocan que la secuencia de UPK3c
en humanos presente tres copias (UPK3c.l, UPK3c.ll y UPK3c.IlI) localizadas en 7q22.1
y 7pl3. Estas tres copias han experimentado la divergencia evolutiva esperada pero la
formacion de un codon de terminacién prematuro en UPK3c. 111 conlleva a que de las tres

copias de UPK3c en humanos, solo dos se expresen.

El origen de UPK3c tuvo lugar durante la colonizacion del medio terrestre por parte de
los vertebrados. En esta transicion de los vertebrados de la vida acuética hacia la terrestre,
la cornea sufrid una serie de cambios para poder adaptarse al medio terrestre. En el agua
esta membrana es casi irrelevante, ya que la luz viaja continuamente en medio acuoso y
el poder de refraccion de la lente es suficiente. Sin embargo, en la vida terrestre la cornea
aumento su grosor para incrementar su poder refractivo y asi focalizar la luz desde el aire
al interior del ojo, ya que el poder refractivo de la lente por si sola no era suficiente. Hasta
la fecha, la Unica uroplaquina descrita en cérnea ha sido UPK1b. No obstante, gracias al
analisis de ESTs se ha podido comprobar que esta uroplaquina no es la Unica que se
expresa en el tejido ocular. La UPK3c también se expresa en el 0jo y es el érgano que ha

presentado un mayor nivel de ESTs, incluso por delante de vejiga.
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Por lo tanto, considerando el momento en el que se origina UPK3c y su expresion en el
ojo podria llegar a pensarse que UPK3c tuvo un papel importante en la adaptacion de la
cérnea a la vida terrestre y que podria desarrollar un papel importante dentro de la

estructura y funcion de la cornea de los vertebrados terrestres.

Mediante analisis de expresion de proteina se comprobd la expresion de UPK3c en la
superficie ocular sana y patologica. Esta uroplaquina se encuentra altamente
N-glicosilada, igual que UPK3a y UPK3b. Al analizar las muestras de superficie ocular
patoldgica, en este caso muestras de pterigion y queratocono, se observa gue el patron de
glicosilacién varia. En las dos patologias aparecen distintos grados de glicosilacion, de
forma que en pterigion y queratocono se produce una alteracion en la glicosilacion de
UPK3c. Finalmente, las muestras de queratocono presentan una mayor expresion de
UPK3c que las de pterigion. Para comprobar que esto es debido a la naturaleza corneal
de queratocono y conjuntival de pterigion, se necesitan mas estudios. Al igual que el
poder cuantificar la expresion de UPK3c en los tres tejidos para poder comparar los

niveles de expresion entre ellos.
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poder interpretar adecuadamente los resultados obtenidos.
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conocido con un namero limitado de articulos que hablen sobre ellas. De esta forma, este
trabajo me ha permitido mejorar en la busqueda de informacion, a la hora de saber
encontrar la bibliografia mas correcta y actualizada.

Por ultimo, me gustaria agradecer a los miembros del grupo de Biologia Molecular del
Urotelio Sano y Patoldgico por darme la oportunidad de desarrollar mi Trabajo de Fin de
Grado en base a una de sus lineas de investigacion. No obstante, me gustaria destacar el
papel que ha tenido el Dr. Javier Ugarte en la realizacion de este trabajo. Desde el primer
dia me ha transmitido todos sus conocimientos sobre las uroplaquinas, la biologia
evolutiva y las técnicas bioinforméaticas lo que me ha permitido, ademas de poder
desarrollar adecuadamente este proyecto, ampliar mis conocimientos en estos campos.
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10. ANEXOS

ANEXO 1: COMPARACION SECUENCIAS DE UPK3a, UPK3b Y UPK3c

Tabla Al. Porcentaje de identidad entre UPK3a, UPK3b y UPK3c en gallina.

UPK3A UPK3B UPK3C
UPK3A 100.00 45.04 44.00
UPK3B 45.04 100.00 55.83
UPK3C 44.00 55.83 100.00

ANEXO 2: COMPARACION DE LAS COPIAS UPK3c.l, UPK3c.Il Y UPK3c.lI

Tabla A2. Porcentaje de identidad entre UPK3c.l, UPK3c.11 y UPK3c.II1I.

UPK3C.I UPK3C.1I  UPK3C.I11
UPK3C.I 100.00 99.87 97.35
UPKS3C.11 99.87 100.00 97.47
UPKB3C.111 97.35 97.47 100.00

ANEXO 3: ESTUDIO DE ESTs

Tabla A3. Busqueda de ESTs en los diferentes tejidos humanos. Las variantes de UPK3c no
identificadas aparecen indicadas con un guion (-).

EST - UPK3C
REFERENCE TEJIDO/ORGANO COPIA (I/1)

BM724442.1 Ojo -
CV574749.1 Ojo Queratocono UPKa3c.I
CV571894.1 Ojo Queratocono UPK3c.I
CV570067.1 Ojo Queratocono UPKa3c.I
CV571740.1 Ojo Queratocono UPK3c.I
CV570877.1 Ojo Queratocono UPK3c.I
DR422125.1 Ojo Pterigion UPK3c.
DR422867.1 Ojo Pterigion UPK3c.
DR423533.1 Ojo Pterigion UPK3c.I
DR421655.1 Ojo Pterigion UPK3c.
BF526909.1 Ojo Glioblastoma UPK3c.I
BE783282.1 Ojo Retinoblastoma -
BM563522.1 Cerebro UPK3c.II
DN993120.1 Cerebro -
AA077375.1 Cerebro -
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B1488409.1
BM549578
DA220394.1
DA093536.1
AL520850.3
BF923489.1
BG741801.1
BG9446215.1
BQ300930.1
BF738937.1
BF737438.1
BQ301028.1
BF736830.1
HY084937.1
HY092696.1
HY063262.1
BX457259.2
DA878206.1
RO7794.1
BF816477.1
BF758159.1
AA603194.1
BE735985.1
BE736087.1
DB249571
BF914307.1
BF912925.1
BF912921.1
BU553932.1
BF038709.1
BF032261.1
DC424984.1
CR980593.1
CR994138.1
BM847378.1
BM843730.1
BE241615.1
BG177266.1
B1907605.1
DA855203.1
AL544559.3
AL544513.3
BX404896.2
R28399.1
BG008280.1
CN348520.1
HX401706.1

Cerebro
Cerebro
Cerebro
Cerebelo
Glandula Suprarrenal
Tumor sistema nervioso
Piel
Tumor Vejiga
Tumor Vejiga
Tumor Vejiga
Tumor Vejiga
Tumor Vejiga
Tumor Vejiga
Timo
Timo
Timo
Timo
Préstata
Higado y Bazo
Colon
Colon
Tumor Estomago
Tumor Pancreas
Tumor Pancreas
Utero
Tumor Utero
Tumor Utero
Tumor Utero
Ovario
Tumor Ovario
Tumor Ovario
Cartilago
Linfocito T
Linfocito T
No6dulo Linfatico
No6dulo Linfatico
No6dulo Linfatico
Linfoma
Leucocito
Placenta
Placenta
Placenta
Placenta
Placenta
Placenta
Cél. Madre Embrionarias
Cél. Madre Embrionarias

UPK3c.
UPK3c.ll
UPK3c.|

UPK3c.I
UPK3c.ll

UPK3c.|
UPK3c.I

UPK3c.|
UPK3c.I
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ANEXO 4: CONTROL DE CARGA DE WESTERN-BLOT EN CORNEA SANA

UPK3c sin Control
deglicosilar Endo H  PNGase F pnGase F +

Figura Al. Membrana tefiida con Ponceau S solution como control de carga en el andlisis de
cdérnea sana

ANEXO 5: CONTROL DE CARGA DE WESTERN-BLOT EN PTERIGION Y
QUERATOCONO

. Transfeccion L
Transfeccion (PNGase F +) Pterigion Queratoconos

. Transfeccion
Transfeccion (pNGase F +) Pterigion Queratoconos

Figura A2. Membrana tefiida con Ponceau S solution como control de carga en el analisis de
muestras transfectadas con UPK3c en T24 pterigion y queratoconos glicosiladas y deglicosiladas.
Se puede observar la aparicion de bandas en todos los carriles, incluso en los de pterigion.
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