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RESUMEN

BASES GENETICAS DE LA EVOLUCION DEL CEREBRO HUMANO: ESTUDIO COMPARATIVO
LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL FACTOR DE TRANGZSPBCION

Se ha propuesto que la divergencia fenotipica entre humanos y chimpancés se debe en gran
medida a cambios en la regulacién de genes que participan en el desarrollo en lugar de
cambios en las secuencias codificantes de proteinas de los genes. Hipotetgaents
explosion sin precedentes en el repertorio del comportamiento humano se debe a la
adquisicion de nuevos patrones de expresion de genes preexistentes. Previamente en
nuestro laboratorio, se analizé la distribucién en el genoma de secuencias gendmicas
codificantes (denominadoBuman acceleratedelements HAE) que muestran evidencia de
evolucion acelerada en el linaje humano (aumento en la tasa de sustitucion de nucledétidos).
Esto permitié identificar la agrupacion mas grande de HAEs en el genonanbuwhicada
dentro del locus del gen que codifica para la protenmsuronal PAS domairontaining
protein 3 (NPASR NPAS3codifica un factor de transcripcion bHBEAS que se expresa
ampliamente en el sistema nervioso en desarrollo del raton y de humaswodisfuncion se

ha asociado con la etiologia de la esquizofrenia y el sindrome bipolar en humanos. En el
locus de este gen se agrupan 14 HAEs. En este trabajo, realizamos un ensayo comparativo
utilizando las secuencias ortélogas de humano y de chimpaaré, determinar si los 14
elementosNPAS3HAESs funcionan cdmo activadores transcripcionaleslmncersn lineas

de peces cebra y ratones transgénicos. ldentificamos NEASIHAEs (HAR202 vy
HACNS658) en los que la version humana perdié funcién edinanceren comparacion

con la version de chimpancé, que funciona como un fuerteancerdurante el desarrollo

del cerebro. Para determinar si la funciénhancerse perdio en el linaje humano o lo que
ocurrié fue una ganancia de funcién en el linaje de chingg, seleccionamos el elemento
HARO2 yrealizamos estudios comparativos con secuencias de mono m&tesusraton

y pez cebra. Encontramos que el elemento HAR202 perdié especificamente su funcién
enhancercomo consecuencia del proceso evolutivo enrajé humano. Para analizar cual

es el efecto funcional de la perdida de HAR202 sobre la expresion ddPfesgieneramos



un linaje de ratones mutantes que carece de este elemento en el genduamas,
identificamos un elemento regulatorio, HACNS96 quendégduncion de activador

transcripcional en el sistema nervioso central en el linaje humano.

Por otra parte, ha sido ampliamente estudiada la funcién delNf@AS2n el desarrollo del
cerebro y también en el desarrollo de las vias respiratorias. Sinrgmbaa sido postulado
gue este gen podria participar también en el desarroll@aneofacialya que personas que
presentan una delecion en su genoma que incluye al d¢RAS3 presentan
holoprosencefalia. La holoprosencefal{®PE) es la anomalia del desarrollo mas comun que
afecta el patron del prosencéfalo humano y las estructuraseofacialesasociadas. Para
investigar sinpas3 esta involucrado en el desarrollo de estructurasaneofaciales
realizamos estudios de gendéignolecular en el pez cebra. El analisisngas3de peces
cebra mutantes nulosk@ockou) y en los que se indujo una marcada reduccion de la
expresion knockdown reveld anormalidadesraneofacialesriticas que indican que este
gen desempefia un papel gk en el desarrollo de estas estructuras. Adem#sas3
demostré ser esencial para el desarrollo del sistema nervioso y del sistema branquial en el
pez cebra. Curiosamente, la ablacién o reducciompas3afecta la expresion dsonic
hedgehog (shhgd, un @n maestro del desarrollo que cuando se muta produce
holoprosen&falia. Nuestros resultados sugieren el g¢RASIesempefia un papel en el

desarrollocraneofacial

Palabras claves: Evolucion acelerddRAS3Desarrollacraneofacial Evolucion cerebro.



ABSTRACT

GENETIC BASES OF THE EVOLUTION OF THE HUMAN BRAIN: COMPARATIVE STUDY OF T
TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF THE TRANSCRIPTIOWPRSGTOR

It has been proposed that the phenotypic divergence between humans and chimpanzees is
largely due tochanges in the regulation of genes involved in the development rather than
changes in the protein coding sequences of the genes. We hypothesize that the explosion
unprecedented in the repertoire of human behavior is due to the acquisition of new
patterns d expression of prexisting genes. Previously in our laboratory, the genome
distribution of noncoding genomic sequences (called human accelerated elements, HAE)
that show evidence of accelerated evolution in the human lineage (increase in the rate of
nudeotide substitution) was analyzed. This allowed to identify the largest group of HAEs in
the human genome located within the locus of the gene that codes for the neuronal protein
PAS domaktontaining protein 3NPASB NPASZncodes a transcription factor bHIPAS

that is widely expressed in the developing nervous system of the mouse and human, and its
dysfunction has been associated with the etiology of schizophrenia and bipolar syndrome in
humans. In the locus of this gen#4 HAEs are grouped. In this work, we conducted a
comparative trial using the human and chimpanzee orthologous sequences, to determine if
the 14 NPAS3HAESs elements function as transcriptional activatorgmnancersn lines of
zebrafish and transgenic ioe. We identified twaNPAS3HAEs (HAR202 and HACNSG658) in
which the human version lost function as anhancercompared to the chimpanzee version,
which functions as a strongnhancerduring brain development. To determine if the
enhancerfunction was losin the human lineage or what happened was a gain of function in
the chimpanzee lineage, we selected the HAR202 element and made comparative studies
with sequences of Rhesus macaque, mouse and zebrafish monkey. We found that the
HAR202 element specificallost itsenhancerfunction because othe evolutionary process

in the human lineage. To analyze what is the functional effect of the loss of HAR202 on the

expression of the NPAS3 gene, we generated a lineage of mutant mice lacking this element



in the gemme. We also identified a regulatory element, HACNS96 that gained

transcriptional activator function in the central nervous system in the human lineage.

On the other hand, the role of thRiIPAS3)ene in the development of the braendin the
development & the respiratory tract has been widely studied. However, it has been
postulated that this gene could also participate in the craniofacial development since people
who present a deletion in their genome that includes thd¢PAS3gene present
holoprossnsepha}. Holoprosencephaly (HPE) is the most common developmental anomaly
that affects the pattern of the human forebrain and the associated craniofacial structures.
To investigate if npas3 is involved in the development of créawa@l structures, we
conducted molecular genetic studies in zebrafish. The analysis of npas3 of zebrafish
Y dzii | yiufisii@ockou) and in which a marked reduction of expression was induced
(knockdown revealed critical skufaicial abnormalities that indicate that this gene plays a
key role in the development of these structures. In addition, npas3 proved to be essential
for the development of the nervous system and the branchial system in the zebrafish.
Interestingly, the ablation or reduction of npas3 affects the expression of $midgehog
(shila), a master gene of development that, when mutated, produces holoprocensephalia.

Our results suggest thidPAS3)ene plays a role in craniofacial development.

Keywords: Accelerateglvolution,NPAS, craniofacial development, Brain evolution
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KO Knockout
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Ma Millones de afios

Mb Mega pares de baséMillon de pares de bases

Mm Mus musculusRaton comin

Mmul Macaca mulattd Mono macaco Rhesus
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NPASBNPASBleuronal PAS domatontaining protein 3Gerl Proteina de humano
Npas3 Npas3Neuronal PAS domairontaining protein 3Gen Proteina de raton
npas3Npas3 Neuronal PAS domatontaining protein 3Gerl Proteinade pez cebra

PCR Polymerase Chain Reaction

pb Pares de bases

Pt Pan troglodytesCimpanceé

RefSeq Reference Sequence

SgRNA Signal RNA/ ARN guia

SNC Sistema nervioso central
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Introduccion general

Nuestra herencia primate

Homo sapien®s una de las aproximadamente 200 especies vivientes que colectivamente
constituyen el orden Primate@urvis 1995)Este grupo se origind hae@roximadamente

65 millones de afios (Tavaré etl. 2002) Los primates se clasifican en dos grandes
subdrdenes: Strepsirrhini y Haplorrhini. Los strepsirhinos se conocomunmente como
prosimios e incluyen a los lemures, lorinos y galagos. Por otro lado, los haplorrhinos
consisten en los tarseros y lastropoideos. Los antropoideos comprenden a los platirrinos

(o monos del nuevo mundo, como el mono arafia y el mono titi) y los catarrhinos. Dentro de
este Ultimo grupo se agrupan los cercopitécidos (0 monos del viejo mundo como los
macacos, los colobos lps babuinos) y los grandes simios u hominoideos (gibones,
orangutanes, gorilas, chimpancés y humgrn@sirvis 1995; Begun 200@igura 1).

Tanto los primatesctuales como los fésiles constituyen un conjunto diverso de especies.
Algunasespecies de primatesstan entre las que retuvieron mas caracteristicas ancestrales
dentro de la clase de los mamiferos; otras muestran especializaciones morfolégicas y de
compatamiento completamente novedosas dentro de los mamifeidartin 1986; Lewin y

Foley 2004; Fleagle 2013Mistoricamente, se han estudiado lasrazderisticas de los
primates tratando de identificar las autapomorfias de los humanos. Sin embargo, muchas
caracteristicas a veces consideradas especificas de los humanos como la capacidad de
caminar erguidos, gran inteligencia y una gran sociabilidads m#& representar una
discontinuidad con el resto des primates son una extension de las caracteristicas de estos

como grupoMartin 1990)



Introduccion general
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Figura 1. Arbol filogenético que muestra laglaciones de parentesco probables entre distintos
grupos de primates actuales y extintos. Abreviatura: MA, millones de afios atrds. Modificado de
(Begun 2003).

Historia breve de nuestro linaje

Para poder dilucidar los cambios genéticos responsablessda$gos humanos, es esencial
comprender la historia evolutiva de nuestro linaje. La informacion del registro fosil
actualmente disponible sugiere dos patrones importantes en la historia evolutiva del linaje
humano. Por un lado, si biddomo sapiengs la Unicaespecie vivaepresentantenuestro

linaje, desde la divergencia con el chimpancé existi6 una gran diversidad de formas
morfologicas, muchas de las cuales coexistieron durante largos periodos de tiempo. Estas
diversas formas fueron interpretadas commiltiples especiegCarroll 2003) Por otro lado,

las caracteristicas morfolégicas que diferencidnHa sapiensde otros primates no se
desarrollaron simultaneamente durante la historia del linaje humano. Por lo contrario, se
observa un patrén de evolucion en mosaico, donde las diferentes estructuras morfoldgicas

cambiaron a tasas diferentes y en momentos distirfddsHenry 1975; Jurmain at. 2014)
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Las estimaciones actuales sostienen que los primeros hominidos pudieron haber divergido
de los primeros representantes del linaje de los chimpancés en algin morderdante el
Mioceno tardio o Plioceno temprano, es decir entre 8 y 4 millones de afios atras, en Africa
(Carroll 2003; Lewin y Foley 2008) biensapienses el Unico representante vivo del linaje
Homininae, desde ldivergencia con el chimpancé existi6 una gran diversidad de especies,
muchas de laguales coexistieron durante largos periodos deng®. La evoluciéon de los
rasgosd Y 2 R S NJI2 &apien® Partir de este antepasado no fue un proceso gradual,
linealy aditivo, sino sumamente complej@€arroll 2003; Tattersall 2010lgunos rasgos,
como el bipedalismo, surgieron mtgmpranamente mientras que otros, comoalmento

del tamafio cerebral, no evolucionaron hasta hace relativamente poco tiempo.

Las relaciones de parentesco, orden cronologico, la magnitud y ritmo de la evalecios
caracteres en este linaje se encuemtraonstantemente sujetos a revisionnaedida que
ocurren nuevos hallazgos fésil€Battersall 201Q)La Figura 2nuestra unarbol provisorio
donde se resume la diversidad, pero no todas las relacionepatlentesco entre los
miembros de la familia Hominidad.os homininos mas antiguos que se conocen en la
actualidad sonSahelanthropus tchadersside Chad, fechado entre-% Ma atras (Brunet

etal. 2005)y Orrorin tugenensisle Kenia(Pickford y Senut 200 Figura2). Su tamafo
cerebral,~360 cc, se encuentra dentro del rango que se observa en los chimpances, y el
craneoporta una cresta supraorbital de gran tamario, similar a la de los g(Bitaget etal.

2005) Sin embargo, la posicion y orientacion del foramen magnum, sugiere que
Sahelanthropuspresentaba bipedalismo y su columna vertebral soitewerticalmente
como en los humanos modernos en lugar de horizontalmente como en simios y otros
cuadrupedos (Zollikofer etal. 2005) Alrededor de 4 Ma atrds habrian aparecido los
primeros miembros del génerAustralopithecushomininos bipedos, cuyo craneorteun
tamafio que oscila entre 390 y 515 cc, similar a los chimpancés y dbalasetal. 2000)

Esto sugiere que tendrian habilidades cognitivas similares a la de los siotigdes
(McHenry 1982)Australopithecusue un género muy exitoso que persistigrante casi tres
millones de afos (Figu&).

Hace aproximadamente 2.5 millones de afios atras existi6 una divergencia importante
dentro de un grupo de australopitecinos. &stento involucro el surgimiento de hominidos

con mandibula y dientes mas pequefios. Ademas, este grupo mostré6 un incremento

significativo en el tamafio del endocraneo, un pequefio aumento del tamafio corporal y

4
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presencia de bipedalismo complet{heakey, Tobias, y Napier 1964) diferencia de los
australopitecinos que eran bipedos facultati@triedter 2005) Erael surgimiento de los
primeros representantes del género Homo. Este género estuvo compuesto por miembros
bastante diversos. Algunos grupos de Homo tempranos, cdommo ruddfensisy Homo
habilis eran relativamente similares a los australopiteciflosakey, Tobias, y Napier 1964)

En cambio, hace 2 millones de afios atras surgié otra especie de Homo en Africa, de cuerpo
y cerebro mas grandeal que sedenominé Homo ergastefWood 1996) Equipado con
nuevas habilidaded. ergasterfue el primer hominido en migrar fuera de Africa hacia Asia

e Indonesia hace 1.8 millones de afios atras. Fuera de Afficargasterdio origen a la
especie que hoy conocemos coriftbomo erectugFigura2; Wood 1996; Striedter 2005;
Lewin y Folg 2004)

Esta espeie que llegd a habitar gran parte del Viejo Mundo, deédieca hasta China e
Indonesia desd&,9 Ma a 0,14MalLosfosilesse han encontradguntamente conrestos que
hacen suponer que esta especie fue la primera en etduego para cocinar, como asi
también, en hacer hachas de mano a partir de piededgo notable si tenemos en cuenta
que su capacidad craneana era de ®. Era una especipastantecorpulenta, de unos

180 cm y presentaba un marcadonorfismosexuaJ donde las hembras encontradas eran

un 25%maspequeiias que los machos.
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Figura2. Escala del tiempo vy filogenia de los hominidos. Los tiempos aproximados de divergencia
derivan de datos moleculares. Las relaciones filogenéticas entre los hominidos son inciertas y se
marcan como un sombreado gris. Las barras rojas denotapsbd de lasespecies fosiles y/o la
incertidumbre de las edades fésiles. Modificada de (Carroll 2003).
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Existen varias hipétesis en torno al origen de los humanos modernos. En un extremo, una
hipétesis sostiene que la transformacion ocurrio gradualmente dentro de stolda
poblaciones deH. erectus desencadenando el surgimiento de mdaltiples poblaciones de
humanos modernos en Africa y Eurasia. Bajo esta mirada, las raices genéticas de las
poblaciones modernas del. sapienson profundas y se encuentran en el origenlde
primeras poblaciones deéi. erectus(Thorne y Wolpoff 1992)En el otro extremouna
hipotesis alternativa plantea un origen Unico patla sapiensen Africa,sequido de una
expansion poblacional hacia el resto del viejo mundo con reemplazo de las poblaciones de
humanos arcaicos presentes, es deldir ergaster H. erectus H. heilderbergensisy H.
nearderthalensisBajo este escenario, las raices genéticas de las poblaciones modernas de
H. sapiensson mas recientes y datan de aproximadamente 200.60D.000 afios atras
(Wilson y Cann 1992; Cann, Stoneking, y Wilson 1@8#glquier sea el caso, la evidencia
muestra que hace aproximadamente 250.60@0.000 afios atrady. erectusdesaparecio y
aparecioé un nuevo grupo de honmndos con caracteristicas consideradas anatbmicamente
modernas(hueso occipital menos prominente, frente mas empinada y una ceegiarciliar

y sagital reducidgs de gran tamarfio cerebral (1.400 cc) y la evidencia arqueoldgicande
conjunto de herramierds y técnicas de cazaas sofisticadoEste grupo son ldd. sapiens

(Figura 1 Striedter 2005)

Evolucion del cerebrdiumano

El sistema nervioso, en particular el cerebro y sus capacidades cognitivas, se encuentran
entre los atributos mas distintivos y fascinantes de nuestra especie. La manera en la que el
sistema nervios@voluciond en el linaje humanpcomo éste se diferencia del de nuestros
parientes primates mas cercanos, aln no se conoce detalladamente.

El cerebro bmano tiene todas las caracteristicas basicas de un cerebro de mamifero tipico,
empezando por una corteza de seis caffambién denominada neocortexaAdemas, tiene

las caracteristicas tipicas de oarebro de primate, incluyendo una gran neocorteza, una
gran corteza visual y una corteza prefrontal lateral (FigiRreuss 2012)A pesar de estas
similitudes generales, el mbro humano tiene vaais caracteristicas Unicas. En primer lugar,

los seres humanos tienen el mayor nimero de neuronas entre los primates, 86 mil millones

(Azevedoet al. 2009) en comparacién con el numero de neuronas de los chimpancés y
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gorilas estimad@n 28 y 33 mil millones, respectivament® Herculandlouzel y Kaas 20Q).

Por otro lado, el cerebro humano no es el mas grande de la tierra, siendo superado por los
cerebros de los cetaceos y elefani@oth y Dicke 20055in embargo, aunque el cerebro

del elefante tiene cerca de 251 mil millones de neuronas, tan so6lo 5.6 mil millones (2.2%)
son corticales,mientras que la mayoria se concentra en el cerebelo (9{%)zana
HerculaneHouzel etal. 2014) En contraste, 20.9% de las neuronas presentes en el cerebro
humano son corticaleS. Herculanéiouzel 2012)Por lo tanto, la corteza cerebral humana

es, en proporcion al tamafio total del cerebro, la mas grande, ocupando 84% de toda la
masa cerebral, y contiene el mayorméro de neuronas, 18 mil millones aproximadamente
(Gabi etal. 2016) Hasta recientementese creia que la evolucion humana habia supuesto
una expansion particular en la corteza prefrontal del cerebro. Sin embargo, esta nocion
popular ha sido cuesti@mda recientemente, demostrando que la region prefrontal humana
posee aproximadamente el 8% de las neuronas corticales, al igual que los primates no
humanos(Gabi etal. 2016)
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Figura 3. llustracion de las relacioneogenéticas entre las subclases y érdenes principales de
mamiferos, indicando algunos campos corticales compartidos. Modificado de (Belmonte et al. 2015).

Si comparamoson el conjunto de los mamiferos, los primates (particularmente los diurnos)
se caracterizan por presentar un sentido de la vision muy desarrollado, mientras que el
sentido del olfato esta mas reducid@-leagle 2013)Esto esta acompafiado por una
tendencia evolutiva dentro de este clado a una mayor diurnal{@udedter 2005k inclso

en los catarrinos, existid una reinvencion de la vigriaromica (Jacobs eal. 1996; Dulai

etal. 1999) Posiblemente como producto de la predominancia del sentido de la vision
dentro del grupo, los cerebros de los prireatson relativamente mas grandesie los
encontrados en otros mamiferos de peso simitriedter 2005) Esta caracteristica se pone
particularmente de manifiesto al comparar las reglasescalado especificas de clado entre,
por ejemplo, roedores y primatege tamafnos corporales similares. Por un lado, los cerebros

primates tienen una mayor densidad de neuronas en sus cerebros que los cerebros de
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roedores de tamafio similar (por ejemplo 40.000 neuronas/mg en la corteza del Awine
trivirgatus contra 12.000 neuronas/mg en el roedor agutDasyprocta primnolopha
mientras que la densidad de células no neuronales en los cerebros de estos dos grupos es
comparable(Suzana Herculandouzel, Mota, y Lent 2006; Suzana Hercugiooizel etal.

2007) El mayor numero de neuronas por unidad de volumen presumiblemente podria
conferir a los primates con mayores capacidades computalgsrtpie roedores de tamafios
equivalentes (HerculaneHouzel 2011) De hecho, los primates on humanos son
extraordinariamente inteligentes. En la naturaleeatosindividuos dedican mucho tiempo

a establecer una red de amistades y observar las alianzas de sus congéneres. Este tipo de
interacciones sociales son mapmplejas,asi como las habilédles cognitivas necesarias
para procesar este tipo daformacion(Lewin y Foley 2004)a evolucion progresiva de la
inteligenda como forma de vida ha sido considerada como una de las caracteristicas mas
destacadas de los primates como gruygolly 1972

Un aspecto importante de todos laerebros primates es que tienen cortezas cerebrales
inusualmente grandes para el tamafio absoluto del cerebro. Por ejemplo, la corteza cerebral
de los humanos es la mas grande en tamafio relativo (con un 788%%ode la masa total

del cerebro)(Hofman 1988; Rilling y Insel 19989 corteza cerebral representa el 73,0% de

la masa total del cerebro en los chimpand&ephan, Frahm, y Baron 198Ademas, con

un promedio de 86 mil iHones de neuronas y 85 mil millones de células no neuronales
(Azevedo etl. 2009) el cerebro humano tiene tantas neuronas como se espara un
cerebro primate genérico de su tamafo, ajustandose a lo predicho por las reglas de
escalado del cerebro primatéGabi etal. 2010; S. HerculaAdouzel 2012) También las
densidades neuronales en la corteza y el cerebelo se ajustan altmes/esperables para

un cerebro primatgAzevedo eal. 2009; S. HercularHouzel 2012)En resumen, el cerebro
humano se ajusta a un cerebro primate tipico, en lo que respecta a numero de células
cerebrales totales, distribucion de neuronas entre la corteza y el cerebelo y proporcion de
células neuronales y no neuronalesnmenos(S. Herculandlouzel 2012)Quizas el tamafio
cerebralabsoluto sea un mejor predictor de las habilidades cognitigasepcionales de los
humanosdentro de los primategReader y Laland 2002; Deanerét2007)

Por otrolado, respecto a la evolucién del cerebro en el linaje de los hoosnse observa

gue el patron de cambio no fue gradual, sino que hubo algunos momentos de aumento

abrupto. Por un lado, los australopitecinos tempranos tenian un volumen endocraneal de
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aproximadamente 400 cm3, un volumen similar al hallado en los chimpancés y gorilas
actuales(Lewin y Foley 2004; Striedter 200%)or otro &do, el surgimiento del género
Homo estuvo acompafado por un incremento abrupto del tamafio de cerebro. Por ejemplo,
los rangos de volumen del endocraneo de Homo habHsrydolfensisse estiman entre los
650-800 cm3 y el volumen del endocraneo He ergastery H. erectusse estima en 850

1100 cm3(McHenry 1982) Finalmente, la aparicion dd. sapiensesta asociada con un
tercer evento de incremento en el tamafio del cerebro, alcanzando un volumen de entre
1100 cm3 a mas de 1400 crg&riedter 2005)

Las estimaciones de la cantidad de neuronas an diferentes especies de hominidos
sugieren que, con 27 a 35 mil millones, el nimero de neuronas de los australopitecinos
tempranos se encontraria dentro del rango de los grandes simios act{flekerculano
Houzel y Kaas 2011En cambio, para los Homdempranos, se predice un namero de
neuronas de 50 a 60 mil millones de neuronas, y de 62 mil millones de neuronas en
promedio paraH. erectus Llamativamente, par las especies de humanos arcaiddemo
heidelbergensiy Homo neanderthalensise predice un nimero de neuronas que caerian
dentro del rango de los humanos modern@sevedo etl. 2009; S HerculaAdouzel y Kaas
2011; S. Herculanblouzel 212) Si el factor determinante para el desarrollo de
capacidades cognitivas depende principalmente del nimero de neuronas, estos resultados
sugieren que el potencial cognitivo de estas especies de humanos arcaicos podria haber sido
comparables a las Hadas en los humanos modern( Herculandlouzel y Kaas 2011)

Para entender la evolucion de las habilidades cognitivas Unicas de nuestra especie,
incluyendo el pensamiento abstracto, la planificacion a largo plazo y la extraordinaria
capacidad de elaborar un lenguaje complejo, hay que tener en cuenta dos cuestiones
desafiantes. La primera es poder relacionar la cognicibn humana con el numero de
neuronas, el amafio del cerebro, la corteza altamente desarrollada y, en particular, las
diferencias neuroanatémicas. Por otro lado, la segunda cuestion es conectar los cambios
humanoespecificosen el ADN con los rasgos caracteristicos de la esgEcachini y
Pollard 2015) Existen diversos estudios que sostienen esta hipétesis, ya que lograron
identificar cambios en la morfologia y abundancia tanto rkuronas excitatorias e
inhibitorias como de células de la glia y diferencias en las conexiones y localizacion regional

de distintos tipos neuronales en eéocortexde humanos y primate§Sherwood, Subiaul, y
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Zawidzki 2008; DeFelipe 2011; Elstorale2011; Oberheim, Goldman, y Nedergaard 2012,;
Raghantetal. 2016; von Bartheld, Bahney, y Herculdhamuzel 2016)

Bases genéticas de la evolucién humana

El estudio de la evolucion humana desde la perspectiva de la genética molecular procura
hallar los cambios a nivel gendmico y genético que poteneialen pudieron haber
contribuido con la adquisicion de las caracteristicas particulares de nuestra esBEcie.
advenimiento de la genémica junto con el desarrollo de nuevas tecnologilas eampos

de la biologia molecular y de la bioinformética tegportado nuevas formade estudiar la
evolucion humana. Nuestro conocimiento acerca de los genessgfrgeron seleccion
positiva o bien modificaciones en sus niveles de expresion a lo terda evolucion de
nuestro linaje esta creciendo rapidamente. 8mbargo, el mayor desafio reside en poder
vincular estos cambios ocurridos a nivel gendémico con el surgimiento de caracteristicas
neuroanatdmicas novedosas y asociarlas a su vez a capacidades cognitivas c{pirasss
2012; Lucia F. Franchini y Pollard 20E6)a hora de querer hilar estos cambios evolutivos,

la gendmica y genética molecular representemmramientasvaliosisimas en este campo que
permiten llevar a cabo analisis comparados entre el humano y otros prini@ibbs efl.

2007; Chimpanzee Sequencing and Analysis Consortium,20@%3luso de los hominidos
extintos (Prabhakar eal. 2006; Prufer eal. 2014) Ademas, el desarrollo de las
herramientas bioinformaticas necesarias para el analisis de dedasenciahizo que se
potenciara la capacidad de examinar y encontrar los cambios genéticos exseddi los
humanos.

La comparacion del genoma humano con el genoma de otras especies ha catalogado estas
diferencias gendmicas en tres clases generales. Estas se clasifican en gitardemnes
cromosémicas, inserciones y deleciones pequefias denominadheds y sustituciones
(Figurad; Vallender, MekeBobrov, y Lahn 2008; Franchini y Pollard 2015)

Las grandes alteraciones cromosémicas involucran modificaciones estructurales, como
duplicacones, deleciones y reordenamientos, en los cromosomas (Figda Son
relativamente raras, pero abarcan variosidebido a su tamafio, que en general se trata de
miles de pares de bas€€oe etal. 2014) Las primeras diferencias estructurales entre el

genoma de loseres humanos y el genoma del chimpancé fueron halladas usando técnicas
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de tinciébn de bandas de cromatina, donde se descubrié que hubo una fusién de dos
cromosomas ancestrales para formar el cromosoma humano 2. También se describieron
bandas de heterocromata constitutiva especificas de los humanos en los cromosomas 1, 9,
16 e Y, e inversiones pericéntricas en los cromosomas {yub®& y Prakas®&2) Muchas

de estas variantes estructurales han alterado la expresién génica de diversos genes del
desarrollo. Por ejemplo, la inversion pericéntrica en el cromosoma 1 esta asociada con
enfermedades neurogenéticas humanas y contiene un aumento eaneéro de copias de

los genes del desarrolBRGAPDennis etl. 2012) HYDIN(Doggett etal. 2006)y familias
proteicas conteniendo el dominDUF122(Fortna etal. 2004)

Las inserciones y deleciones pequeiiagels abarcan aproximadamente 3.5% del genoma
humano, la mayoria de las cuales se encuentran en regiones no codifiqdMads y
Altheide 2005; Chimpanzee Sequencing andlysis Consortium 20083)osindelspresentes

en estas regiones podrian alterar el fenotipo humano mediante la modificacion o la
eliminacion de regiones regulatorias conserva@@ae, Jayaraman, y Walsh 2015; Carroll
2005; King yWilson 1975) Un estudio reciente demostré que 510 regiones altamente
conservadas fueron perdidas en el linaje humano, muchas de las cuales eran no codificantes
(McLean etl. 2011) Ademas, losndelstambién pueden afectar a los genes, sus variantes
de splicing sus marcos de lectura y sus codones ddaanjycterminacion(Varki y Altheide
2005) Estos cambios han generado varios pseudogétaso etal. 2007)y transcriptos sin
sentido humano especificdsareau etl. 2007) entre los cuales se encuentra la pérdida de
cientos de receptores olfatorios funcionales durante la evolucién hunf{@iad, Man, y

Glusman 2005)
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Figura4. Cambios genéticos y gendmicos con posibles consecuencias funcionales. (A) Alteraciones
cromosémicas grandes. Las duplicaciones pueden llevarapadacionde nuevos paogos que
pueden ganar nuevas funciones mediante neofuncionalizacion o subfunezewidh. También

puede haber pérdida dgenes debido a mutaciones dele¢ds, produciendo pseudogenes. En
contraste, las deleciones pueden llevar a la pérdida de genes y elementos regulatorios. (B) Cambios
no sinénimos en la region codificante de genes purelevar a un cambio en la fuda proteica. (C)
Cambios deletéeos pued@ producir proteinas truncadas o pseudogenes. (D) Cambios en los
elementos represores pueden llevar a una ganancia de expresioén génica. (E) Cambios en los
elementosenhancempueden levar a una ganancia, pérdida o modificacion de la expresion génica. (F)
Cambios en los elementassulatorspueden llevar a una ganancia, pérdida o modificacion de la
expresion génica como resultado de acciones desbloqueadas @amhamcerdistales. Modficado

de (Franchini y Pollard 2015).

En comparacion con el genoma del chimpancé, nuestro pariente hominido mas cercano, el
genoma del humano difiere en aproximadamente 30 millones de sustituciones, es decir
1.2% del genoma humano, y la mayoria ocurrieron en regiones no codificantes @Bdura
Varki y Altheide 2005; Chimpanzee Sequencing and Analysis ConsortiumL2@0&orias
evolutivas postulan que la mayoria de las sustituciones son neutrales y que es poco

probable que hayan producido laaracteristicas distintivas del ser humano. Sin embargo,
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existen algunos genes del desarrollo que han adquirido canthiosancespecificosy se

cree que podrian haber tenido algln rol en la evolucién humarraQ. f Saf. 8G1% S
Vallender, MekeBobrov, y Lahn 2008)Por ejemplo, se encontraron cambios en las
regiones codificantes con potenciales consecuencias en la evolucion del habla humana en el
locusdel genForkhead Box Protein (EOXPR Por un lado, mutacnes & este gen fueron
asociada con defectos severos del habla en familias humafhéif y Walsh 2005)
Adicionalmente, estudiando el patrén de cambio molecular en este gen en los primates, se
identificaron dos sustituciones de aminoacidos que se fijaron en el linaje humano después
de la divergencia con el linaje del chimpancé y antes de la divergencia de los Neandertales
(Enard etal. 2002) Estudios realizados sobre ratones transgénicos donde se introdujeron las
sustituciones especificas de los humanos en elfgePZnddgeno de raton mostraron que
estas modificaciones produjeron alteraciones en las vocalizacion@s gegas y ocasionaron
defectos neuroldgicos en los circuitos de los ganglios cépasales(Enard etal. 2009)
Entonces, las sustituciones que tuvieron lugar en la secuencia codificante deDyétien

el linaje humano podrian estar vinculadas con cambios en los circuitos de los ganglios

cortico-basales, que participan del lengugkenard etal. 2009)

Los aportes del campo de la evolucion del de®llo

El desarrollo es un proceso altamente restringido y estrictamente regutadagstado a
través de complejas redes regulatorias de gefisvidson y Erwin 2006Existeuna notable
conservacion del desarrollo entre organismos evolutivameditdantes como cnidarios,
insectos y mamiferos, ya que las vias molecularescqunéolan este programa a traves de
los distintos linajes animales son las mismas.dfamplo, los humaos, los gusanos planos

y los cnidarios usan los mismos elemertiésicos de las cascadas de sefalizgeadacring
como las viavnté ¢ prdnerty etal. 2004; Carroll 2005).0s factores de transcripcion
gue regulan eldesarrdlo también estan altamente conservados, y tienden a regular los
mismosprocesos generales en diversas especies, incluyendo la regulacion del patron del eje
corporal por los geneslox (Lemons y McGinnis 20Q6ps érganos sensibles a la lpar
Pax6(Gehring 2011)formacién de la cabeza por homdélogos@ix (Yasuoka eal. 2014)y

morfologia del corazén pdrinman/ Nkx25 (Valentine, Jablonski, y Erwin9.

15



Introduccion general

La amplia mayoria de los caracteres adquiridos en nuestro linaje son compkjosrigen
evolutivo se encuentra relacionado a cambios morfologicos y fisiologitdscados que
ocurren durante el desarrollo embrionario. Estos cambios morfol&gjae ocurren durante

el desarrollo son consecuencia de alteraciones en la expresigaciotemporatle los genes
involucrados en este proceqd&arroll 2008) Aquelloscambios de secuencia ocurridos en
regiones gendémicas que llevaron a la alteraciorladenaquinaria molecular del desarrollo
probablemente facilitaron la evolucion de rasgosrfolégicos humanespecificogCarroll

2003; Trinkaus y Shipman 200&s poreso por lo queenfoque de los estudios genétieo
evolutivos debe estar dirigido a entender l@mmbios a nivel regulatorio como las
principales fuentes de variabilidad y diversidadrfol6gica(Carroll 2008; Rubinstein y de
Souza 2013)

Las capacidades cognitivas, el bigksino y la produccion de sonidos y palabras, son rasgos
gue tienen su origen en cambios morfologicos que se originan durante el desarrollo
embrionario. Es por ellgue aquellas preguntas enfocadas al origen evolutivo de dichos
cambios deben ser abordada®esde la perspectiva de la biologia evolutiva del desarrollo
(Hall 2003) Desde este enfoque, es esperable que los mecanismosgaies por los cuales

se produce la evolucién morfoldgica en los humanos estén relacionados fundamentalmente
con alteraciones en la expresion temporal y espacial de genes del desarrollo (debido a
cambios en sus regiones regulatorias @g y no a sustitoiones aminoacidicas en los
propios genes. Esta idea fue propuesta por King y Wilson en 1975, quienes postularon que
las diferencias en secuencias regulatorias, mas que en las secuencias proteicas, serian las
responsables de las diferencias bioldgicas estrimpancé y humand&ing y Wilson 1975)
propuesta que se basa en los postulados originales de Jacob y Monod acerca de la
importancia del desarrollo en la evoluci@facob y Monod 1961)

Esta hipotesis se basa en una concepcidn esencialmente conservadora y modular del
proceso de desarrollo que considera que los organismos estan construidos de unidades
modulares(Gilbert, Dobyns, y Lahn 2009)a ventaja de las unidades modulares es que
permiten que ciertas partes del cuerpo cambien sin interferir con las funciones de las otras
partes (Gilbert, Dobyns, y Lahn 2009ntre ellas, las regiones que forman parte de la
regulacion de los genes son modulares. Por ejemplo, es muy probable que cambios drasticos
en la actividad de un factor de transcripcién (que aazes responsable de la regulacién de

muchos genes) tenga efectos pleiotrépicos deletéreos. Por otro lado, modificaciones en la
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actividad de un elemento regulatorio en cis discreto que controla la expresion de una Unica
proteina en un tejido determinades probable que resulte en cambios precisos del patrén

de expresion espacial y/o temporal, produciendo cambios fenotipicos especificos sin alterar
la mayor parte de las vias del desarro{f@arroll 2005; Gilbert, Dobyns, y Lahn 2005)
Entonces, si un gen particular pierde un elemento regulatorio, sufre una modificacion en él
o lo gana, el organismo que contiene estel@lparticular expresara este gen en diferentes
lugares, en diferentes tiempos o a diferentes tasas en relacion con aquellos organismos que
conservan el alelo original pudiendo derivar en el desarrollo de diferentes morfologias
(Gilbert, Dobyns, y Lahn 2005)

El estudio de reqgiones regulatorias

El cédigo regulatorio delgnoma

Mientras que es relativamente sencillo inferir la funcion de una proteina a partir de su
secuencia codificante en el ADN (gracias al relativamente rigido codigo genético), en general
no es posible descifrar las propiedades funcionales de una regi@odificante solamente
analizando su secuencia. Esto se debe principalmente a que aun no se conoce en detalle el
codigo regulatorio del genom@Rubinstein y de Souza 201&ste conocimiento implicaria
comprender las relaciones commsj que tienen lugar entre las regiones regulatorias del
ADN, factores de transcripcion, ARNs regulatorios, vias de sefalizacibn y marcas
epigenéticas, lague, en su conjunto, determinan la expresion de un gRubinstein y de
Souza 2013)

Este relativo desconocimiento del cédigo regulatorio produjo un sesgo dentro de dssipli
tales como la gendmica comparativa y la genética evolutiva hacia el analisis y deteccion de
eventos en regiones codificantes (como pueden ser los eventos de duplicacion génica y
evolucion de la secuencia de proteinas). Mientras que, los cambios eonesghno
codificantes tendieron a ser ignorad¢Sarroll 20058) Sin embargo, secuenciado el genoma
humano, hoy se sabe que aproximadamente 1,5% de nuestro genoma esta compuesto por
secuencias que codifican para proteinas y un 45% esta compuesto por ADN repetitivo
(principalmente secuencias remamtes de retrotransposones). Aproximadamente el 50%

restante esta compuesto por ADN no codificante antiguamente conocido como ADN basura
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(Lander efal. 2001) En la actualidad, existe evidencia creciente que buena phkrtestas
secuencias no codificantes contienen los elementos regulatorios responsables de generar
los diferentes programas de expresion génitéeintzman y Ren 2009)La clave para
comprender las bases moleculares que sustentan la evolucion morfoldgica y fisiologica
estara en dilucidar como actian los mecanismos encargados de controlar la éxpresi
génica(Britten y Davidson 1969; Carroll 2005; Wray 208demas, este conocimiensera

muy importante para conocer como estos mecanismos participan en procesos patolégicos y
defectos del desarrollo, los cuales cada vez mas estan siendo asociados a mutaciones en

regiones regulatoriaRubinstein y de Souza 2013)

Los elementos regulatorios

Entre los elementos regulatorios mejor caracterizados se encuetdsapromotores y las
secuencias regulatorias que actian a distancia como ser: las secuencias activadoras de la
expresion oenhancer los inhibidores de la expresion génicasitencersy las secuencias
aisladoras dnsulators(Wittkopp y Kalay 2011).a transcripcion comienzn las regiones
promotoras donde se reclutan las pedbhas de la maquinaria basal ttanscripcién(Lee y
Young 2000; Butler y Kadonaga 20(&8 postula quis promotoresdefinen la orientacion

y el sitio exacto de inicio de la transcripci@male y Kadonaga 200®or otro lado, los
enhancersactian reclutado factores de transcripcion determinados, coactivadores y
complejos modificadores de la cromatina que en su conjunto, promueven la transcripcion
desde los promotores bland&lass y Rosenfeld 2000; Ong y Corces 28bt)otro lado, los
silencers unen proteinas y/o ogplejos de remodelacion de la cromatina que inhiben la
expresion de un ge(Glass y Rosenfeld 200Binalmente, las secuencias aisladoras proveen
un nivel de regulacion adicional, previniendo el avance de regiones de heterocromatina
sobre regiones de cromatina activa, y/o restringiendo el alcance de un enhancer

exclusivamente a su/s promotor/es blanf&est, Gaszner y Felsenfeld 2002) (Fidpira
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Figura5s. Tipos de elementos regulatorios conocidos. (A) Las secuencias promstordsssitios

donde se unen los elementos de la maquinaria basal de la transcripcion. Los activaelohasicers

(B) y los represores o silencers (C) median efectos positivos y negativos sobre la trascripcion de sus
genes blanco por medio de la interaccion con logywtores. Los elementos aisladores que median

el control del alcance de lanhancergD) bloquean la activacién de la transcripcion promiscua por
parte de un enhancer acotdndola exclusivamente a su gen blanco. Existen regiones con funcién
aisladora que fudonan como barrera al avance de las zonas de heterocromatina (E) permitiendo la
normal expresion de los geague controlan. Modificado ddoonan y McCallion 2010.

A las secuenciasnhancersy silencers se las definié clasicamente como modulos discretos
de ADN capaces de ejercer su actividad independientemente de su orientacion respecto del
promotor o su posicién al sitio de inicio de transcripcion (Blackwood y Kadonaga 1998). Los
enhancergpromueven la expresion génica reclutando factores de transcnpespecificos,

los cuales,a su vez, promueven la descondensacién de la cromatina y/o facilitan el
ensamblaje de la maquinaria de transcripcion del complejo de la ARN polimerasa I
(ARNPolll) en los promotorébl. Atchison 2002; Kadonaga 1998; Maston, Evans, y Green

2006) El genoma humanposee entrel700y 1900 genes quecodifican para factores de
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transcripcion distintogVaquerizas eal. 2009) Estas proteinas usualmente contienen dos
dominios distintos, un responsable de reconocer secuencias determinadas sobre el ADN
(dominio de unién al ADN) y otro encargado de raedla actividad regulatoria
(generalmente conocido como dominio de transactivacion). Uno de los mecanismos
principales por los cuales los factores de transcripcion actlan es reclutando cofactores
encargados de traer proteinas de la maquinaria de remodalade la cromatingKadonaga

1998; Lemon y Tjian 20Q0Esta maquinaria es capaz de reposicionar nucleosomas
especificos sobre los promotores de forma tal de exponer las secuencias necesarias para el
ensamblaje del complejo de I&RAIPolll. Por ejemplo, uno de los complejos remodelesio

mas estudiados es el SWI/SNF. Este complejo es capaz de modificar de forma no covalente y
dependiente de ATP la cromatina, deslizando los nucleosomas sobre e{KAfgjston y
Narlikar 1999) Por otro lado, otro tipo de coactivadores que pueden ser reclutados por los
factores de transcripcion para promover la expresion génica son las histonas acetil
transferasa (HATSs). Estos cofactores son capaces de acetilar el dortérimiial de las
histonas H3 y H4 en residuos especificos. Esta modificacion sobre las histonas produce que
los nucleosomas se descondensen y colabora con el reclutamiento de factores necesarios
para la transcripcior{Strahl y Allis 2000)Entre los complejos de HATs mas conocidos se
encuentran: PCAF, CBP, p300, GCN5, TRRAP, entr@Ratsesifeld, Lunyaly, Glass 2006)
Adicionalmente, los mediadores son un tercer tipo de cofactores reclutados por los factores
de transcripcion. Estas proteinas facilitan la transcripcion por medio de la interaccion directa

con la ARNPol (Hatzis y Talianidis 200 gurab).
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Figura6. Tres mecanismos clasicos por los cuales pueden actuank@ncers (A) Los factores de
transcripcién reclutan maquinaria de remodelacion de la cromatina conteniendo los complejos como
SWI/SNF (6valos verdes). Estos complejos son capaces de deslizar los nucleosomas sobre el ADN de
los promotores (ADN azul) exgendo secuencias necesarias para el ensamblaje de la maquinaria
de transcripcién (6valos azules). (B) Los factores de transcripcion pueden también reclutar complejos
de coactivadores con actividad de HAT capaces de acetilar residuos especificos eroas hist
(indicado como estrellas amarillas sobre la cromatina). Esta maodificacion en la cromatina puede
facilitar la uniébn de mas factores promotores de la transcripcion (6valos verdes adicionales) o
descondensar la cromatina promoviendo la unién de la maaiantranscripcional (6valos azules).

(C) Los factores de transcripcion pueden reclutar complejos mediadores (6valos violetas) los cuales,
a su vez, pueden interaccionar directamente con la ARNPolll para activar la expresion. Modificado de
(Heintzman y ReR009).

Prediccion deEnhancers

El modelo actual de regulacion génica propone que dabBancerscontienen en sus
secuencias la informacidén necesaria para reclutar los factores de transcripcion encargados
de controlar temporal y espacialmente la actividad de sus genes blanco. Sin embargo, las
secuencias consenso para union de los factores de traegani son, en general, altamente
degeneradas y se las puede encontrar extensamente distribuidas por todo el genoma
(Matys etal. 2003) por lo que la sola prediccion de estos sitios es insuficiente para postular
la existencia de urenhancer(Noonan y McCallion 2010; Wittkopp y Kalay 2018lp

obstante, en la actualidad se cuenta con dos grandes aproximaciones metodolégicas por las
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cuales se puede predecir la existencia de una regién regulgdgmtzman y Ren 20Q9)

Por unlado, estan los métodos que detectan caracteristicas en la cromatina y en las
proteinas unidas al ADN que, su vez, estan asociadas a la presenciaedbancers
Paralelamente, estan los métodos que se basan en la conservacion de las secuencias de ADN
a nivel filogenéticqTagle etl. 1988; Bulger y Groudine 2011)

Siguiendo la primera aproximacion, leshancerstipicamente se localizan en regiones
donde hay una disrupcién en la estructura de la cromatina. Esta disrupcion puedeesé p

en evidencia como una mayor sensibilidad a la digestion con la enzima DNAsa |. Esta
hipersensibilidad a la digestion con DNAsa | ocurre debido a que los nucleosomas son
desplazados del ADN por la unién de proteinas especiticaso(por ejemplo, lodactores

de transcripcion). De esta forma, el ADN estd mas expuesto a la diggstohiison 1988)

Por otro lado, el ADN de regionemhancerspresenta modificaciones especificas en las
histonas de sus nucleosomas. Dentro de este codigo se encuentran la monometilacion de la
histona H3 en su lisina 4 (H3K4Mel) y ausencia de trimetilacion (H3K4Bia@8gr y
Groudine 2011) Otro tipo de evidencia experimenta@jue sugiere la existencia de un
enhanceres la asociacion de regiones del ADN con proteinas especHieagzman y Ren
2009) Una de las asociaciones mas estudiadas es el caso de la proteina p300, un
coactivador estrechamente asociado a Eshancersactivos (Heintzman etl. 2007) Por
ejemplo, utilizando una estrategia que consistia en inmunoprecipitar ADN utilizando un
anticuerpo contra la proteina p300 (marcador dmhancers activog, seguido de
secuenciacion masiva, se encontraron entre 500 y 2500 sitios de union para p300 en tejido
de cerebro de embriones de ratén de 11.5 dpast coitum(dpc). En casi todos los casos, las
regiones halladas resultaron funcionar comenhancers en ensayos con ratones
transgénicos (Visel etal. 2009) Mas recientemente, el Proyect ENCODE identifico
aproximadamente 400.000 elementos con caracteristicas cromatinicas asociadas con la
presencia deenhancersen diferentes tipos celulares human(@NCODE Project Consortium
2012) La ventaja de este tipo de aproximaciones es que, en teoria, permite
simultaneamente identificar uenhancerunto con la informacion sobrel ¢ejido y estadio

del desarrollo donde el regulador esta acti¢dxel Visel eal. 2009) Sin embargo, varios
autores considema que las aproximaciones basadas en el mapeo a gran escala de
caracteristicas de la cromatina proveen indicios sobre la presencia de regiones con potencial

capacidad regulatoria pero que deben hacerse necesariamente estudios funcionales
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adicionales para coprobar esta funcionDe Souza, Franchini, y Rubinstein 2013; Graur
etal. 2013)

Por otro lado, otro criterio utilizado para detectar posibleshancers(y otras regiones
funcionales en el genoma) es la conse&idn filogenética en regiones no codifican{&agle

etal. 198). La hipétesis en la que se basan estos estudios comparativos asume que aquellas
regiones funcionales del genoma (tanto que codifican para proteinas como no codificantes)
tendrdn una tasa de evolucibn molecular mas baja, comparada con la tasa neutra d
evolucion (que es la tasa a la cual, en teoria, evolucionan las regiones no funcionales). Esto
se debe a que solo una pequefa proporciéon de los cambios que tienen lugar en las regiones
con restricciones funcionales pasara a la proxima generacion (cangpiesresulten
selectivamente neutros y/o ventajoso@)l Kimura 1968; Tagle at. 1988) De acuerdo con

la teoria neutralista o del equilibrio mutacidateriva, estos nuevos alelos neutros o
ventajosos se fijaran en las poblaciones ya sea por deriva genética o por seleccion natural,
acumulandose, yformaran parte de la divergencia que se analizara en los estudios
comparativos. Sin embargo, la gran parte de las sustituciones que ocurren en las regiones
funcionales del genoma resultan deletéreas, siendo el destino mas probable de estos alelos
la elimiracion por seleccion purificadora. Estos cambios no quedan representados en las
poblaciones, no aportando a la divergencia. Por otro lado, las mutaciones que ocurren en
sitios sin restricciones funcionales tienen por lo general efectos despreciables sobre |
aptitud (es decir, son selectivamente neutros) y estan libres para fijarse por deriva génica,
de alli la mayor tasa de evolucién molecular en estas regigfiesira 1968; Kimura 1983)

En consecuencia, las regiones gendmicas sin restricciones funcionales entre dos especies
acumulan sustituciones a tasa neutras y la divergencia aumenta a medida que la distancia
evolutiva entre las especies se incrementa. Mientras que, las secuenciaggag@ujetas a
restricciones funcionales en ambas especies tamigi@mbian, pero a una tasa menor.
Entonces, la conservacion filética es un parametro extremadamente util para predecir la
presencia de urenhanceru otro tipo de regiéon funcional en secuergiao codificantes
(Tagle e@l. 1988) Sinembargo,este métalo no permite predecir donde y cuando ese
posible regulador estara activo. También, es importante notar que la conservacion entre
secuencias ortélogas es un indicador de conservacion fientaon, pero no lo garantiza
(Noonan y McCallion 2010Por ejemplo, secuencias conservadas entre dos especies

pueden tener ercada una funcién distintg a la inversa, funciones conservadas entre dos
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especies pueden estar codificadas en secuencias con muy poca can@eiidoonan y
McCallion 2010)Por ejemplo, se encontré que secuencias regulatorias presentes en el locus
RET humano y que no presentan niveles de conservacion manifiesta con elementos
presentes en el geoma del pez cebraD@anio rerig son capaces de dirigir la expresion a
dominios especificos del gen RET enddégeno cuando se evallan en peces cebra transgénicos.
Una de las explicaciones para este hallazgo es que existen secuencias ortélogas en pez cebra
a las humanas ensayadas pero estas secuencias divergieron mas alla del nivel de deteccién
ya sea por pequefios cambios en los sitios de unién para factores de transcripcion,
rearreglos de estos sitios u otros cambios evolutigbsher, Grice, Vinton, Bessling, y
McCallion 2006) En un ejemplo contrario al anterior, se reporté que klementos
regulatorios afD, arA y arC del gen Sonic hedgehog (Shh) en pez cebra dirigen la expresion

a dominios distintos del animal cuando se los compara son sus elementos ort6logos en
raton. Esta diferencia en la actividad de estohiancerses llamdiva si se toma en cuenta

gue las secuencias de estos elementos estan altamente conservadas entre estas especies
(con aproximadamente un 60% de identidad de secueliEidzer etal. 2007)

La identificacion de regiones funcionales en el genoma por conservacion de secuencia se
aceler6 sustancialmente gracias a que ahora se cuenta con multiplesnge secuenciados

para comparar y métodos sofisticados para evaluar el nivel de conservacion de las
secuenciagNoonan y McCallion 2010).0s primeros estudios realizados comparando el
genoma humano coel de otros vertebrados encontraron miles de secuencias altamente
conservadas no codificantes. Estas fueron llamamtasserved noncoding sequend€NSs

por sus siglas en ingléiepel etl. 2005; Venkatesh etl. 2006) Estos estudios hallaron

gue los CNSs no estan distribuidos al azar, agrupandose preferencialmente cerca de genes
del desarrollo y en desiertos génicos. La gran representacion de CNSs asociados a genes del
desarrollo puede indicar que, en oposicion a genes controlados menos dinamicamente,
estos genes requieren un mayor namero de regiones regulatorias para poder modular de
forma precisa la expresion durante el desarrollo. Ademas, se encontré que las agrepacion

de CNSs correlacionan con regiones donde la sintenia estd conservada entre los
vertebrados. Esto podria deberse a que estos elementos regulatorios deben permanecer
asociados con sus genes blanco, siendo estas regiones gendmicas mas resistentes a los

rearreglos(Boffelli, Nobrega, y Rubin 2004; Ahituvaét2005; Ovcharenko ef. 2005)
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Més recientemente, un estudio maped en gran detalle las secuencias de ADN bajo seleccion
purificadora en los mangfos, utilizando para ello las secuencias completas de 29 genomas,
incluido Homo sapiensEste andlisis mostré que 4,2% de las secuencias presentes en los
genomas de estos mamiferos estan conservadas filogenéticamente. Dentro de esta fraccion,
68% de estasecuencias son intrénicas e intergénicas y, al menos, un 30% de las secuencias
conservadas totales se encuentra en loci con marcas de cromatina tipicashdecers
(LindbladToh etal. 2011) Esto imlicaria que, aproximadamente dos tercios de todas las
secuencias bajo seleccion purificadora (al menos dentro de los mamiferos) del genoma
humano son no codificantes. Entonces, cualquier trabajo que quiera encontrar las bases
genéticas de la diversidad nfoldgica deberia considerar a las regiones no codificantes

como parte importante de su campo de estud@arroll 2005)

Genes blanco de losnhancers

Otro de los grandes desafios cuando se trabaja exmancers una vez identificados, es
determinar cuales son sggenes blancasSe puede visualizar lo complejo de este objetivo Si
se tiene en cuenta que lasnhancersse pueden encontrar en posicion proximal o distal,
actuando incluso a millones de pares de basesdstancia del promotor blancfiettice

etal. 2003) Ademas, se pueden hallar dentro de intrones u exones de genes vecinos e
incluso puede activagenes blancogue se localizan en otros cromosonasmvardas edl.

2006; van Heyningen y Bickmore 2018p se conocaun en detalle el mecanismo preciso

por el cual estos reguladores pueden actsabre tales distacias. Uno de los modelos mas
populares propone que los elementos regulatorios distales son capaces de reclutar
proteinas que interactdan a su vez con la maquinaria de transcripcion via formaciéon de un
lazo de cromatina. De esta forma, regulador y promajoedan en estrecho contacto
(Krivega y Dean 2012)

Sin embargo, como primera aproximacion para identificagkrses blancose suele asignar

un enhanceral gen que tenga fisicamente mas proximo. No obstant&gg afotesis se
vuelve mas sdlida si el patron de expresion del gen candidat@yhaincerse superponen

(al menos en parte del dominio espacial y temporal de expresion delgemtzman y Ren
2009) La demostracion definitiva requiere de ensayos delecionales o de mutagénesis (ya

sea en mutantes naturales o recurriendo a modelos animalesjiel@e pueda evaluar el
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impacto de cambios en las regiones regulatorias sobre el patron de expresién de su gen
blanco.

Uno de los ejemplos mas llamativos dahancerdistales es el regulador del factor de
transcripcion Sonic hedgehog (SHH) que controkxtaesion de este gen en los miembros
posteriores en desarrollo de mamiferos. Estdancerse localiza a mas de 1 Mb del sitio de
inicio de la transcripciéon de SHH, en medio de un intrén deLgabregionl (LMBR1), gen

gue se encuentra rio arriba d&HH(Lettice etal. 2003) La disrupcién de estenhanceren

raton ocasiona la degeneraciéon de los miembros posteriores por falta de un correcto
establecimiento del ejanteroposteriordel miembro en desarroli(Sagai etl. 2005)

El ejemplo anterior pone de manifiesto la importancia dedosancerdistales durante el
desarrdlo y lo complejo de asociar a prioenhancersy genes blancasincluso, ya se
empieza a vislumbrar un nivel de complejidad adicional a la hora de esenml@ncers
Tradicionalmente, se considerd0 que caeahancer controlaba un Unico dominio de
expresitdn de su gen blanco. Sin embargo, existe evidencia creciente sobre la gran
redundancia de elementos regulatorios que habria en los metazoos, principalmente
aquellos asociados a genes del desarrgBarolo 2013; Frankel 2012[Por ejemplo, un
estudio llevado a cabo en mosdasosophila melanogastdransgenicas, demostro que dos
genes blanco del factor de transcripcion Dorsal, los genes brinker y sog, tienen cada uno, al
menos, dosenhancerscapaces de reclutar a Dorsal. Estos dos paresni@ncersestan
activos durante los mismos estadios del desarrtaigal del animal y dirigen la expresion a
dominios aparentemente idénticodHong, Hendrix, y Levine 2008; Perryakt2010) Se
postula que esta redundancia de funcion podria estar asociada a una mayor estabilidad
fenotipica (permitiendo resistir aambios deletéreos en las regiones regulatorigsng,
Hendrix, y Levine 2008Por otro lado, también se sugiere que &shancerson actividad
regulatoria parcialmente redundante podrian ser fuente de novedades evolutivas. En este
tipo de sistemas, las mutaciones que tuvieran lugar en uno de estos elementos podrian ser
mejor tolerados, pudiendo, al mismo tiempo, ser fuente de nigepatrones de expresion
(Hong, Hendrix, y Levine 2008)o obstante, a nivel experimental complejizaim mas los
ensayos funcionales ya que, la ausencia utte fenotipo por delecibn o mutacién no

necesariamente implica la ausencia de funcién de ese elemento in vivo.
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Ensayos funcionales para regiones regulatorias

Como se detalld6 anteriormente, en la actualidad se cuenta con métodos refinados para
predecir egiones regulatorias. Sin embargo, siempre se deben realizar ensayos in vivo para
confirmar la presencia de un elemento regulatofize Souza, Franchini, y Rubinstein 2013)

La mayoria deok trabajos sobre regiones funcionales no codificantes se concentran en el
estudio de regionesenhancer Esto es asi, principalmente, porque no existen
aproximaciones experimentales robustas y aplicables a gran escala para probar regiones,
por ejemplo, corfunciénsilencety/o insulatoren vertebradogNoonan 2009)

Todos los ensayos funcionales para regiones regulatorias requieren de la construccién de
transgenes y la posterior introduccién destos en los organismos o cultivos celulares
adecuadog(Arnone, Dmolkowski, y Gache 2004)dealmente en los casos que se quiera
evaluar cambios regulatorios a nivel filético, los dos elementos candidatos deben ser
probados individualmente en las dos especies de las cuales estas regiones provienen. Estos
experimentos 8 pueden realizar construyendo pares reciprocos de organismos modificados
genéticamentgWittkopp y Kalay 2011)

Para estudiar funcionalmente regioneshancer, se requiere, ademas, de un promotor para
mediar su actividad y un gen blanco sobre los cuales actuar. Estos elementos son
fundamentales y deben ser tenidos en cuenta a la hora de construir los transgenes. Los
transgenes se pueden disefiar de formadaé contengan al locus gendmico completo. En
estos casos, el transgén contiene el gen blanco (conteniendo o no un gen reportero o
etiqueta en su interior), su propio promotor y @hanceren su ubicacion nativ@Nittkopp

y Kalay 2011)También se pueden construir transgenes quiméricos en donealencer
candidato suele ubicarse rio arriba de un gen reportero (generalmente en posicidon
proximal). En este ggindo caso, se puede utilizar el promotor minimo del gen blanco (si
este se conoce). Por el contrario, si el gen blanco denlrancerno se conoce o no se
cuenta con la secuencia del promotor minimo, se recurren a promotores minimos que
derivan de otros gnes e incluso de especies distintas que las que proviemehelncer Los
promotores minimos son elementos incapaces de activar la expresidon de los genes
reporteros en ausencia de wnhancerfuncional y solo brindan las secuencias necesarias
para el ensmblaje del complejo de la ARNPdNVittkopp y Kalay 2011)Es importante

remarcar que muchosnhancer conservan su patron de expresiéon aun cuando son
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removidos de su contexto genomico normal. Esta autonomia implica quernbancers
pueden ensamblar un conjunto completo de actividades bioquimicas que son lo
suficientemente robustas como para activar la expresion génica de forma definida
(Swanson, Evans, y Barolo 2010)

Una vez construido el transgén, éste debe ser introducido en el modelo experimental
adecuando. Existen diferentes métodos para introducir los transgenes dependiendo del
modelo con el que se trabaje. Por ejemplo, transf@cae células en cultivo (por ejemplo,
lineas celulares humanas), transfecciones ttanisis en animales transgénicos (como en
peces), introduccion de material genético extracrodmogo (en nematodos), integracion al

azar en el genoma (como en plantascee cebra y ratones) e integracion dirigida a loci
endogenos determinados (como en moscas). El ultimo nivel de resolucion es el reemplazo
de loci enddgenos y esto puede ser realizado en levaduras o en raéhkopp y Kalay

2011; Ahituv 2012)

Una de las metodologias mas novedosas que se dispone para evaluar la aetmhidader

in vivo consiste en un ensayo basado en el uso del transposén Tol2 de Méutalas(
latipeg para mediar de forma eficiente la transgénesis en pez cebDemi¢ rerig K
Kawakami y Shima 199%sta metodologia hace uso de la alta eficiencia de integracion de
este transposon para movilizar los transgenes al gen@i®@avakami, Shima, y Kawakia
2000) Para evaluar la actividad regulatoria, los elementos candidatos se clonan en un vector
universal que contiene las secuencias necesarias para el reconocimiento de la transposasa y
un gen reportero (generalmente EGFP) bajo la regulacion de amgtor minimo (como

por ejemplo el promotor minimo del gen cFos de ratén). Este vector-ggyecta con el
ARNmM que contienen la secuencia codificante para la transposasa en embriones de pez
cebra en el estadio de 1 a 2 célul&awakami etl. 2004; Fisher, Grice, Vinton, Bessling,
Urasaki, etal. 2006) Dentro delas ventajas que cuenta este sistema esta la alta tasa de
transgénesis alcanzada y la relativamente baja laboriosidad del método (comparado con la
produccion de ratones transgénicos). Ademas, permite evaluar la actigid@hceren un
modelo de vertebrady a lo largo del desarrollo embrionafiBisher, Grice, Vinton, Bessling,
Urasaki, etal. 2006) Otra de las ventajas es que los embesrde pez cebra pueden ser
tratados con inhibidores quimicos para obtener peces transparentes, facilitdndose asi el

analisis de la expresion del gen reportero en embriones intagfasisson, von Hofsten, y
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Olsson 2001)Con este método fue posible evaluar la actividad regulatoria de elementos
humanos con éxit¢Fisher, Grice, Vinton, Bessling, y McCallion 2006)

Cuando se estudian cambios regulatorios a nivel evolutivo que involisganencias
humanas, nunca es posible hacer los experimentos reciprocos mencionados anteriormente.
La Unica alternativa para evaluar los elementos en un contexto celular nativo consiste en
realizar ensayos en lineas celulares humafvsligtkopp y Kalay 2011)Sin embargo, esta
metodologia presenta serias limitaciones. Por un lado, debe conocerse el patrén de
expresion deknhancerpara utilizar una linea celul donde ese elemento esté activo. Por el
otro, los trabajos sobre cultivos celulares no pueden dar informacién sobre el patrén
temporal de expresion de los elementos analizados en un organismo con@lbtuv

2012) como es necesario, por ejglo, cuando se estudian elementos activos durante el
desarrollo embrionario. Es por ello que la mejor alternativa en estos casos es realizar
estudios donde las diferentes secuencias ortologas sean evaluadas en una tercera especie
modelo (Vallender, MekeBobrov, y Lahn 2008)Por ejemplo, existen numerosos trabajos
gue analizan la expresioredecuencias regulatorias humanas recurriendo a la utilizacion en
ratones (Pennacchio eal. 2006; Visel etl. 2007)0 peces transgénicogFisher, Grice,
Vinton, Bessling, y McCallion 2006; Visehlet2007) En estos casos, se trabaja sobre
animales modelos de mamiferos y vertebrados respectivamente, pudiéndose registrar la
actividad de urenhancerma lo largo del desarrollo embrionario del animal.

Sin embargo, también estos ensayos tienen sus limitaciones. Los estudios realizados con
ratones trans@nicos son muy costosos y laboriosos. Es porpalfolo queen general, se
analiza uno o unos pocos estadios del desarrollo (tipicamente a 11.5 dpc). Esto limita la
posibilidad de encontraregiones activadoragle la expresidn génica ya que aquellas
regiones activas en etapas anteriores o posteriores a la/s ensayada/s seran consideradas
inactivas(Noonan 2009)Por otro lado, los estudios en animales transgénicos requieren que
las secuencias humanas sean funcionales en contextos celulares heterdlogos, como los
brindados por ratones o peces. Estos modelos podrian no brindar el entorno necesario para
gue se recapule la actividad endoégena de un regulad@®oonan 2009) Por ejemplo,
diferencias en la afinidad de un factor de transcripcién por una secuencia blanco o cambios
en el patron temporal o espacial de un factor de transcripcidon podrian resultar en un patron
de expresion de uenhancerhumaro en ratén o en pez cebra que no reproduce el patrén

endogeno humandgRitter etal. 2010; Ariz&Cosano eal. 2012)
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Origen y evolucion de losnhancers

Existen diferentes mecanismos que conllevan a la creacién de neebhasicers entre los
cuales se encuentran la insercion de elementos transponibles, mutaciones de novo que
generan agrupamientos de sitios de unién para factores de transcripcion, y resrreg
cromosomicos que promueven la adopcién de nuegobancerspor parte de los genes
(Rubinstein y de Souza 2013)a gran contribucion de los elementos transponibles a la
composicion del genoma (3% en mamiferos) proporciona una substancial cantidad de
material con el potencial de convertirse en elementos regulatoriosifumates novedosos.

Sin embargo, existen pocos casos en los que se ha podido demostrar funcionalmente que la
actividad regulatoria fue una innovacion mediada por la exaptacion de un elemento
transponible(De Souza, Franchini, y Rubinstein 2013)

Recientemente, un grupo de investigacion definio una lista de regiones regulatorias,
definidas por la ocurrencia de la acetilacion de la histona H§&Byghton enl. 2010)

activas durante la cortic@mesis humana y de raton para identificar a &ghancersque

eran probablemente activos en el cerebro anterior ancestral de mamifi@osera egl.

2016) De esta manera, dedujeron los origenes filogenéticos de estdsancers
encontrando que aproximadamente el 20% de ellos surgieron en el linaje ancestral de
mamiferos, coincidente conalaparicion de la neocorteza cerebral, y todos ellos se
encuentran cerca de genes implicados en la migraciéon y sefalizacion celular.

Ademas, también proporcionaron informacion acerca de los mecanismos de innovacion de
la regulacion en mamiferos, ya que entraron que la mayoria de lognhancers
neocorticales no se originaron mediante exaptacion en bloque de transposones. En cambio,
los autores presentan un modelo de ciclo de vida, en dondeeldsancerssurgen
inicialmente como regiones cortas, débilmend¢B & (G NA y 3 A R & -enhander® R | &
Muchos de estos protenhancerdueron probablemente perdidos, pero los autores creen
gue algunos de ellos pudieron servir como puntos de nucleacion para dar leghaaces
nuevos.

Por otro lado, losenhances también pueden evolucionar mediante distintos mecanismos.
Una manera drastica para ello es simplemente la deleciéreehncer que conlleva a la
pérdida de la expresién génica. Otra forma mas sutil es a través de mutaciones puntuales y

pequefios indels quey bien crean o eliminan sitios de unién para factores de transcripcion
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dentro de unenhancer cambiando asi su actividad. Por lo tanto, la pérdida de actividad de
un enhancempuede deberse no soélo a la eliminacida este sino también a la acumulacién

de mutaciones puntuales con efectos pequefios que en conjunto causan la pérdida
completa dekenhancer(Rubinstein y de Souza 2013)

En un estudio reciente, un grupo de investigacion realizé un seguimiento de la evolucion de
los enhances y de los promotores activos en higado a través de 20 especies de mamiferos
(Villar etal. 2015) Para ello, utilizaron la ocurrencia de dos histonas claves, altamente
utilizadas para identificar promotores gnhances: H3K4me3(Meissner etl. 2008)y
H3K27ag¢Creyghton etl. 2010) De esta manera, dedujeron que la mayoria los promotores
activos en higado se encuentran parcial o totalmente conversados a través de las 20
especies. En contraste, leshances poseen una elucion mas rapida que los promotores

y observaron que esta es una caracteristica universal del genoma de los mamiferos.
Ademas, descubrieron que l@nhances que evolucionaron recientemente surgieron de
exaptaciones de ADN ancestral, en vez de expansial@e elementos repetitivos linaje

especifico.

La evolucion regulatoria de nuestro genoma

Tuvieron que pasar muchos afios para que se pudiera comenzar a poner a prueba la
hipotesis de King y Wilson y emprender el estudio de cambios especificos de losoeuman
en la regulacion de la expresion de los gefidag y Wilson 1975) ahipétesis principal en

estos trabajos sostiene que una parte significativa de caracteristicas exclusivas de nuestra
especie debieron haber surgido por medio de modificaciones a nivel regulatorio de la
arquitectura génica del desarrollo; es decir, comoa@anes especificas de los humanos del
programa general, altamente conservado, del dedrale los mamiferogBritten y
Davidson 1969; King y Wilson 1975; Carroll 2005; Noonan.2009)

No obstante, identificar regiones regulatorias activas durante el desarrollo embricmagio
hayan cambiado su actividad exclusivamente en el linaje humano no es una tarea sencilla.
Como los programas genéticos del desarrollo tienden a estar altamente conservados
(Gilbert, Dobyns, y Lahn 200%s esperable que gran parte de las secuencias encargadas de
la regulacion de estos genes también estén conservada® emtsotros y el resto de los

primates u otros mamiferos. Entonces, para llevar a cabo esta identificacién se requieren

31



Introduccion general

métodos especificos con los cuales detectar, a nivel de las secuencias de ADN no
codificante, las evidencias dejadas por los procesoslugvos (Pollard etal. 2006;
Prabhakar etl. 2006; C. P. Bird at. 2007; Lindblad oh etal. 2011)

Sin embargo, existen grandes limitaciones a la hora de aplicar al estudio de las regiones no
codificantes los métodos mas usados para la deteccidon a nivel molecular de procesos de
seleccidon positiva. Por ejemplo, en las regiones gendmicas no codificantes no es sencillo
predecir si una sustitucién nucleotidica determinada resulta sinénima o no sinénima (uno de
los principios utilizados para la deteccién de evolucidon adaptativagiormes que codifican

para proteinas)Kostka etl. 2012) Esto se debe a que no se conoce en det@di®o se
codifica la informaién en los elements regulatorios del genoma. Sudwa lo anterior, es

muy probable que los aspectos mas importantes de la evolucion de los rasgos especificos de
nuestro linaje a nivel genético (incluidos varias instancias de expansion de nuestro cerebro)
hayan ocurrido en tiempos profundos de la historia evolutiva de nuestra especie (mas alla
de los 2 millones de afiogptriedter 2005; Vallender, Mek8obrov, y Lahn 2008Para

estos tiempos, la identificacion a nivel genético de procesos de evolucion adaptativa por
deteccion de polimorfismos actuales no es aplicgbkttersall 200Q0)En su conjunto, estas
caracteristicas impiden o limitan enormemente el uso de los algoritmos mas
frecuentemente usados para la deteccion de procesos de evolucion adaptativa en los
genomas (sean estos los basados en la congp@made las tasas de sustitucion sinénima y

no sinénima en el primer caso o de estudio de frecuencias de polimorfismos actuales, en el
segundo).

Dadas las limitaciones anteriormente mencionadas, una forma de predecir los sitios mas
probables donde pudiero haber ocurrido cambios a nivel de la regulacion de los genes es
recurrir a la deteccion de modificaciones significativas en la tasa de evolucion molecular en
regiones no codificantes, muy conservadas evolutivamente y en un linaje determinado
(Polard etal. 2006; Prabhakar et. 2006; Kostka etl. 2012) Aplicando esta metodologia

se pueden poner en evidencia eventos de evolucion acelerada; entendiendo por esta al
patrén observado en determinadas regiones gendémicas para un linaje espedfide d
ocurrieron mas sustituciones nucleotidicas que las que se hubieran esperado a partir de la
tasa de evolucién de fondo de esa regihrb 2 2 Y I Y H n n gdl. 2012 Détebtsr S & a
evolucion acelerada sobre regiones conservadas del genoma tiene varias ventajas. Por un

lado, la conservacion es evidencia de restriccion funcional y en ultimo lugar, de importancia
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biologica. Por el otro lado, el poder de deteccionadenbios en la tasa de evolucion es
mayor cuando se compara con una tasa de evolucion de fondo baja que cuando se compara
con una tasa cercana a la neutra y ademas, se reducen los costos computacionales ya que
sblo se analiza una porcién acotada (tipicateedel 510%) del genomgKostka etl.

2012) Sin embargo, esta metodologia tiene sus desventajas. Como en estos casos lo que se
estudia son cambios en la tasa de evolucién molecular es muy dificil identificar los procesos
evolutivos responsables de la aceleracion. Por ejemplo, en las regiones con evidencia de
evolucién aceleradas la tasa de sustitucion puede ser significativanmeasealta que la
esperada dada la extrema conservacion de esa secuencia en otras especies, pero puede
llegar a no exceder la tasa neutral de evolucion y entonces podria reflejar un proceso de
relajacion dela seleccion purificadormas que un proceso de elagion adaptativa Kostka

etal. 2012) Entonces, se requieren test adicionales para distinguir los procesos evolutivos
subyacents, como, por ejemplo, comparar la tasa de evolucion molecular en la region
acelerada con la tasa neutra de evolucion de esa region, entre (Raltard etal. 2006;
LindbladToh etal. 2011; Kostka &tl. 2012)

Por otro lado,d seleccion positiva y la relajacion de la seleccion negativa son algunas de las
causas que pueden producir un patrén de evolucion acelerado, pero no las unicas. Por
ejemplo, los cambios en el tamafio o estructuracion de las poblaciones pueden llevar a una
fijacion rapida de los alelos segregantes y producir modificaciones en la tasa de evolucion
molecular(Kreitman 200Q)Adicionalmente, la aceleracion de la tasa de sustitucion también
puede ser el producto de procesos que no involucran necesariamente caerbglsmodo

de seleccion o eventos poblacional@ollard etal. 2006) Por ejemplo, el proceso evolutivo
selectivamente neutro conocido como @@ased gene conversiqigBGC por sus siglas en
inglés) es un mecanismo mutagénico causadol@@referencia en las enzimas que reparan

el ADN por generar apareamientos entre bases fuertes (GC) frente a los de bases débiles
(AT) en sitios donde se hayan generado heteroduplex de ADN durante la recombinacién
meidtica(Strathern, Shafer, y McGill 1998)or lo tanto, el proceso de gBGC puede producir
unincremento en la probabilidad de fijacion de alelos C y G frente a alelos Ay T, generando
en las zonas afectadas un rapido incremento en tasa de sustitucion, comparable en
magnitud al producido por un proceso de seleccién positiva. Sin embargo, hay una
diferencia: se observa un gran sesgo en las sustituciones de bases débiles a bases fuertes.

Una vez que el proceso de gBGC alcanza un equilibrio decrece la tasa de sugkiyreion
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Walker y Hurst 2001; Kostka &t 2012) Es importante destacar que, si bien el proceso de
gBGC se considera selectivamente neutro, existen trabajos que muestran que el incremento
del contenido @ de secuencias transcriptas puede incrementar su nivel de expresion, lo
gue podria traer asociado algun valor adaptatfimdla etal. 2006) Sin embego, el rol del

proceso de gBGC en la evolucién estéd aun en discusion.

Deteccién de evolucién acelerada en el genoma humano

Hasta el presente cinco grupos han llevado a cabo estudios genémicos a gran escala con el
objetivo de detectar regiones gendmicaddogenéticamente conservadas que hayan
cambiado su tasa de evolucion molecular exclusivamente en el linaje huiiRahard etal.

2006; Prabhakar el. 2006; C. P. Bird at. 2007; Busty Lahn 2008; Lindblatioh etal.

2011) Cada uno de estos grupos, de forma independiente, aplicé su propia metodologia
produciendo como resultado una base de datos de elementos acelerados. El esquema

general para la construccion de estas bases de daqmiede resumir en tres pasos:

1- Identificacion de regiones genomicas conservadas. Estas regiones pudieron abarcar
regiones codificantes y no codificant@®ollard etal. 2006)o no codificantes exclusivamente
(Prabhakar eal. 2006; Bush y Lahn 2008; Lindblah etal. 2011) La conservacion
filogenética se estudio eligiendan grupo de especies de mamiferos y/o vertebrados
(pudiendo o no incluir &lomo sapien®n este paso), alineando sus genomas y aplicando
algun método estadistico para cuantificar el nivel de conservacion. Finalmente, de esos
alineamientos, cada grupo eilig recuperar aquellas regiones gendémicas que superaran
algun valor de conservacion determinado. De esta forma, se distinguieron regiones con una
sefal de seleccion purificadora fuerte y buenos candidatos a ser regiones funcionales donde

las sustitucionesqdrian tener efectos biolégicos.

2- Aplicacion de un método estadistico para detectar regiones del genoma humano que
hayan cambiado su tasa de sustitucién nucleotidica. En esta segunda etapa se analizaron
exclusivamente los alineamientos que en la etapgerior resultaron satisfacer el nivel de
conservacion establecido. Los métodos y tests estadisticos utilizados para la identificacion

de las regiones con evidencia de evolucion acelerada en el genoma humano fueron diversos.
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En algunos trabajos se calcualdan probable era obtener los alineamientos observados para
cada region dado un modelo de evolucién por seleccion negativa (o de conservacion, donde
la tasa de sustitucion era la misma, y baja, para todos los linajes) o de evolucion acelerada
exclusivamete en el linaje humano. Luego, se compararon los ajustes a ambos modelos y
se determind estadisticamente cuanto mas probable el@ alineamientosobservados

dado uno u otro modeldPollardet al. 2006; Lindbladoh etal. 2011) En otro trabajo, se
estimd estadisticamente cuan sorprendente era observar la secuencia humana (posiciones
conservadas y no conservadas) dado la tasa de evolucién neutra (o de fondo) de esa regiéon
y el nivel de coservacion filogenético de cada posicion en el alineamiéRAtabhakar eal.

2006) Finalmente, un quinto trabajo estimbéug cuatro sustituciones especificas de
humano en las regiones conservadas de mas de 100 pares de bases era estadisticamente
significativo como sefial de evolucién acelerg@a P. Bird etl. 2007) En resumen, el
resultadogeneral de este segundo paso fue la identificacion de regiones genémicas con un

cambio significativo en la tasa de evolucion molecular exclusivamente en el linaje humano.

3- Curado de las regiones identificadas. Una vez identificadas las regiones genomic
con una tasa de evolucion molecular significativamente acelerada en el linaje humano, se
curaron (manualmente o recurriendo a filtros especificos) para eliminar aquellas regiones
gue presentaran errores en los alineamientos y/o que estuvieran presesriegegiones
anotadas como pseudogenes (entre algunos de los filtros aplicados en estos trabajos). De
esta forma, se obtuvieron listas de elementos acelerados altamente curados y ordenados

por su valor de verosimilitud (o ebuadrado).

Es importante notar que estas metodologias excluyen del analisis a las regiones
potencialmente regulatorias que hayan surgide novoen el linaje humano o que no
puedan ser detectadas por conservacion, ya que una de las condiciones exigidas para todos
los elementos es la conservacion filogenética. Ademas, también quedan excluidas regiones
no codificantes conservadas donde haya ocurrido relativamente poco cambio (no lo
suficiente como para generar un cambio significativo en la tasa de evolucibn molecular de
esa region), sin que esto implique que esos cambios no fueran importantes para la

evolucion morfolégica de nuestra especie. Es por pdio lo queestos trabajos son, en
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teoria, capaces de recuperar una fraccion del universo de regiones regulatorias con

importancia potencial en la evolucion regulatoria de nuestro genoma.

Caracterizacion funcional de los HAEs

Uno de los desafios cuanto se trabaja con HAEs es la caracterizacion funcional de los
mismos. Este objetivo es particularmente complejo dado que la gran mayoria de estos
elementos se encuentran en regiones del genoma no caracterizadas funcionalmente y que
la conservacion por si misma es incapaz de predecir una fu@idabnan y McCallion 2010)

Sin embargo, varios grupos de investigacién han tratado de estudiar estos elementos a nivel
funcional.

Dado que ds HAEs son secuencias altamente conservadas entre los mamiferos y que
mayoritariamente se ubican en regiones que no codifican para proteinas, una de las
hipotesis es que actuarian como elementos regulato(@apra etl. 2013) Porejemplo,
estudios funcionales realizados sobre el HACNS1 (también denominado HAR?2), el HAE con la
mayor tasa de evolucion molecular del genoma humaiRrabhakar eal. 2006)
encontraron que este elemento es capaz de actuar come@nimanceractivo durante el
desarrollo embrionario. Adicionalmente, encontraron que el HACNS1 tiene un dominio de
expresion mas amplio comparado cdos elementos ortélogos de chimpancé y mono
Rhesus(ganando expresion en los miembros en desarrofabhakar eal. 2008) Sin
embargo, aun se desconoce el gen blanco del HACNSL1 y/o el impacto funcional del cambio
en el patréon de expresion dirigido por estehancer

Por otro lado, tarbién se realizaron estudios funcionales sobre el HAR1. Este elemento
resulté ser un gen de ARN que se expresa durante el desarrollo, principalmente en las
neuronas de CajdRetzius en la neocorteza. Ademas, se encontré que el HAR1 (HAR1F) se
co-expresa corla proteina reelina, una glicoproteina de matriz extracelular secretada por
las neuronas de CajRletzius y que es fundamental para la especificacion de las capas de la
corteza(Pollard etal. 2006)

En la actualidad existe evidenciai@dnal que indica que muchas de las regiones no
codificantes con una tasa de sustitucién alta en el linaje humano exclusivamente tienen la
capacidad de actuar comenhances durante el desarrollo embrionario. Por ejemplo, un

estudio reciente mostré que 2HAEs (de entre 29 analizados) resultaron ser capaces de
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activar la expresion de un gen reportero en ensayos con ratones transgénicos. Ademas, 5 de
estos enhances mostraron una actividad diferencial entre los elementos humano y
chimpancé, sugiriendo queodrian haber participado en la adquisicion de nuevos dominios

de expresion en alguno (u ambos) de estos lingzpra etal. 2013)

Estos resultados sugieren que los HAEs serian una rica coleccion de secuencias en las cuales
buscarlas bases genéticas de cambios especificos de los humanos en la regulacion de los
genes(Capra etl. 2013) Adicionalmente, la alta densidad de HAEs en el locus de NPAS3
sugiere que este gen pudo haber adquirido cambios regutzoen el linaje de los
humanos. Los caracteres morfolégicos que pudieron verse afectados por la alta tasa de
evolucion experimentada por los HAEs presentes en esta region dependera fuertemente de

la funcion desarrollada por este gen.

Del genoma al estudi de un gen especifico

Como adelanta el titulo, esta tesis se concentra en el estudigeteNPAS. NPAS3s un

gen que codifica para un factor de transcripcion de la fanbbsic heliXoop-helix,
period/aryl hydrocarbon receptor/single mindgtdHLHPAS) (Brunskill etal. 1999) Las
proteinas miembrogle esta familia son todas reguladores criticos de la expresion génica,
capaces de responder frente a diversos estimulos ambientalesi@iadiiz, oxigeno, voltaje

y potencial redox) y de cumplir maltiples roles durante el desarrollo del sistema nervioso,
las oscilaciones circadianas y el desarrollo de las traqueas, entre (Messari y Murre

2000; Kewley, Whitalw, y Chapma®mith 2004)

Se pueden reconocer dos grandes familias de factores de transcripcion bHLH/PAS: los
miembros de la clase | son factores que no pueden ni homodimerizar ni heterodimerizar con
otros factores de la clase |. Entre este grupo se encuentran NPAS3, las pretginas
hydrocarbon receptor (AhR), factores respondedores a hipoxia (HHE, HIF2, y HIF3) y
proteinas de la familiaingle mindedSIM1 y SIM2). Para formar complejos activos, esta
primera clase de proteinas debe dimerizar con proteinas de la cld®er lbtro lado, la clase

Il de las bHLH/PAS pueden homo y heterodimerizar promiscuamente. Uno de los miembros
de esta familia es la proteinaarbon receptor nuclear translocatqARNT)(Lindebro,

Poellinger, y Whitelaw 1995; Wangadt 1995; Ema adl. 1996)
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Todos los miembros de la familia de proteinas bHLH/PAS se caracterizan por tener un
dominio Nterminal rico en aminoacidos béasicos por donde la proteina reconoce las
secuencias blanco y se unen al Aldds{Q adyacente a un dominio de dimerizacion
primario (HLH). Tanto el domino basico como el HLH son necesarios para la formacién de
compleps activos sobre el ADKBacsi y Hankinson 1996Ademas, estos factores de
transcripcion tienen una dos secuencias repetitivas degeneradas de aproximadamente
130 aminoacidos cada una (RASy PA®) (figura 7, A). Todas las proteinas de la
superfamilia bHLH/PAS deben dimerizar para formar complejos funcionales sobre el ADN.
En este punto, el dominioAS juega un rol fundamental. Por un lado, los dominios PAS son
capaces de censar cambios ambientales y traducir estos cambios en modificaciones en el
patron de interaccion de la proteina. De esta forma, los dominios PAS brindan una interfase
de interaccionsecundaria y determinan con que pareja podra dimeriiar. el caso de
NPAS3, lgoroteina heterodimeriza con ARNT(Wu etal. 2016) Finalmente, hacia el
extremo Gterminal, los miembros de estt@amilia pueden contener diversos motivos de
transactivacion responsables de la modulacion de la expresion de sus genes(Klewtzy,

Whitelaw, y Chapmafmith 2004; Benjami§. Pickard edl. 2006)figura 7, B).
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A bHLH PAS
bHLH/PAS unién al ADN  dimerizacién
Dimerizacion secundaria -
Clase | v 4 Transactivacion
AhRE- [ A ] v | Respuesta a xenobiéticos
anrr[ Il [TATT] |
ne- (I AT |7 /] Respuesta a hipoxia
pas (Il A T [B
SIM 1& 2 s kel | Neurogénesis
Represién
Clase Il
15aa
ARNT1&2 | | A | [ B ] 77| Miembro general de asociacién
vaL1s2 [ I [TAT] 78] | Ritmo circadiano

NPAS3 ARNT

B\

Dominio
transactivacion

5'-GGCTGCGTACGTGCGGGTCGT
CGACGCATGCACGCCCAGCAC-5

Senales celulares
y/o ambientales * Dominios
\-’ PAS

\:
v Dominio

bHLH

Figura7. Representacion esquematica de la estructura de algunos de los factores de transcripcion de
la familia bHLHPAS. (B) Esquema que representa el conocimiento actual de la funcion de NPAS3. En
el dibujo se muestra a NPAS3 unida a su secuencia blanco solb&l ébnando un heterodimero
conARNR. Ambas proteinas modulan conjuntamente la expresiéon de sus genes blancos a través de
la interaccion con la polimerasa de ARN tipo Il. El esquema hace hincapié en la capacidad potencial
de NPAS3 de responder frenteiartos estimulos ambientales adn no identificad@snbién se ve la
secuencia consenso de reconocimiento por parte del heterodimdfodificado de Kewley,
Whitelaw y Chapmasmith 2004; Pickard ed. 2006

Actualmente, aparte de NPAS3, se conocen otres tmiembros de la subfamilia NPAS:
NPAS1, un gen cuya disfuncién se asocia con el desarrollo de esquiz(fdmiSieler
etal. 2004) NPAS2, que participa de goesos relacionados con la memoria y las
oscilacionexircadianagReick etl. 2001)y NPAS4, qupatrticipa del desarrollo del sistema

nervioso(Lin etal. 2008) La comparacion de las secuencias aminoacidicas de los miembros
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de la familia de proteinas bHLH/PAS muestra que NPAS1 y NPAS3 estan intimamente
relacionados, rostrando la mayor identidad de secuencia dentro de los integrantes del
subgrupo de proteinas NPA®an etal. 2014) Sin embargo, una diferencia notable entre
estos dos genes estd en el largo de sus unidades transcripcionales: los once exones de
NPAS1 estan localizados en un segmento de 20 kpb en el cromosoma 7 del ratén, mientras
gue los exones de NPAS3 estan distdba en un locus genémico que abarca 791 kpb del
cromosoma 12 de raton (correspondiente al cromosoma 14 huméBd)eiSieler etal.

2004)
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HIPOTESISENERAL

La hipétesis de este proyecto es que la adquisicion de nuevos patrones de expresion de
genes relacionados con el desarrollo y la funcion cerebral en el lhnag@anohabria sido

critica para la evoluciéon neuroanatémica de nuestro cerebro y suacagules cognitivas
diferenciales. Estos nuevos patrones de expresion estarian codificados en cambios en la
secuencia de las regiones regulatorias de genes que se expresan en el sistema nervioso
central. Es muy probable que estos nuevos patrones de eXprésiyan dotado a nuestros
antepasados de ventajas adaptativas que fueron seleccionadas y contribuyen a la evolucién

de las caracteristicas diferenciales de nuestra especie.
OBJETIVO GENERAL

El objetivo principal de este proyecto estudiarlas bases geticas de la evolucion del
cerebro humano. Para ello se propone realizar un estudio detallado a nivel evolutivo y
funcional de regiones gendmicas no codificantes, altamente conservadas y que cambiaron
su tasa de evolucion molecular exclusivamente ennajdi humanoque se agrupan en el
locus delfactor de transcripcioMPAS3Evidencias obtenidas en nuestro laboratorio indican
gue estas regiones podrian contener elementos regulatorios de la expresion génica que
cambiaron su actividad exclusivamente en stne linaje.Especificamente
x Determinar si losNPAS3HAEs tienen la capacidad de actuar coraphancers
transcripcionales con un analisis comparativo de expresiéensayos en lineas estables
de peces cebry ratonestransgénicos portadores de las regiones ortélogas de humano y
chimpancé
x Generar y estudiar modelos de animales transgénicos en los cuales a través de ensayos
de ingenieria genética se intentara determinar el impacto funcional de la ausencia o el
reemplazo de estas regiones regulatorias tienen en el §JEAS3
x Bvaluar con mayor detalle la funcion del gedPAS3en el neurodesarrollo y en el

desarrollo craneofacial, aspectoséno han sido completamente estudiados y qué son
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relevantes para comprender la partancia de la evolucion linaje especifica de este gen

y su maquinaria regulatoria en humanos.
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INTRODUCCION ESPECIFICA

Como ya fuera mencionado en la Introduccién general, cinco grupos de investigacion han
llevado a cabo estudios a gran escala con el objetivo de detectar regiones aceleradas en el
genoma humandBird et al. 2007; Bush aridahn 2008; Lindbla@oh et al. 2011; Pollard et

al. 2006; Prabhakar et al. 2006)ada uno de ellos, de forma independiente, aplicé su propia
metodologia produciendo como resultado una base de datos de elementos acelerados.
Cuatro de estas bases de datfueron utilizadas por la Dra. Kamm en su tesis doctoral
realizada en nuestro laboratorio para generar una base de datos no redundante con 1629
elementos que se denominarduman Accelerated Elemer(t8AEs por sus siglas en inglés,
Figura 1, Kamm et al. 2013}Jabe destacar que la base de datos elaborada por Bird y cols.
(C. P. Bird etl. 2007)n0 fue utilizada para la generaai de la base de datos HAEs porque la
metodologia empleada difiere sustancialmente de las metodologias empleadas por el resto

de los grupos.

HAR HACNS

Frecuencia

W Resultados por Mb
M Resultados por RefSeq

1 2 3 4 5 6 7 8 9 14
Numero de elementos acelerados
2xHAR HTBE
C
: ?E__—
i 15
FL—;F" E_ HE ’-" E _ NPAS3 RBFOX1 oL
FHE B e E EI. e e i L
‘ | _E E E‘ II' H- r 8 ol
c F :_ ‘ |
E ? 5 £ EEE Et E [\Fégmg E; .
£ _.F E L r.;-,i E JrEFBFeLBFD
FHIT CNTNAPZ NTM HS ST3 WWOX1

Figura 1. Agrupamiento de HAEs en el genoma humano. (A) Diagrama de Venn mostrando el
solapamiento de los HAEs provenientes de las diferentes bases de datos originales, HARs (Pollard,
Salama, King, et al. 2006; Pollard, Salama, Lambert, et al. 2006); HACNS (PedlathaR@06); HTBE

(Bush y Lahn 2008); y 2xHARs (Lindblaid et al. 2011). Adicionalmente, hay 65 elementos
compartidos entre las bases de datos 2XHAR y HACNS y 3 elementos compartidos por las bases de
datos de HARs y HTBE que no se muestran en ebhdiagiEl nimero total de HACNS y 2XHARs
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expresados en el diagrama es mayor al nimero de elementos publicados en las bases de datos
originales debido a solapamientos multiples en losi HACNS56/2, HAR20 y HACNS11. (B)
Histograma de frecuencia mostrando Idistribucion de HAEs por gen humano (unidad
transcripcional o UT) o por intervalos gendmicos de 1 Mb (solo se muestran los resultados para la
ventana 2). (C) Esquema donde se muestra con barras azules la densidad de HAEs a lo largo de los
cromosomas humars generado con eldensity track disponible en el sitio Ensembl
(www.ensembl.org). Con flechas rojas se muestra la ubicaciéon de las UT con 6 o mas HAEs. Con
flechas verdes se indica la ubicacién de los intervalos genémicos de 1 Mb con 8 o mas HAEs en caso
de que no hayan sido indicados anteriormente con flechas rojas (Modificado de Kamm 2013).

De este andlisis surgi6 como resultado que el locus delNf@AS3contiene la mayor

cantidad de HAEs de todo el genoma humano (Tabla 1). En particular, se encanied qu

unidad transcripcional (UT: se la defini6 desde el comienzo al final de la transcripcion
incluyendo intrones) d&IPASZontiene 15 HAEs no redundantes, todos ellos intrénicos. De

ellos, 6 son HARs (HAR21, HAR89, HAR96, HAR173, HAR189 y HAR20B)A\GNSoNn
(HACNS96, HACNS221, HACNS490, HACNS553 y HACNS658) y 4 son 2xHAR (2xHAR122,
2xHAR142, 2xHAR157 y 2xHAR2). Sin embargo, los elementos HACNS490 y HAR189 se
encuentran parcialmente solapados, reduciendo el nimero de elementos independientes

de 15 a 14Kigura 2).

Tablal. Genes y regiones gendmicas conteniendo 6 o mas HAEs

# HAEs  Posicién RefSeq (NCBI36/hg18) Simbolo Gen HAESs por kpb

14 chrl4:32,478,2133,340,702 NPAS3 1,62

8 chr3:59,710,0761,212,173 FHIT 0,53
chrl6:6,009,13%,703,341 RBFOX1 0,47
chrl6:76,691,0577,804,065 WWOX 0,72

7 chr11:130,745,58131,711,926 NTM 0,72

6 chr7:145,444,388447,749,021 CNTNAP2 0,26
chrl3: 95,541,0996,289,813 HS6ST3 0,80
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Cromosoma 14(g13. 1) [BE

Escala 500 kb { hg 18
Cromosoma 14 RES00000 X3000000] 33500000/

HACNS858 1
HACNS490 1
HACNSS553 1
HACNSZ21 1
HACNS96 1

AKAPS {H—tp—t—h ; - e EGLNaH
) L
}

z
3
3
fat
EEEE2

Figura2. Localizacion ddbcusde NPAS2n el cromosoma 14 del genoma humano (NCBI36/hg18) y
los elementos acelerados HARSs (rojo), HACNS (azul) y 2xHARs (verde) preseotiss en

Respecto a la region codificantdPAS3osee una identidad de secuencia del 95% con el
resto de los mamiferos, un 98,7% con los primates, y un 99,8% con los chimpancés con solo
dos sustituciones aminoacidicas entre 940 residuos. Utilizando el programa PAML se analizé
si NPAS3presentaba signade seleccion positiva en humanos. Este analisis no detecto
sefales de seleccion positiva en nuestro lir{E@mm, Lopeteal, etal. 2013a)

Para investigar si IoNPAS3HAEs desempefian alguna funcion Kamm et al (2013a)
investigaron la capacidadedlos 14 HAE d&PAS3para actuar comoenhances de la
transcripcion durante el desarrollo del cerebro mediante el uso de un ensayo de expresion
de reportero en peces cebra transgénico transitorios. Se clonaron cada uno de los 14 HAEs
en un vector de expresion basado en el sistema TdEvakami 2005)io arriba de un
promotor minimo dec-Fos de ratén (Dorsk, Sheldahl, y Moon 2002Xeguido de la
secuencia codificante de la proteina fluorescente verde (EGBRer etal. 2006) Los
analisis de expresion realizados a 24 y 48 horas post fecundacion (hpf) revelaron que 11 de
los 14NPAS3HAE dirigen patrones de expresion de EGFP distintiveprgducibles en el
sistema nervioso en desarrollo del pez cebra (Figura. 3 y Tabla 2). En conjunto, estos
resultados mostraron que la mayoria de INPAS3HAE pueden actuar comenhances
transcripcionales durante el desarrollo del sistema nervigkamm, Lopeteal, etal.

2013a) A través de analisis bioinformaticos, se encontré6 ademas que todas las sustituciones

humanas especificas presentes en cada uno de I$PRIS3HAE producen una ganancia o
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pérdida de sitios de union de factores de tramscion (TFBS; Tabla 3). Estos resultados
sugieren gque los cambios adquiridos en humanos podrian haber contribuido a cambios en el
dominio de la expresion espaeiemporal deNPAS3n el cerebro humangKamm, Lépez

Leal, etal. 2013a)
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HACNS96 HAR202 2xHAR142 2xHAR122

Escala 500 kb } /

crom14 | 32400000] 32500000] 32600000 32700000| 32800000 32300000] 330000-T‘33100000| 33200000! 33300000| 33400000| 33500000
AKAPE KKp-+—H ﬁ I 1

NPAS3 -
NPAS3
NPAS3
NPAS3 EGLN3

o | 0

Ch4(q13.1) S

HACNS658 HAR189/HACNS489 HACNSS553 HACNS221 HAR173

Figura3. Ensayo de expresién transitoria en peces cebra transgénicos. En el panel central se n
localizacion delocusde NPASZn el cromosoma 14 del genoma humano (NCBI36/hg18) en una vi
de 1.1 Mb de longitud de acuerdo con @CSC Genontgrowser(www.genome.ucsc.edu Abajo el
barras coloreadas se indica la localizacion de los 14 HAEs y debajo las variaptesndele NPAS3La:
barras azules indican los HAPollard et al. 2006)las verdes representan los HAQREbhakar et ¢
2006)y las rojas muestran los 2xHARsdbladToh et al. 2011)Los elementos solapados se mues
con barras de dos colores (azulrerde). Arriba y debajo del panel central se muestran micrograf
peces transgénicos con el patrén representativo de la expresion mosaico de EGFP para cada ¢
24 hpf (H,1,J,K,LLM,N,O,P,Q,R,S,Ty U) y 48 hpf (A,B,C,D,E,F,G,VW X EDIAALE HpnN
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Tabla2: Andlisis de expresion en peces cebra transgénicos a 24 y 48 hpf.

Dominios de expresion consistente

ool Lo L,y e one
(NCBI36/hg1s)  (PP) T M R O E F C MS

HAR96Hs ggfg;fgs“%e% 524 87/72 82/83 3921  + 4+ 4+ 4 -+ 4
HACNS658Hs S 32181503 335  116/94  25/34 - ..
:ﬁg&%ﬂ;’m §g§é§:§4558123 742 7167  80/82 42118  +- -+ -+ - b - - fr
HACNS553Hs ggglgl6:3§£126566093 254 94/108 63/82  50/32 4+ 4+ + 4 4+ - & x
HAR21Hs 222;6552596637 298 71/64  84/86  38/33 4+ 4+ + 4 4+ - -+ 4
HACNS221Hs ggr7114€;03422718813 230 62/56  77/68 34137  +- + 4 4 4 - - 4
HAR173Hs ggg;&fffg’%% 184 79/69  75/74 2837  +- 4+ -+ 4 -+
HACNS96 222315152312188889-7 315  95/100 78/84 26117 4+ 4+ + 4 4+ - &+
HAR202Hs ggrllf5:53935115156 440  69/75  32/17 - -
2XHAR142Hs 32'111452%18315 263 94/40 81/70 27530  + -+ + 4 4+ o+ - -t
HARS9Hs 32'11;5;93;7135162 776 64/28  83/86 22136  + + + 4 + - - 4
2xHAR223Hs ggrzl;agsfjggsw 1100  86/33  42/36 - -
2XHAR157Hs 29602 631  58/32  90/44  36/37  +- 4 4~ 4 4 - - 4k
2XHAR122Hs 32;1;1;83837331419 469 62/31  80/84  53/45 + 4+ 4+ 4+ 4+ - - s
cFos - 64/114  30/33 - - - - - - - - -

Nota: Las celdas en verde indican los HAEs que no mostraron actentiadcers el control (cFos).

Las coordenadas gendmicas, el largo y el numero de sustituciones humanos especificas
corresponden a la region conservada completa que contiene al HAE y la que fue usada para generar
los transgenes. Referencias: N, nimero de animatafizados. % (+), porcentaje de embriones con
expresion de EGFP. %C, porcentaje de embriones con expresién consistente de EGFP. T, telencéfalo.
M, mesencéfalo. R, rombencéfalo. O, ojo. ME, médula espinal. AF, arcos faringeos. C, corazéon, MS,
musculo somito. Cuando los resultados son diferentes entre las dos edades, entre barras se indican
los resultados a 24/48 hpf e (+) y {ndica presencia o ausencia de expresién consistente en la
estructura respectivamente.

Gracias a la secuenciaciéon de multiplesngeas humanos fue posible detectar sitios
polimoérficos de alta frecuencia en diferentes poblaciones humanas. Por ejemplo, el
proyecto 1000 genomas secuencid, en su primera fase, 1.092 genomas humanos
provenientes de 14 poblaciones de Africa, Europa, Esté\sla y AméricgDurbin etal.

2010; 1000 Genomes Project Consortiunakt2012) Gracias a este analisis se detectaron
sitios polimorficos presentes en al menos una poblacion humana en todos los HAEs de
NPAS3considerando también las secuencias conservadas que contienen a los HAES) (tabla
3). En particular, existen al menos cuatroioegs HAEs ddPAS3jue tienen polimorfismos

registrados para los sitios con sustituciones humaspecificas (HAR189, HAR202,
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HACNS658 y 2xHAR142) (tabla 3). De los 5 sitios polimoérficos en poblaciones humanas
ubicados en las posiciones registradas coranawntes especificas de humanos en estos 4
elementos, en dos de esos polimorfismos todas las variantes halladas son derivadas
respecto a la base homodloga ancestral inferida a partir de los alineamientos con genomas de
otros mamiferos (G/T en humanos y Acastral en polimorfismo rs145548775 del HAR189 y

C/G en humanos y T ancestral en el polimorfismo rs114570257 del 2xHAR142). Para los
otros tres sitios polimorficos en bases especificas de humanos en los HAEs intronicos de
NPAS3una de las variantes polinfécas corresponde con la base ancestral inferida (C/T en
humanos y T ancestral en el polimorfismo rs10134006 del 2xHAR142, A/T en humanos y T
ancestral en el polimorfismo rs79570848 del HAR202 y T/C en humanos y C ancestral en el
polimorfismo rs10149308 el HACNS658). Las restantes sustituciones especificas de los
humanos presentes en los HAESNIfRAS 3esultan ser no polimorficas.

Adicionalmente, la publicacion del genoma de Neande(Rdifer etal. 2014)y de
Denisovanos(M. Meyer etal. 2012) permitié revisar la datacion del origen de las
sustituciones especificas de humanos en los HAEs. La gran mayoria de las sustituciones
especificas de los humanos resultaron estar compartidas con los genomas de los humanos
arcaicos disponibles en la actualidad (Neandertales y Denisovanos). Sin eml&rgo, s
encontraron algunas excepciones. Tres pares de bases presentes en tres HAEs (HACNS658,
HAR202, 2xHAR157) dPASJFueron anotadas como derivadas en humanos ya que son
diferentes a las bases ortdlogas en Neandertales y Denisovanos. Dos de estas bases son
polimorficas en las poblaciones humanas actuales (rs10149308 en HACNS658 y rs79570848
en HAR202) y una tercera es fija (base chr14:34160070 en 2xHAR157).

Tabla3. Andlisis de polimorfismos humanos actuales en HABSRKSY secuencias en genomas de
humanos arcaicos, y cambios en los sitios de unién para factores de transcripcién (TFBS por sus siglas
en inglés) entre las secuencias de los HAEs y regiones ortélogas en chimpancé.

TFBS

Polimorfismo;  Humanos Conservacion ; Sesgo
HAE SP SustHs - D/A ndmero Arcaicos Estado con pez cebra ganancia § ) . ATYCG
y p®rdi
§YTBP; ZAYG;
N . AYT
C R E BROREK
HAR96 7 2 /A G NO ¥ .
TIA T (Rana) JETSF,Z AP 4 F

ZPERO

50



Capitulo |

CIT C
JLEFF;ZHOMFAY G;
TIC rc10149308 - P TVe
Y NRF2HOXF TVA;
HACNS658 6 GIA G NO cyT
gXBBFAPIRZ TYC;
AT A (Lagarto) cyvT
TIC T yP E R OSTEM
CIT C
JF KHDPLAZ CY G;
TYC
§ EFF;ZGCMFTYC;
GIC G VG
JHOMFNR2E AYG;
cIT c Y G
HAR189/ 10 - GYA
HACNS490 CIT C NO JGRHLTALEZ
GIT G (Lagarto) 9! NRE; Z
GIA  rs145548775 G gCLOX; Z
AG A YyHZI P; %
g BNCF
JEGRFGTBY AYG;
GIA G Ve
gl NS MSAATZ AYT;
HACNS553 5 GIT G NO AV G
TIA T (Pollo) ZGATA
G/A G ZCLOX
JNKXHBRAZ GVYT;
TIG T AV G
HAR21 2 GIA G NO gRU49; ZCYT
TIC T (Lagarto) ZEVI 1,; Z
ZTALE; 7Z
ySORY; ZCYVYT;
TIC T 196
yBRN5; ZTYG;
GIT G NO !
cCYT
HACNS221 3 o . LI
GIT G (Ornitorrinco) Y EVI 1; ZTYC
TIC T ZCREB; Z
CIT C ZPARF; Z
gy PRDF; ZAYC;
R . AYG
GFl1; 2z
HAR173 2 CIA ¢ NO Y :
G/A G (Lagarto) JCLOX;Z HO X
ZPLZF
g WHNF; ZAYG;
AYC
§ MOKF; ZTYC;
AY G
§HNF1; ZTYC;
GIA G V6
C/IA C g GATA;, Z
HACNS96 6 CIT C si gMYBL; Z
GIA G yH O MF FKHR
CIT C g MEF2; Z
GIT G § MY T ; CDXF
§ RORA; Z
ZMYT1; 2
ZPAX5; Z
CIT C
ZBCL®6 TYC;
ZSTAT AYG;
GIA G oV
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TIC T TYG
GIT G

§CLOX; ZAYG;

TYC
§CREB; ZGYT;
GIA G AV G
gHI FF; ZAYG;
CIT  rs114570257 C Ve
2xHAR142 4 6 T/G T NO gHNF1; Z
GIA G (Mamiferos Y HZ1 P z
GI/A G placentarios) § MY BL ; 7
C/IT  rs183390399 c ZHOXF; Z
ZMEF2; Z
ZPDX1
gPAX5; ZAYG;
AYG
§HOMF; ZGYA
GIA G g MYBL; Z
HARS89 7 3 GIA G S gPERO: 7
AIG A gNR2F; Z
ZNF1F; Z
ZYY1F
TIC
g CART; ZCYVYT;
CIT C Tve
§yZF03; ZTYC;
CIT C AV G
gNKXH; ZTYC;
2xHAR223 13 8 GIA G sl GveC
§SORY; Z2TYC;
CIT C GV T
CIG C gHOXC; Z
CIT C
TIG T
CIT C
gyOAZF; Z2TYC;
CIT C TVE
gyVTBP; ZTYC;
CIT C AV G
§HOMF; ZCVYA;
GIA G cve

5 10 si gNKHX; ZAYC;

§GFIl1; ZCVYT;
GIC G v e
C/IA C g§HOXC; ¥
AIC A gLEFF; §
TIC T g FKHD
GIC G
§MYBL; ZTYC;
CIT C TVC
g CEBP; ZAYG;
2xHAR122 9 4 crr c Sl 4 AY G
GIA G § CARE; Z
GIA G ZSNAP

Nota: El numero de sustituciones humanos especificas corresponden a la regidon conservada
completa que contiene al HABiepel edl. 2005% ! RAOA 2y f YSy(G4S: Sy &aSaiz
tipo de sustituciones ocurridas en los HAES en el linaje humano. En la dltima columna y en celdas
amarillas se muestran aquellos elementos que presentan un sesgo fuerte (mayor al 60% de las
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adzaGAGdzOA2ySa 20dzNNARF AUV ! ¢ Th / D), niiehtsaikduedeh eleReS LINE
a4S AYRAOI dzy aSa3a2 /DM ¢d ! ONBOALF GdzNF ay {t I Vg
poblaciones humanas actuales de acuerdd @0 genomes project phase(ttack disponible en
www.ucsc.edu/) (Durbin etal. 2010; 1000 Genomes Project Consortiunalet2012). Sust Hs,

namero de sustituciones especificas de los humanos dentro de IBs.H¥A, base derivada /base

ancestral inferida a partir del alineamiento de multiples genomas de mamiferos en las posiciones

que cambiaron exclusivamente en el linaje humano. PHs, alelos en sitios polimérficos en poblaciones
humanas actuales en las posités que cambiaron exclusivamente en el linaje humano. En humanos
arcaicos se indica la base correspondiente inferida en el genoma de humanos arcaicos a partir de la
secuenciacion de mdultiples genomas de Neandertales y DenisoyBeash etl. 2010; M. Meyer

etal. 2012; Prifer eal. 2014) En recuadros rojos se indica cuando la base en esta posicion fue
anotada como derivada en humanos moles respecto a la base inferida en los humanos arcaicos.

En condicion se indica si la base derivada en humanos fue detectada en condicion polimérfica (P) o

fija (F) en los genomas de humanos arcaffwéfer etal. 2014)

Ademas, en otro trabajgkamm, Pisciottano, etl. 2013b) Kamm estudio en particular el
2XHARZ2, uno de los 14 NPASRNE, que se encuentra en el quinto intron del locus del gen
NPAS3 (Figura 4). Usando ratones transgénicos, mostro que tan el elemento humano como
sus ortdlogos de raton y chimpancé 2xHAR142 se comportan cemuances
transcripciondes que conducen la expresion del gen reportero lacZ a un subdominio de
expresion NPAS3 similar en el sistema nervioso central del raton. Curiosamente, el ortdlogo
2XHAR142 humano dirige la expresion de lacZ en un patrén de expresion extendido en el

sistena nervioso en desarrollo del ratéon (Figura 5).

A escala 200 bases | { hg18
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Figura4. Esquema de la region clonada en el transgén PC_2xHAR142Hs conteniendo la regién ct
descripta por el programa PhastCons, el elemento 2xHAR142. (B) Conservacion entre vertebra
seaencia del elemento PC_2xHAR142Hs de acuerdo dd8@5 Genome Brows€pn asteriscos verd
se indican las sustituciones humacdeimpance.



2xHAR142-Hs

Figura5. Andlisis de expresion comparativo entre los elementos PC_2xHAR
PC_2xHAR142Pt y PC 2xHAR142Mm en ratones transgénicos. Patrc
expresion delacZ representativos de los elementos (A) PC_2xHAR142H
PC_2xHAR142Pt y (C) PC_2xHAR142Mm en embiion@sletos y en corte
sagitales de ratén a 12.5 dpc.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Las regionesNPAS3HAEs funcionan com@nhancerstranscripcionales y el proceso
evolutivo ocurrido en el linaje humano en estas regiones resultoé en diferencias funcionales
entre losenhancershumanos y loenhancersortélogos de nuestro pariente primate mas

cercano, el chimpancé@n troglodytel
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Investigar si los 14 HAEs presentes en los intronedRIES3ienen la capacidad de
actuar como enhancerstranscripcionales en ensayos estables en peces cebra
transgénicos.

1 Estudiar comparativamente la actividadhancerentre los elementos humanos y las
regiones ortélogas de chimpancé de losNRBAS3HAES en ensayos de expresion en
peces cebra transgénicos.

1 Analizar comparativamente la actividaghhancery el patrén de expresion del
elemento HAR202, uno de I0PAS3HAEsresentes en el 5to intron dBIPAS3en
un modelo mamifero. Para ello, se generaran ratones transgénicos conteniendo la
secuencia humana o de chimpancé de este elemento fusionada rio arriba de un
promotor minimo dirigiendo la expresion de la proteina repm lacZ

1 Analizar funcionalmente las sustituciones especificaHdesapiensdel elemento
acelerado HAR202 que surgieron posteriormente a la divergencia entre humanos
modernos y Neandertales/ Denisovanos.

1 Estudiar si losNPAS3HAEs que fueron identifiados comoenhancersestarian
regulando la transcripcion del geNpas3 enddgeno a través del analisis de

experimentos de conformacion de la cromatina.

55



Capitulo |

RESULTADOS Y DISCUSION

1RA PARTE: ANALISIS FUNCIONAL INPFIASSHAES EN PECES CEBRA

Comparacion déa funcionalidad de las regiones aceleradas humanas entre lineas estables

y transitorias de peces cebras transgénicos

Cdémo ya fuera mencionado en nuestro laboratorio se analiz6 la capacidad de actuar como
enhancerdranscripcionales a los 1IMPAS3HAES erensayos transitorios en peces cebra
transgénicogKamm, Lopetkeal, etal. 2013a) Decidimos analizar de manera mas profunda
este aspecto, y validar la reproducibilidad de los ensayos, en lineas estables transgénicas de
peces cebra. En comparaci@on la transgénesis transitoria, las lineas estables permiten
generar lineas de peces transgénicos con una expresion qué es homogénea y no de tipo
mosaico. Esto permite estudiar en detalle la reproducibilidad del patron de expresion del
transgénen distirtas lineas estables. Por otra parte, el hecho de que la prole puede heredar
el transgén en forma mendeliana permite la realizacion de experimentos en los que se
necesitan muchos animales que sean idénticos en su patron de exprEister egl.

2009)

Para obtener las lineas transgénicas estables se amplificaron mediante PCR las 14 regiones
conservadas (detectadas a través del alinganrto de los genomas de multiples especies de
vertebrados usando el programa PhastCor&epel etal. 2009, que contienen los HAEs
presentes en intrones dBIPAS3de humano. Estas regiones fueron clonadas en un vector

rio arriba del promotor minimo del gen cFos de raton que se halla fusionado a la secuencia
codificante de la proteina reportera EGFP. Este vector contiene las secuencias Tol2
(secuencias derivadas dm transposon) que son reconocidas por una transposasa del pez
Medaka Qryzias latipes la cual media la transgénesis en el genoma de pez cebra
(Kawakami 2005; Fisher, Grice, Vinton, Bessling, Urasall, 2006) Estos vectores
conteniendo cada una de las regiof¢éBAS3HAES se inyectaron embriones de pez cebra

de una célula. Los animales obtenidos fueron criados hasta la adultez y cruzados con peces
de tipo salvaje o wild type. El patron de expresion se estudié en embriones obtenidos de

estas cruzas a 48 hpf. Se analizaron al menositread estables por cada region estudiada
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por cada especie analizada. Se clasificd los dominios de expresion de EGFP utilizando
Unicamente términos anatomicos generales y comparables entre vertebrados (como ser
GYSRdzZE I SaLIAYl ¢ 2 lataNBcacBrydorsd defsubdominias o tip8s S DA
celulares(ArizaCosano eal. 2012)

Nuestros resultados mostraron que, de los 14 elementos probados, 9 elementos actuaron
comoenhances de la expresion de EGFP (Figura 6, Tabla 4). De los elementos que dirigieron
la expresion de EGFP en lineas establdaR1l, HAR89, HAR96, HAR173 HACNS96,
HACNS221, HACNS490, 2xHAR122, 2xHARdAS @reas de expresion fueron las mismas
qgue las producida en las lineas transitorias (Tabla 2). Por otra parte, dos elementos
(2xHAR142, HACNS553) mostraron diferencias con respecto a los resultados obtenidos en
ensayos transitorios ya qué en nuestros ensayos estables estos elementos no mostraron
capacidad de idgir la expresion del gen reportero a ninguna region del pez cebra en
desarrollo de manera consistente (Tabla 2; Figura 6).

En particular, el elemento 2xHAR1d®dujo un resultado diferenteSi bien la expresion en
sistema nervioso en transitorio de B&HRirigida por este elemento era evidente
particularmente a 48 hpf (Figura 3, Tabla&kamm, Lépeteal, etal. 2013a) ninguna de las

cuatro lineas estables analizadas mostré expresion en ninguna de las edades estudiadas
(Figura 6, Tabla 4). Este elemento fue, ademas, ampliamente estudiado en ratones
transgénicos en nuestro laboratorio dénde se observd que la expresraidd por el
elemento humano ademas de ser fuerte y consistente, mostraba una expansion del
territorio de expresién con respecto de sus ortdlogos de chimpancé y raton (Figura 5;
Kamm, Pisciottano, etl. 20135.

Por otro lado, de los 9 elementos capadesdirigir la expresion de forma consistente en el
ensayo de expresion el pez cebra, solo 4 de ellos (HACNS96, HAR89, 2xHAR157, 2xHAR122)
estan conservados en todos los vertebrados incluido pez cebra (Tabla 3). Mientras que 2 de
los elementos (HAR202, 2XkR223) que no fueron capaces de activar la expresion de EGFP
en este ensayo de lineas estables también estan conservados en pez cebra. Por lo que no
pareceria haber una relacion entre la conservacion de estos elementos en peces cebras y su
capacidad de digir la expresion en este modelo.

Queda entonces la duda de cual seria la razén por la que no se pudieron obtener lineas
estables con expresién consistente de elemento que en transitorio logran dirigir la

expresion. Si bien se sabe que la expresion tranigitde un gen reportero en las
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generaciones FO inyectadas no siempre es recapitulada por las lineas estaklesk-atl.

1994; Bonifer etl. 1996; Cranston etl. 2001) se supone que el método Tol2 utilizado
deberia reducir este problema al mininf®uster etal. 2009) En las lineas FO se observa un
efecto mosaico de la expresion, esto se debe a que el desarrollo del pez cebra es bastante
rapido, pasando el cigoto de un estadio de una célula al siguiente esa@céulas en tan

solo 45 minutos. Esto puede causar que la insercién de nuestra construccion no ocurra en
este estadio de una célula, lo que generaria que no todas las células del futuro pezglosea
transgén. Debido a este efecto mosaico, puede ocaue las lineas germinales no logren
integrar efectivamente el transgéiiBerghmans eal. 2008) por esta razén se crian
suficientes FO, con el objetivo de tener al menos 3 lineas que sean capaces de pasar el
transgén a la descendencidos problemas tales como los efectos de posicion y el
silenciamiento del transgén integrado al genoma de la misma manera que ocurren con los
meétodos de integracion aleatoria de transgén en otros organismos mdbkeletal. 2008;
Kawakami 2005; Balciunasadt 2006) Es por esto qué es necesario realizar el analisis de al
menos tres lineas estables y la expresion en un tejido determinado sélo se reporta cuando
es consistenteen las tres lineas. Cuando existen discrepancias se deben analizar mas lineas
estables. En nuestro laboratorio y en otros laboratorios de nuestro instituto se ha observado
gue de manera frecuente existen discrepancias entre los resultados obtenidos a&yosns
transitorios y estables. Este hecho no esta profundamente discutido ni estudiado en la
literatura, sino que se reduce a comunicaciones personales entre investigadores que utilizan
este modelo. Nos proponemos en un futuro cercano realizar una invegtigamas
profunda y sistematica acerca de esta discrepancia entre ensayos y trataremos de dilucidar

las bases moleculares de la misma.

Comparacion de la funcionalidad de las regiones aceleradas humanas con la de sus

ortélogos de chimpancé

Las regione8lAES, si bien presentan un mayor numero de sustituciones en el linaje humano,
en general correspondea regiones altamente conservagl@n vertebrados. Por lo que es
licito preguntarse si, por un lado, estas regiones ortélogas conservadas también poseen
algin tipo de funcionalidady, por otro lado, si la funcionalidad es la misma que la

observada en los elementos humanos. Para contestar este interrogante nos planteamos
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evaluar la funcibn comenhancergranscripcionales de las regiones ortélogas de nuestro
pariente mas cercano, el chimpancé comBarg troglodytek

Al igual que con las regiones humanas, se generaron también lineas estables de peces
cebras transgénicos con las regiones ortélogas de chimpancé de los 14-NRBS8sando

el sistema de Tol2 y eluando la expresion de la proteina reportera EGFP.

De las 14 regiones analizadas, HAR21Pt, HAR89Pt, HAR96Pt, HAR173Pt, HACNS221Pt,
HACNS490Pt, 2xHAR122Pt, 2xHAR15¥AR20Pt, HACNS638) dirigieron la expresion de
EGFP a distintas regiones anatérsicde los peces cebra. Se observd principalmente
expresion en diferentes dominios de SNC en desarrollo (Figura 6; Tabla 4). De estas 10
regiones, los elementos HAR202Pt y HACNS658Pt mostraron una actritladcer
diferencial respecto de sus secuenciasomgjas de humanos a 48 hpf. Los HAR202 de
ambas especies ya habian sido analizados en nuestro laboratorio (Kamm et al 2013a), pero
la diferencia entre los elementos del HACNS658 de ambas especies es una novedad.

Por otro lado, de las cuatro regiones qued rgeneraron expresion en los peces
(HACNS553Pt, HACNS96Pt, 2xHAR142Pt, 2xHAR223Pt), solo HACNS96Pt mostré diferencia
con su ortélogo humano que si dirigia la expresion de EGFP (Figura 6, tabla 4). Mientras que
los otros 3 elementos (HACNS553Pt, 2xHAR122PiAR223Pt), al igual que los elementos
humanos, no actian comenhanceme la transcripcion.

En resumen, nuestros resultados indican queNBAS3HAEs (HAR202, HACNSG658 y
HANCS96) soenhancerdranscripcionales activos en el sistema nervioso en desardal

pez cebra y poseen funciones diferenciales entre las secuencias ortélogas de humano y de
chimpancé (Figura 6). Si bien estos elementos experimentaron un aumento en su tasa de
evolucion molecular exclusivamente en el linaje humano comparado con & das
evolucion mas baja presente en el linaje de los chimpancés y otros prilfiRdtard etal.

2006) es necesario analizar evidencia adicional proveniente de un tercer linaje
cercanamente emparentado, para excluir la posibilidad de gugatrén de expresion

observado para el elemento de chimpancé represente el estado derivado.
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HAR173 2xHAR142

2xHAR122 HACNS658

HACNS221 HAR202

HACNS96 HACNS490

HACNS223 2xHAR157

Rombencéfalo Médula espinal
Mesencéfalo 4

N 4
[ Aleta pectoral

/ I N\
Prosencéfalo ¢, . 5, Arcos branquiales

Figura6. Expresiones comparativas de las lineas transgénicas estaiesentativasen peces

cebra portadoras de secuencias de humano y de chimpancé&detlIblPASBIAES. El andlisis se hizo
sobre peces cebra a 48 hpf. Hdomo sapiens Pt: Pan troglodytes Recuadro rojo: lineas
transgénicas estables que dieron diferencias humammpancé. Recuadro azul: lineas transgénicas
estables que no dieron expresidiinguno de los ortélogos. Esquina inferior derecha: esquema de
pez cebra a 48hpf con las areas anatdmicas que usamos para analizar los patrones de expresion.
Para comparar todas las lineas ¥guras suplementarids 2, 3, 4.
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Tabla4. Tabla con Is resultados de todas las lineas transgénicas conteniendo los NFPIES y
sus diferentes ortélogos.

# de . .
Nombre firEes GEr Dominios de expresion presentes en 2 o
trar?:glgén expresion mas lineas transgénicas a 48 hpf
de EGFP
P M R ME C AF AP (6]
HAR96Hs 3/3 - + + + + - + +
HAR96Pt 3/3 = + + + + = + +

HACNS490Hs 2/4 + + + + + + + +
HACNS490Pt 3/3 + + + + + + + +
[ -]
HAR21Hs 4/4 + + + — + + + +
HAR21Pt 2/2 + i i + + + +
HACNS221Hs 2/2 + + + + +
HACNS221Pt 3/3 + + + + + + + I
HAR173Hs 5/5 + + + + + + + +
HAR173Pt 4/4 + + + + + + + +
HACNS96Hs 3/3 + + + + 4
HACNS96Pt 0/2
HACNS96Mmul
__
— --------
__-
S— ” -------
HAR202Mm 3/3 + + a + _ +
HAR202Dr

__--------
B
HAR89Hs 2/2 + + + + + + + +

HAR89Pt

2xHAR157Hs + + + + + + + o
2xHAR157Pt 3/3 + + + + + + + +
2xHAR122Hs 3/3 + + + + + + + +
2xHAR122Pt 3/3 + + + + + + + +

Nota: En la segunda columna se indica el nimero de lineas estables que presentan expresion/las
lineas que se analizaron. Las celdas en azul indican los resultados con la secuencia de chimpancé y
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humanos de aquellos transgenes que no tuvieron expresion repioléuentre 2 o mas lineas. Las
celdas en rojo aquellas lineas que dieron expresion diferencial entre humano y chimpancé, donde las
lineas humanas no presentaban expresion consistente. Las celdas en amarillo aquellas lineas que
dieron expresion diferenci&ntre humano y chimpancé, donde las lineas chimpancé no presentaban
expresion consistente. Referencias: P, prosencéfalo. M, mesencéfatonibencéfalo ME, médula
espinal. C, corazén. AB, arcos faringeos. AP, aleta pectoral, O, ojo. Con-)#3eyirndta
presencia/ausencia de expresion de EGFP.

Comparacion de la funcionalidad de las regiones aceleradas humanas con la de sus

ortdlogos del mono macaco Rhesus

Para resolver el interrogante surgido en el apartado anterior, procedimos entonces a clonar

las regiones ortdlogas de macaco RhesWagaca mulattd correspondientes a los
elementos HAR202, HACNS658 y HANCS96 y a generar los peces cebras transgénicos para
evaluar su actividad. El macaco Rhesus es una especie de primate catarrino de la familia
Cercopihecidae cuyo linaje divergio del linaje que llevo a la aparicion de las especies de

chimpancé y humano hace 25 millones de afos (Kumar et al..1998)

humano

chimpancé

[=9]
i
]
2]
<
o
!
I

macaco

500um
I

Figura7. Expresion de EGFP de los distintos elementos ortélogos del HACNS658 a 24 (derecha) y 48
(izquierda) hpf. Se muestra una linea representativa por cada secuencia. Del elemento de macaco
gueda pendiente el analisis a 24 hpfra comparar todas las lineas #gura suplementaria.

Al evaluar la actividad como activador transcripcional de elemento del HACNS658Mmul
observamos que su actividad es muy similar en cuanto al patron de expresion con respecto
a la version de chimpancé (Figura 7). Dado que observamos la ausencia de exjingsién

por la secuencia de humano, este resultado sugiere que la elevada tasa de sustituciones
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nucleotidicas observada en la region ortéloga en humdragura 8A) afectaron de alguna
manera su capacidad de actuar como activador de la transcripciGuidact que pareceria

estar conservada, al menos, en los linajes primates analizados.

En cuanto a las lineas de peces transgénicos portadoras del elemento HACNS96Mmul,
también observamos actividaghhancer(Figura9). En este caso se diferencia de su oigélo

de chimpancé (HACNS96Pt) el cual no dirige la expresion de EGFP en el pez cebra. Por otra
parte, su actividad transcripcional es muy similar a la observada para el elemento humano a
24 hpf. A 48 hpf la actividad de la secuencia de macaco y de humasentae diferencias

en las regiones correspondientes al prosencéfalo y el ojo, donde no se observa actividad en
las lineas humanas mientras que en las de macaco si. Estos resultados sugieren que habria
ocurrido un cambio de actividad espacio/temporal dekneénto humano bastante
especifico y puntual, ya que mientras que es capaz de dirigir la expresion en el prosencéfalo
a 24 hpf, a las 48 hpf esta expresion desaparece.

Observando las secuencias (Fig@&#&), vemos que entre humano y chimpancé hay 8
sustitudgones nucleotidicas de diferendi@ que son sustituciones especificas humanas y dos
especificas de chimpancé). Ha sido determinado que la secuencia humana deessto

habria sufrido un proceso de conversion génica por sesgo GC (gBGC, ver introduccion
general, Capra et al 2013); ya que en todas las sustitucibomesanocespecificasse
reemplazaron bases débiles (A, T) a una base fuerte (G, C). Estos datos sugieren que el alto
namero de sustituciones del elemento HACNS96 en humanos, que ocurrieron denina

region altamente conservada en el linaje de los vertebrados fueron inducidas por un
proceso evolutivo neutral del tipo gBGCno habria sido bajo un proceso de seleccion
positiva.

Por otra parte, no sucedio lo mismo con la secuencia ortéloga de chimpancé. Esta sufrio solo
dos sustituciones comparada con macaco y humano (FEiBjalo que revela una tasa de
sustitucion mucho mas esperable para este tipo de regiones conservadasmBargo,
nuestros resultados con ensayos en peces cebra sugieren que estos cambios fueron
suficientes para causar una pérdida de funcion de la region en chimpancé. Sin embargo, mas
ensayos para determinar si los cambios rompen sitios de union de facerganscripcion

seran necesarios para poder llegar a conclusiones mas firmes.

63



A HACNS658Hs

HACNS658Pt
HACNS658Mmul

1|4° 1|50 1‘60 1|70 1|80 0 'IIOO 2|1 0 2|20 2|30 2|40 2|50

HACNS658Hs
HACNS658Pt
HACNS658Mmul

2IBO 2|80 300 3|1 0 3|20 0

1
HACNS658Hs n ic|
HACNS658Pt . ,
HACNS658Mmul

B HACNS96Hs
HACNS96Pt
HACNS98Mmul

HACNS96Hs
HACNS96Pt
HACNS96Mmul

HACNS96Hs
HACNS96Pt
HACNS96Mmul

C HAR202Hs

HAR202Hn
HAR202Pt
HAR202Mmul
HAR202mm
HAR202Gg AT
HAR202Dr

HAR202Hs
HAR202Hn
HAR202Pt
HAR202Mmul
HAR202mm
HAR202Gg
HAR202Dr

HAR202Hs
HAR202Hn
HAR202Pt
HAR202Mmul
HAR202mm
HAR202Gg
HAR202Dr

HAR202Hs
HAR202Hn
HAR202Pt
HAR202Mmul
HAR202mm { T A { C TG
HAR202Gg & AGHTH- ------ TG
HAR2020r [CEBGEICGC - - - - = = = - s e e s e e e e e ammmmm



Capitulo |

Figura8. (A) Alineamiento del elemento HACNS658 con las secuencias ortélogas de chimpancé
y macaco(B)Alineamiento del elemento HACNS96 con las secuencias ortélogas de chimpancé
y macaco(C)Alineamiento del elemento HAR202 con las secuencias ortdlogas de humanos
arcaicos, chimpancé, macaco, raton, pollo y pez cebra. Las bases conservadas se muestran
sombreadas en azul y las sustituciones e inserciones en escala de celeste. Los recuadros rojos
muestran las sustituciones humaespecificas.Los recuadrosverdes las sustituciones
chimpancéespecifica Los recuadros amarillo las sustituciones macaco esgecl| recuadro
naranja nuestra la base polimoérfica en humanos modernos y la base presente en humanos
arcaicos.

humano

chimpancé
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Figura9. Expresién de EGFP lds distintos elementosrtélogos del HANCS96 a 24 (derecha) y
48 (izquierda) hpfSe muestra una sola lingapresentativa por secuencia analizadara
comparar todas las lineas Véigura suplementaria.

Al evaluar la actividad del HAR202 de macaco (202Mmul) se ve que su actividad es
igual a la de su ortdlogo de chimpance, el 202Pt (FifyOxaya que dirige la expresion
de EGFP a las mismas regiones anatémicas, particularmente al encéfalo y medula

espinal.

Andlisis funcional de distintas secuencias ortélogas de vertebrados del HAR202

El elemento HAR202, tal como se describié en la intoidm, es un elemento que se
encuentra altamente conservado en el linaje de los vertebrados, incluyendo a peces
0seos como el pez cebra (Tabladd la Introduccioh Para analizar si distintas
secuencias ortdlogas de vertebrados modelo funcionan comoharcer
transcripcionales clonamos los elementos ort6logos del HAR202 de ratdon

(HAR202mm), pollo (HAR202Gg) y pez cebra (HAR202Dr). Como se ve en |®Figura 1
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la funcion directora de la transcripcion del HAR202 se encuentra altamente conservada
en los distinbs linajes de vertebrados probados. Tanto los elemento ortélogos de
raton, como el de pollo y el de pez cebra tienen funcionalida@rtgancer No solo

eso, sino que, ademas, dirigen a las mismas regiones anatémicas en los dos estadios
analizados (24 y 48pf). Es decir, que solo el elemento humano (HAR202Hs) es el

Unico que posee una diferencia en su funcion.

humano

neanderthal

chimpancé

macaco

pez cebra

FiguralO. Expresion de EGFP de los distintos elementos ortélogos del HAR202 a 24 (derecha) y
48 (izquierda) hpf. Se muestra una sola linea representativa por secuencia andiaada.
comparar todas las lineas Véigura suplementarid.

La secuencia del HAR20@nmano presenta 6 de las 7 sustituciones nucleotidicas que
son diferentes a la secuencia de chimpancé que son compartidas con humanos
arcaicos. En efecto, la secuencia del HAR202 en humano arcaico (HAR202Hn) presenta

una base de diferencia menos con el chamcé respecto del humano (A/T en
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humanos y T ancestral para el polimorfismo rs79570848, §g. Esta base de
diferencia entre humano y neandertal es polimoérfica en humanos, pero esta fijada
dentro de los individuos arcaicos secuenciad@sifer etal. 2014) Esta base
polimérfica se encuentra, principalmente en personas de Asia de este (A=0.795,
T=0.205, The genome Aggregation Datablasle etal. 2016) A=0.824, T=0.176, 1000
Genomes Project) y en menor medidn poblaciones americanas (A=0.94 T=0.06, The
genome Aggregation Database; A=0.96 T=0.04, 1000 Genomes Project).

A diferencia de los otros elementos probados en el transcurso de este trabajo, el
elemento humano arcaico no fue amplificado por PCR paeceardel genoma para
usar como molde, por lo que fue sintetizado (GenScript, USA) previamente a ser
clonado en la construccion con el promotor minimo cFos y EGFP.

Otro resultado que se desprende de este experimento es que el elemento humano
arcaico (HAR2®) si es capaz de actuar coraphancer lo que resulta mas que
llamativo debido que entre el elemento humano moderno y el del arcaico solo hay una
Unica base de diferencia. Futuros experimentos deberan determinar, cual es el factor
de transcripcién que éaria actuando en este lugar, y si la sustitucidn causa que este

factor se deje de pegar o que un factor distinto comience a hacerlo.
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2DA PARTE: ESTUDIO DE LOS ELEMENTOS ACELERADOS DEINPASIEN DE
RATONES

Comportamiento del elemento acelerado naodificante HAR202Hs durante el

desarrollo embrionario en ratones transgénicos

El gelNPAS2s un caso notable en la evolucion humana. Por un lado, se encontr6 que
este gen contiene el agrupamiento mas grande de HAEs en el genoma h(aamm,
LépezLeal, etal. 2013a) Adicionalmente, se mostré que, al menos 9 de los 14 HAEs
presentes en intrones de NPAS3 son capaces de funcionar eshamcersen lineas
transgénicas estables de pez cebra, particularmente durante el desarrollo del sistema
nerviosa Sin embargo, la distancia evolutiva que existe entre el pez cebra y humanos
(450 millones de afioumar y Hedges 1998jnita la extrapolacion &lomo sapiens

de los resultados obtenidos en el modelo vertebrado. Por esta razon, con el objetivo
de explorar el impacto que los cambios filogenéticos experimentatiobbs NPAS3
HAEs pudieron tener sobre la evolucion del cerebro humano, el siguiente paso fue
estudiar en mas detalle la funcion y origen evolutivo de uno de estos elementos en un
modelo mamifero (particularmente, en ratdén). De entre los 14 HAEs de NBAS3,
seleccion6 el elemento HAR202 por lo visto en el apartado anterior. Este elemento
comprende 444 pb localizadas en el 5to intron de NPAS3 (chrl4:34,045,406
34,045,848, NCBI37/hg19; figurd)l
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Figurall Diagrama y alineamiento de la secuenciaeidiancerHAR202Hs. Esquema de la
region clonada en el transgén HAR202Hs conteniendo la region conservada descripta por el
programa PhastCons y el elemento HAR202. Conservacion entre vertebrados de la secuencia
del elemento HAR202Hs de acuerdo cotJ8IC$senomeBrowser Con asteriscos verdes se
indican las sustituciones humamhimpancé.

Con el objetivo de estudiar si el elemento HAR202 tiene la capacidad de actuar como
un enhanceractivo durante el desarrollo embrionario en un modelo mamifero, se
amplificaron por PCR 444 pb conteniendo completamente el elemento humano
HAR202 (HAR202Hs) y se clono rio arriba del promotor minimo del gen HSP68 de raton
regulando la expresion de la geina reportera lacfKothary etal. 1989) EI promotor
minimo usando en estos ensayos, en ausencia de elementos regulatorios adicionales,
es incapaz de promover la expresion del geportero durante el desarrollo
embrionario de ratén(Kothary etal. 1989) Ademas, este sistema ha sido usado
exitosamente para estudiar la actividad a@mhancersclonados rio arribade su
secuencia (Poulin etal. 2005; Kamm, Lopd=zal, etal. 2013b; L. F. Franchini at

2011)

Se generaron 4 lineas independientes de ratones transgénicos conteniendo esta
construccion que se analizaron a dia embrionario E11.5. Ademas, se estudio la
expresion de la proteina reportera a tres edades distintas del desarrollo embrionario
del raton: 105, 11.5 y 12.5 dpc en una linea transgénica seleccionada (figu&a A

pesar de que se observé cierta variabilidad entre lineas (probablemente debido a
diferencias en el nimero y la posicion de la insercion del transgén en el genoma), se
encontré que eklemento HAR202HSs tiene la capacidad de actuar comenhancey

activando la expresion de lacZ de forma consistente (en tres de las lineas) en varios

69



Capitulo |

dominios de expresion a E11.5. Particularmente, en 3 de las 4 lineas generadas se
observo expresion corsgente de la proteina reportera lacZ en diferentes lugares del
sistema nervioso en desarrollo, incluyendo el cerebro posterior y la médula espinal, en
las tres edades analizadas (Figug&A). En todas las edades analizadas se observo
expresion de lacZ el rombencéfalo y en médula espinal. Fuera del sistema nervioso,
se observo expresion de lacZ en la zona mesenquimal de los primordios de los
miembros, los ojos, entre otros (Figul®-A). Estos resultados demuestran que el

elemento HAR202Hs tiena tapaidad intrinseca de actumomo unenhanceractivo

Figural2 Lineas representativade ratones transgénicos mostrando el patrén de expresion

de lacZ. (A) Linea transgénica representativa de la secuencia HAR202bks estadios
embrionarios 10.5 dpc, 11.5 dpc y 12.5 df®) Linea transgénica representativa de la
secuencia HAR202Hn en embriones completos a 10.5 dpc, 11.5 dpc y 12.5 dpc. Referencias:

(re) rombencéfalg (pm) primordio mesenquimal del miembro, (me) meséfalo, (pe)
prosencéfalg (sc) medula espinal, (dpdies post coib. La barra representa 300um.

durante el desarrollo embrionario.

A

También se clon6 el elemento humano arcaico (que coincide con el polimorfismo
presente en ciertas poblaciones humanas actuales, HAR202Hn) con la construccion
HSP68/lacZ y se generaron en este caso 5 lineas transgénicas independientes y se

estudid su expresion en las mismas edades que el HAR202Hs (Fiyga 1
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Sorprendentemente, a pesar de tener una Unica sustitucion respecto al HAR202Hs, el
patron de expresid espacial de este elemento abarca otras regiones adicionales a las
ya vistas. Particularmente se vio expresion en el mesencéfalo y en el prosencéfalo a
10.5, 11.5y 12.5 dpc ademas de las expresiones ya vistas en el rombencéfalo, médula
espinal, ojos, pmordio de las extremidades y otros (Figur2BH). Todas las lineas
mostraron una expresion bastante consistente entre ellas. Solo una linea no mostré
expresion pese a ser positiva por PCR (Figsu) 1

Se puede discutir respecto a estas dos secuenciasacke si la region que nosotros
denominamos HAR202Hn, est& representando una region ancestral dentro del género
Homa Y si la region HAR202HSs, con su Unica base diferente aparecio juntamente con
H. sapiendhace 200000 afios. Lo que genera duda en este easal hecho de que

entre poblaciones humanas actuales se encuentran personas que poseen esta region
supuestamente ancestral. Como vimos, la presencia de este polimorfismo es bastante
reducida (4%, The 1000 Genomes) y ademas ha sido observada princigalneant
poblaciones del Asia y americanas originarias (17% y 4 %, The 1000 Genomes).
Podemos generar aqui entonces una hipotesis, que este polimorfismo haya sido
reintroducida enH. sapiens partir de hibridaciones con otras especies de Homo en
algun moment de la historia en que convivierghiu etal. 2015) Actualmente, existe
suficiente informacidon que documenta la cruza entre neandertales y humanos
anatomicamente modernos (HAMSankararaman edil. 2014; Prifer eal. 2014;

Vernot y Akey 2014; Gunz &t 2019)entre HAM y denisovand®l. Meyer etal. 2012;
Harmon 2012; Browning ell. 2018)y recientemere, de la cruza entre neandertales y
denisovanogSlon etal. 2018) Est® datos sustentan esta hipotesis. Es posible que el
uso masivo de técnicas de secuenciacion de genomas antiguos que esta siendo cada
vez mas utilizada arrojen mas datos que corroboren esta idea.

Hasta el momento, entonces, se pudo reproducir en ensayos con ratones transgénicos
parcialmente el resultado observado en los ensayos de expresion de peces cebra. Si
bien en el caso del HAR202Hn se reprodujo bastante bien lo observado en peces, en el
casode la secuencia HAR202Hs, no pudimos reproducir los resultados en ensayos de
peces cebra. En efecto, mientras que en el pez cebra no observamos expresion
consistente, en ratones en tres de las cuatro lineas analizadas pudimos documentar

expresion consistdr el gen reportero dirigido por la secuencia HAR202Hs. Pudimos
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por otra parte, reproducir que ambos elementos dirigen la expresion de manera
expresion diferencial. La Unica sustitucion nucleotidica presente en el elemento
humano moderno, si bien no modifi su funciérenhancer es capaz de modificar las

areas en donde es reconocido por los factores de transcripcién presentes en el raton.

Comportamiento del elemento acelerado no codificante HAR202Pt durante el

desarrollo embrionario en ratonefransgénicos

Con el objetivo de determinar si la evolucién acelerada en el linaje humano
experimentada por el elemento HAR202 (HAR202Hs) pudo llevar a un cambio
funcional en un modelo mamifero, se compar6 el patron de expresion producido por
este enhancercon los generados por regiones genomicas que contienen a los
elementos ortdlogos en chimpancé. Para ello, se generaron y analizaron a 11.5 dpc 7
lineas independientes de ratones transgeénicos conteniendo la region ortologa de 444
pb del chimpancé (Figura3L). Este elemento, que lleva el elemento ortdlogo en
chimpancé del HAR202 (HAR202Pt) se clono rio arriba del promotor minimo HSP68 de
ratén, dirigiendo la expresion de la proteina reportera lacZ.

El andlisis del patron de expresion de lacZ del eleméta®R202Pt a 11.5 dpc se
encontrdé que esta construccion produce un patron de lacZ con varias similitudes con el
patron observado para el elemento HAR202Hs (figuBgA)l pero también se
observaron diferencias entre las lineas. Por ejemplo, los dominiosxpieeson del
elemento HAR202Pt incluyen la médula espinal y el rombencéfalo de manera similar a
lo encontrado para el elemento humano (figuraQ@). Por fuera del SNC, se encontré
gue el elemento HAR202Pt dirige la expresion a los primordios de los miembrtos

0jos. En una linea en particular, ademas, se observé una fuerte expresion en el
corazén, y en otra se ve expresion en los miembros, pero en el area apical del mismo
adicionalmente a la region mesenquimal que se ve en las otras lineas.

Por otro lalo, encontramos 2 lineas que no mostraban ninguna expresion del gen
reportero, a pesar de tener el transgén en su genoma (determinado por PCR). Esta
ausencia de expresion podria deberse a qué se insertaron en regiones silenciosas del

genoma que inhiben sexpresion.
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Es interesante contrastar estos resultados con los obtenidos en el analisis realizado
con peces cebra transgénicos (ver apartado anterior). Por un lado, observamos que el
elemento humano es capaz de dirigir la expresion consistente del genteepan

tres de las cuatro lineas transgénicas de ratén analizadas (Figu#p fnientras que

en pez cebra las lineas analizadas no mostraron expresion consistente (Bigurarl

otra parte, el ortélogo de chimpancé, que presentaba una fuerte expre@dEaGFP en
prosencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo y cuerda espinal en el pez (F@Juen El

raton solo es capaz de dirigir la transcripcion de la proteina lacZ en medula espinal
(Figura B-C). Esta diferencia en los resultados obtenidos podria ergdigaor una

parte por la distancia filogenética entre los modelos de vertebrados utilizados que
presentan 450 millones de afios de distancia evolutiva. Esto podria resultar en una
diferencia en la expresion de los distintos factores de transcripcion necssaara

activar la expresion del elemento HAR202 en cada sis{@nzaCosano etl. 2012)
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A HAR202Hs

B HAR202HN

4

C HAR202Pt

Figura13. Andlisis de expresién comparativo entre los elementos HAR202Hs, HAR202Pt y
HAR202Mm en ratones transgénicos. Lineas independientes mostrando los patrones de
expresion de lacZ de los elementos (A) HAR202Hs, (B) HAR202Pt y (C) HAR202Mm en
embriones enteros de raton a 11.5 dpc. Referencias: (re) rombencéfalo, (pm) primordio
mesenquinal del miembro, (me) mesencéfalo, (pa) primordio apical del miembro, (sc) medula
espinal, (gd) ganglios dorsales, (c) corazdn, (af) arcos faringeos. La barra representa 300um.

También es necesario agregar que las construcciones que fueron microinyeetadas
los ratones difieren en su disefio respecto a las microinyectadas en peces cebra. No
s6lo en el gen reportero utilizado (lacZ en ratones, EGFP en peces), sino, y
principalmente, en el promotor minimo (Hsp68 en ratones, cFos en peces). El
promotor minimodel gen cFos de raton consiste en 94 pb 5° del gen que incluye al
TATA boxDorsky, Sheldahl, y Moon 200%) fue ampliamente utilizado para generar

construcciones transgénicas para probar regiones regulatorias, ya que es incapaz de
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dirigir la expresion por si misnfgawakami 2005)El promotor del gen Hsp68 de raton
consiste en la regior664 a +113 del locus, también es ampliamente utilizado y se
conoce que es incapaz de dirigir la expresion de lacZ sin una regién regulatoria
(Pennacchio eal. 2006) Si se sabe que este promotor es inducible por estrés con
calor, pero en ningin momento del protocolo los ratones fueron sometidos a este
estrés (Kothary etal. 1989) Quizas lo conveniente en este caso sea repetir los
experimentos en raton usando esta vez la misma construccion que usamos en peces
cebra para descartar esvariable.

Estudiando la region conservada aglhancerHAR202Hs se encontr6 que tiene un
99,8% de identidad de secuencia con el elemento ortélogo HAR202Hn (una Unica
sustitucion especifica en la region altamente conservada definida por el programa
PhasCons Figura8-C), contra un 98,4% de identidad de secuencia con la region
ortéloga presente en el elemento HAR202Pt (5 sustituciones especificas de los
humanos, y 3 sustituciones especificas de chimpance, f&y@a 99,8% de identidad

con la secuenciartdloga HAR202Hn. Esta informacion sugiere que las sustituciones
acumuladas en esta secuencia después de la separacion de los linajes que dieron
origen a los chimpancés y a los humanos podrian ser responsables de la adquisicion de
nuevos territorios de gxresion por parte del elemento HAR202HSs, particularmente en

la corteza en desarrollo. Analizando los cambios en los sitios predichos de union para
factores de transcripcion (tabla 3), se observa que entre las secuencias ortélogas de
chimpancé y humano deklemento HAR202 existen mdltiples cambios (ya sea
ganancias o pérdidas) en los sitios probables de unién para estas proteinas. Se
requerira trabajo adicional para estudiar cual/es de estos sitios (u otros aun no
identificados) son las responsables del cantieterotopico en el patron de expresion

de estos dognhancers

El dominio de asociacién topolégica TAD que contiene al locus del EAS3

contiene también a los 14 HAEs

Nos propusimos analizar si existen evidencias que sugiera que los-NRES&starian
en efecto interactuando con el promotor de este gen y regulando su expresion. En

nuestra busqueda de posibles elementos reguladoreN8AS3gue muestren una
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evolucion epecifica del ser humano, surge la duda acerca de si los HAESs localizados en
los intrones del gemMNPAS3los cuales ya conocemos que son capaces de actuar como
enhancersde la transcripcion, soenhancergle este gen; es decir, si IBPASHAES

gue poseerfuncion deenhancerdirigen la expresién dBPAS3Se ha demostrado que

el genoma esté organizado en estructuras jerarquicas e@@Bletal. 2013; Rao «l.
2014)que probablemente desempefan un papel clave en la regulacion de genes. Los
TADs (topologically associating domairpor sus siglas en inglés) son estructuras
cromosomicas en 3D que, se piensa, permiten acercar los elementos reguladores
distales al promotor de cada gen al que regu{@m etal. 2013; Mifsud eal. 20L5;
Sanyal etl. 2012) Las técnicas basadas en la Captura de Conformacion de Cromatina
(3C) han comenzado a revelar detalles moleculares de la organizacion nuclear en
células eucarioticagDekker etal. 2002) Hoy en dia esta claro que cada cromosoma
ocupa un espacio separado en el nudcleo laterfase, conocido como "territorio
cromosomico”, que se divide en vecindarios o compartimentos distifitizberman

Aiden etal. 2009) Dentro de cada compartimento, los dominios de as@on
topologica (TAD) limitan las interacciones de la cromafidiaon etal. 2012) Dentro

de cada TAD, las interacciones de la cromatina entre los elementos reguladores ¢
distales se producen de una manera dependiente del tipo de célula y tejido para
permitir la modulacién de la actividad del promotor por EshancergDryden etal.

2014)

Para obtener evidencia acerca de la interaccion de los NPAG3 y el promotor de
NPAS3 analizamda region gendémica donde se encuentra ubicado el geNBAS3
utilizando datos deexperimentos de Hi C de distintas 6rganos Yy tejidos y de distintos
estadios del desarrollo. La técnica de-Gipermite cuantificar las interacciones entre
todos los pares de fragmentos posibles simultaneamente en un ensayo de captura de
la cromatina, extendiendo los resultados obtenidos con la técnica de 3C donde se usa
la PR para cuantificar las interacciones solo entre dos fragmentos especificos. La
secuenciacion del material producido por ensayos deC Hiroduce mapas de
interacciones de todo el genoma. Estos mapas son los que definen los limites de los
TADs

Para determinael TAD que incluye al g&PAS3itilizamos datos generados a partir

de HiC de tejidos (adulto: hipocampo, higado, bazo, pulmén, ovario, corteza
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prefrontal, Schmitt etal. 2016 fetal: corteza en desarrolldyon etal. 2016y células
(linfocitos B, progenitores neuronales, células madre embrionaBesmitt etal. 2016)
humanos.

Encontramos que el TAD que incluye al JEAS se extiende por casi dos megabases

en el cromosoma 14 del genoma humano (Hg19; chr14:3304880Q0000). Al cruzar

esta informacién con nuestra base de datodHfEs, encontramos que hay 16 HAEs en

el NPAS3TAD, de los cuales 14 corresponden a nuestros HAEs estudiaddgl)(Rigs

otros 2 HAEs, el HAR144 y el HACNS780, se ubican en regiones intergénicas. Como se
ha demostrado que la mayoria de las interaccionearren dentro del mismo TAD
(Dixon et al 2013), es probable que estos HAEs interactien con uno de los sitios de
inicio de la transcripciohNlPASITSS) para regular su expresion (k. Sin embargo,
también observamos que hay otros genes ubicados emisimo TAD que NPAS3
(AKAPG, parcialmente y EGLN3). Es de notar que estos genes poseen una sintenia
sumamente conservada, pudiendo rastrear su origen hasta peces cartilaginosos. En el
caso deAKAP6 su TSS se ubica por fuera PASITAD, por lo que podniaos
descartar una posible regulacion por parte deNBAS3HAES comenhancerglel gen

AKAPG6 Por otra parte, el TSS del ge®NL3e ubica dentro del TAD y no podemos
descartar que lo8IPAS3HAES regulen al gdfGNL3

Escala 1 Mb} | hg1g
chri4: | 33,500,000] 34,000,000] 34,500,000| 35,000,000]

celulas ES [ NN
Cort. prefr. aduito | N N
Higado adulto | NN
Prog. neuronales [N
Pulmon adulto [N
Bazo adulte [
Corteza fetal
Hipocampo adulto [N
Linfocitos £ |  AIEIN
ovario adulto N
HAR144 |
HARSE |

HACNSBSE |
HACNS430 |

HAEs

HAR189 |
HACNSS53 |

HAR21 |
HACNS221

HAR173 |
HACNS35 |

HAR202 |
2xHAR.142 |

HARB3 |
2xHAR.223 |
2xHAR.157 |
2xHAR.122 |
HACNS780

AKAPS b , , . ———— S
P ass] t T T T PR EaPP

SNX6 tHitE

Figurald. NPAS3TAD contiene 16 HAEs. Diagrama que muestra el locus de AKAP6, NPAS3 y
EGLN3 en el cromosoma 14 (14913.1) del genoma humano (hgl9; modificado después de la
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captura desde el navegador del genoma UCSC). Se observa la ubicacion de los 14 HAEs
intrénicos estudiados y los 2 intergénicos. Toda la regién estd ubicada dentro del mismo
dominio asociado topolégicamente, segun lo determinado mediante los datos de
conformacion cromosémica de células madre embrionarias (ES), progenitores neuronales,
linfocitos; hpocampo, higado, pulmén, baso, ovario, corteza prefrontal adultos (Schmitt et al
2016); corteza en desarrollo fetal (Won et al. 2016).

Estudio de marcas epigenéticas en el locus de NPAS3

Mucho de lo visto hasta este punto muestra que varios deNIBAS3HAEs funcionan
comoenhanceren los distintos ensayos de expresion probados. Por Iglgueguiente

gue quisimosver, fue si estos elementos regulatorios se comportan de igual manera
en un sistema de expresion enddgena juntamente con todo su entorno. Para ello nos
enfocamos en la tarea de buscar distintas marcas epigenéticas relacsocada
funciones regulatorias g podrian, de esta manera, darnos una idea de como se
comportan estos elementos.

Para eso buscamos en bases de datos de marcas epigenéticas disponibles, informacién
acerca de marcas compatibles con la funcion en la regulacién transcripcional para los
14 elementos NPASBAEs. Utilizamos informacion de bases de datos producidas a
partir de chipsegs de Histona 3 trimetilada en la lisina 4 (H3K4me3, sefal de cercania
de regiones promotoras), Histona 3 acetilada en la lisina 27 (H3K27ac, sefal de
cercania deenhancer} la exonucleasa DNase | (sefial de proteinas unidas al ADN), el
represor transcripcional CTCF (sefial de sitio de unién al ADN de la piiawiltzdor
CTCF) y la proteina p300 (proteina que se usitias enhancetsTabla 5Visel, Rubin,

y Pennacchio 2009; Nost al. 2013)

Tablab. Sefiales de marcas epigéneticas encontradas en distintas bases de datos.

Tipo de . , .. .
P Tipo de células o tejido Referencia
marca
HAR96 DNasel célulasH7hESC Encode
HACNSG65! DNasel célulasHthESC Encode
H3K27ac mesencéfal@mbrion ratén Encode
HACNS49¢ . . .

DNasel prosencéfalo embridn raton, retina embrion raton Encode
HACNS55: H3K4me3 neuroesferas derivadas de eminencia ganglionar fetal humana Encode
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H3K27ac musculo fetal humano, cerebro humano adulto, fibroblasfmesen@&falo adulto ratén Encode, Nord

et al, 2013
musculo fetal humano, mesencéfalo humano adulto, tallo cerebral humano adulto
fibroblastos, timo fetal humano, médula espinal fetal humana, astrocitos, cerebro-

DNasel . X . . : . Encode
humanos, miembros fetales humano, prominencia facial embrionaria humano,
fotorreceptoresretina humano, pulmén fetal humano

HAR21 Encode

HACNS22: Encode

HAR173 DNasel cerebro fetal humano (568,72 y 76 dias), mesencéfalo adulto humano, miembros Encode
humano

H3K4me3 cerebro fetal humano (semana 20) Encode

H3K27ac células gliales radiales humanpsysen@&falo embrién ratéon (E11;615,5) Ezfgld(;ol\igrd

cerebro fetal humano, rifién fetal humano, medula espinal fetal humano, retina fet
HACNS96 DNasel humano, primordio miembro embrién raton (E11,5), retina embrién ratén (E14,5), Encode
prosen@falo ratén embrién (E14.5), tubo neural ratén embrién (E11,5), prominenc
facial emlniéon (E11,5)
p300 Corteza cerebral fetal humana (semana 20) V'SZ%I 1eAE al

H3K27ac miembro embridn ratén (E11;613,5)yombencéfaloraton (PO) prosen@&falo raton Encode, Nord
adulto (P7, P21, P56) et al, 2013

DNasel ce_IuIas ES hur_n,anas,’lntestlno raton adulto, miembro embrién ratén (Epdraprdio Encode

HAR202 miembro embridn ratén (E11,5)
CTCF células K562 (linfoma) Encode
p300 Corteza cerebral fetal humana (semana 20) Vlsz%llei al
2xHAR142 Encode
H3K4me3 BE2C (neuroblastoma) Encode
H3K27ac células ES humanas, células iPS Encode
HAR89

DNasel corteza cerebelar humano adulto (78 y 84 afios), cerebro fetal humano (85, 96, 1( Encode

104, 105, 109, 112, 117, 12 dpc), medula espinal fetal humana (59, 22,38Ihc)
2xHAR223 DNasel cerebro fetal humano (568, 72, 76 dpc) Encode
2xHAR157 Encode

Humano:hipocampo adultd73 afios), aorta toricica adulto (54 afos), sustancia

nigra adulto (81 afios), ovario adulto (30 afios), l6bulo temporal adulto (75 afios),

H3K4me3 gastrocnemio medial adulto (54 afios), esfinter gastroesofagico adulto (53 afios), Encode
oY HARL2? caudado adulto (81 afios)rtaria coronaria adulta (53 afios), fibroblasto de pulmén,
X

cingulate gyrus adulta (75 afios), angular gyrus adulta (75 afios)

Humano: hipocampo adulto (73 afios), sustancia negra adulto (81 afios), ndcleo
H3K27ac caudado adulto (81 afios), l6bulo temporal adulto (75 afios), cingulada gyrus adul Encode
anos), area frontal medigi6afios y 81 afios)
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Humano: medula espinal fetal (59, 72, 87,89, 96, 105, 106, 113 dias), pulmén fete

dias y 58 dias), rifion fetal (85 dias), médula oblongata adulta (78 afios y 84 afios

musculo fetal (113 dias), rifién fetal (115 dias), timo fetal (97 dias), cerebro medi

adulto (78 afios y 84 afios), testiculo fetal, ovario, cerebro fetab@@ias),

mesodermo cardiaco fetal, piel del cuerpo fetal (82 dias), retina fetal (74 dias y 8t

estdmago adulto (96 dias), estdmago fetal (96 dias), extremidad fetal (56udizs),

fetal (112 dias), pons adulto (78 afios), células madre neuronales, glandula supra

fetal (85 dias), natural killers de células adulto (34 afos), gyrus temporal superior

adulto (84 afios), intestino grueso fetal ( 103 diag)elper adulta (33 afs), B célula
DNasel adulta (43 afios). Raton: miembros embrion (E11,5, E14,5), mesencéfalo embrion  Encode
(E14,5), miembro inferior embrién(E11,5), retina embrién (E14,5), cerebro embri¢
(E18,5), prominencia facial embrionaria (E1Ir&nbencéfaloembrion (E11.5),
primordio miembro anterior embrion (11.5 dias), mesodermo embrion (11.5 dias)
cerebro medio embrién (11.5 dias), tubo neural embrién (11.5 dias) ), cerebro pos
embrion(14,5 dias), cerebro anterior posnatal (0 dias), retina postnatal (7 dias)y,ace
anterior embrién (14,5 dias), cerebro medio posnatal (O dias), timo postnatal (0O di
adipocito,pulménembrién (14,5 dias), células d#iller posnatales (12 dias), corazor
postnatal (0 dias), estdmago postnatal (O dias), pulmén postnatal (0 dias), retina «
(8 semanas), prominencia facial embrionaria (14,5 dias), fibroblasto (8 semanas)
Humano: Células epiteliales del plexo coroideo, células B adulto, fibroblastos de €
adultos (24 afios), fibroblastos prepucios postnatales, monocitos, células epiteliale
esofago, células epiteliales mamarias, fibroblastos de arteria pulmonarbliistos de
piel de adultos (22 afios), fibroblasto de pulmén fetal (12 semanas), fibroblasto de
pulmon, células epiteliales pigmentarias retina, fibroblasto de piel de la pierna fete
semanas), células epiteliales del tubulo proximal, fibroblasto dediladulto (45
afos), fibroblasto cardiaco, misculo esquelético adulto (22 afios), astrocito de la
médula espinal, fibroblasto de la dermis, célula muscular cardiaca, osteoblasto,
fibroblasto de glandula mamaria, astrocito, fibroblasto de pulmén (11 ad&safios),
gueratinocito, fibroblasto cutaneo, células epiteliales renales, células epiteliales
bronquiales, células epiteliales mamarias (50 afios), astrocito del cerebelo, bazo ¢
rifién adulto (22 afos, 27 afos y 35 afios), pancreas adulto. Ratdbencéfalo
posnatal (0 dias), higado embrién (14,5 dias), rifién postnatal (0 dias), pulmén po
(0 dias), mesencéfalo posnatal (0 dias), intestino postnatal (0 dias), higado postn:
dias), pulmén embrién (14,5 dias), corazén adulto (8 semanasinagb postnatal (0
dias), corazén postnatal (0 dias), intestino delgado (8 semanas), higado (8 semar
cerebro anterior postnatal (0 dias) ), fibroblasto embrionario (13,5 semanas), cere
(8 semanas), bulbo olfativo (8 semanas), rifién (8 semanas)lanésea (8 semanas),
testiculo (8 semanas), pulmén (8 semanas), placa cortical (8 semanas), timo (8
semanas), macréfago de médula 6sea (8 semanas)

CTCF Encode

De los distintos elementos acelerados, sobresalen por la cantidad y el tipo de marcas el
HANCS96, el HANCS553, el HAR202, el HAR89 y el 2xHAR122. En efecto, el elemento
HACNS96 presentaarcas que correlacionacon actividadenhancercomo H3K27ac

en células gliales radiales humanpgsen@falo del embrién de ratén (E11[15,5), o

p300 en corteza cerebral fetal humana (semana 20) (Tabla 5). Esto pareceria indica
gue tanto en raton como en humano esta region funcionaria cemoancer Estos

datos sumados a la evidencia de nuestro laboratorio que indica que este elemento
habria ganado funciéenhanceren el linaje humano lo convierte en un candidato ideal

para un estudio detallado a través de la generaciébn de ratones transgénicos y

mutantes.
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Del mismo modo las marcas epigenéticas en el elemento HAR202 (H3K27ac: miembro
de embrion de raton (E11,613,5), rombencéfalo de raton (PPjpsen@falo de ratén

adulto (P7, P21, P56), Tabla 5) apoyan nuestros resultados que indican que este
elemento se compwa como un fuerte activador. Sin embargo, experimentos de p300
indican que este elemento uno este factor en la corteza humana de que estadio (Tabla
5). Nuestros experimentos no muestran que este elemento sea activo en este tejido
durante el desarrollo emimonario, por lo menos el polimorfismo mayoritario
(HAR202Hs). Mas experimentos de este tipo seran necesarios para estudiar esta

discrepancia.

Generacion de ratones mutantes portadores de una delecién del elemento HAR202

Consideranddos resultados de kensayos de expresion obtenidos en peces cebra y
en ratones transgénicos portadores de las secuencias de HAR202, nos planteamos
investigar la funciéon del HAR202 enddgeno actuando en su propia localizacion en el
genoma en la transcripcion del gelNPAS3 Nuestros ensayos en peces cebra
mostraron que el elemento HAR202 ortélogo en raton (HAR202mm, Figuctia

como enhancer de la transcripcion. Por lo que decidimos generar un ratdbn mutante
para la region conservada que contiene al ortélogo del HAR2Q2aton. Para ello se

hizo uso de la técnica de edicion génica CRISPR/Cas9. Se disefiaron y generaron guias
de ARN dirigidas a los extremos de esta region conservada (Efgjura

Una solucién conteniendo las guias disefiadas juntamente con el ARNm dama en
Cas9 fue microinyectadan cigotos de ratdn y posteriormente transferidos al Gtero de
hembras pseudoprefiadas donde se desarrollaron hasta el nacimiento. Los animales
fueron genotipificados y observamos que hubo generacion de ratones mutantes

portadores de la delecion (Figur®)l
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Escala 200 bases | | mm10
chriz: | 53,846,300| 53,846,400| 53,846,500| 53,846,600] 53,846,700| 53,846,500| 53,846,900] 53,847,000|
Gen

Region clonada HAR 20 2rmr |
Elemento original IEG_ |

Secuenciaciones ratones mutantes

Npas3

RatonBh
RatonBa
Raton17c
Raton1 7, [
Raton 17 | -
Raton14 I
Ratond
Raton |~
Ratons | NNGE
Raton 10 | -
Raton1 02
e 0|
Guias1 I Guiasz [

1 Conservacion vertebrados

Figural5. Region del gen de Npas3 de raton que fue eliminada. Se ven la region
HAR202mm, la regién acelerada en humanos del HAR202 tal como fuera ider
originalmente (Pollard et al 2006), las guigitizadas (Guial y Guia2) y los resultadc
las secuenciaciones de los ratones microinyectados nacidos comparadas
secuenciacion de un raton de tipo salvaje (WT).

De 17 ratones nacidos, 7 poseian algun tipo de mutacion en su genoma en la region
esperada. Puede verse que las diferentes deleciones no fueron del mismo tamafio
(Figura B). Eso puede deberse a que no todas las guias son iguales de eficientes a la
hora de sefalizarle a la enzima CAS9 donde debe de cortar. En este caso se ve que a
Guia2, fue mucho mas eficaz que la 1.

Otra particularidad de este resultado es que se ven mas de un tipo de delecion para
ciertos ratones. Los ratones 6 y 10 presentan ambos dos tipos de deleciones
diferentes. El raton 17, sorprendentemente, presenta 3, il que posee 3 alelos
distintos. La explicacion que le damos a esto es que la enzima Cas9 debié de haber
cortado mas de una vez y en distintos estadios embrionario; es decir en un estadio de
una célula y, al menos, en un estadio de dos células causam@lcanimal sea un
mosaico, que presenta células con distintos genotipos (efecto mosaico).

De los 7 ratones mutantes solo el raton 5 tuvo la delecién esperada para las guias
disefiadas. Por esta razdn conservamos a este raton para generar nuestra colonia.

Este ratobn (macho) no tuvo problemas evidentes para alcanzar la madurez sexual e,
incluso reproducirse. Para evitar posibles problemas de efecto mosaico (las
secuenciaciones se realizan a partir de ADN extraido de muestras de tejido de la oreja
del ratén,lo que nada nos dice del genotipo de las células germinales), se cruzé con un
ratbn hembra de tipo salvaje wild typey se conservaron los ratones F1 que poseian

la delecién esperada. A su vez, estos ratones F1 heterocigotas para la delecion fueron
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cruzads entre ellos y se observé que también se pudieron reproducir sin problemas y
criar a su prole (F2) hasta la edad del destete. Las camadas F2 contienen generalmente
en la misma camada ratones de tipwild type (NPAS3 M, heterocigotas
(NPASEAR292y y mutantes NPASBAR202hHAR20S hara |a regi6n ortdloga en ratén del
HAR202 y son los utilizados para la realizacion de los experimentos funcionales.
Observamos que, en su aspecto exterior los ratones portadores de la mutacion son
ratones normales qué npresentan ninguna particularidad a simple vista, son capaces
de reproducirse y de cuidar a sus crias. Por lo que, al menos a grandes rasgos, la falta
de este elemento, que sabemos que es regulador de la transcripcion por los ensayos
de peces cebra, no paceria estar afectando la vida normal de estos ratones.

Estos ratones estan siendo investigados a partir de ensayos de hibridacién in situ, PCR
cuantitativas, inmunohistoquimica, etc. para explorar la funcion del HAR202 en la
expresion del geNPAS3 Estosensayos son tendientes a detectar algun tipo de
fluctuacion en los niveles y areas de expresiOmMN@ASZn los ratones portadores de

la mutacion en relacion con ratones de tipo salvaje.
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INTRODUCCION ESPECIFICA

Trachealessel gen ortdlogo deNPAS3®n mosca

Los genes paralogos en vertebradéBAS3/ NPASIerian aparentemente ortélogos

del genTracheales¢Trh) de Drosophila melanogasteicompartiendo 45% y 42% de
identidad de secuencia aminoacidica cbin, regpectivamente(Brunskill etal. 1999;

Pieper etal. 2005)(figura 1, A y B). A diferencia de los gemdRAS3y NPAS]1se
conoce relativamente bien launcion deTrh Este gen, que abarca aproximadamente

30 kpb del cromosoma 3L d& melanogaste(Marygold etal. 2012) es un factor de
transcripcion de la familia bHEPAS esencial para el desarrollo del sistempiratorio

de D. melanogaste(Wilk, Weizman, y Shilo 1996; Chung, Chavez y Anz2idéd) Este
sistema esta compuesto por un conjunto de tubos interconectados (o traqueas) que
surgen desde las placas traqueales, un grupo de células ectodérmicas que se forman a
cada lado de diez segmentos embrionarios (abarcando desde el segundo segmento
toraxico hasta el octavo segmento abdominal). Las células de cada placa se invaginan y
dan lugar a la formacion del arbol traqueal. La estructura basica se asemeja a la de los
pulmones, con tubos formados por células epiteliales que se ramifican por los cuales
se transportan oxigeno directamente a los 6rganos inteff@sung, Chavez y Andrew
2011)

En embriones de mosca, la expresion Tl se puede detectar inicialmente en los
ndcleos de las células que daran origen a las trdqueas, luego en las células en
migracién que formaran los tubos del sistema traqueal y finalmente en las tragueas ya
formadas (estadios embrionarios -I15). Adicionalmente, se observa expresion en las
células de los ductos de las glandulas salivares (estadiQMiy), Weizman, y Shilo
1996; Chung, Chavez, y Andrew 20Hstudios realizados en embriones de mosca
mutantes mostraron que, en ausencia @i, no se forman las placas de la traquea

no ocurre la invaginacion desde los primordios de las tragueas conduciendo a una
completa ausencia del sistema respiratorio de la mq¥¢dk, Weizman y Shilo 1996)

Por otro lado, la expresion ectépica d@ehtiene la capacidad de inducir la formacion

de placas traqueales ectépicas. El inicio de la exjmede Trh depende de estimulos
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externos, pero una vez iniciada su expresion, entra en un circuito de autorregulacion
gue garantiza el mantenimiento de los niveles de expresion de este factor de
transcripcion(Wilk, Weizman, y Shilo 1996Adicionalmente,Trh regula la expresion

de todos los genes conocidos que intervienen en la formacion de trdqueas @sda m
(entre ellos el gen ortdlogo en mosca de kibroblast growth factor receptorde
vertebrados Breathlesy (Chung, Chavez, y Andrew 201Ppr otro lado, entre los
estadios embrionarios 186 comienza la expresién dehen sistema nervioso central.

En particular, se detecta expresion del ARN mgmsaen el cordén nervioso ventral y

en el cerebro de las mosc@Bomancak eal. 2002, 2007)Sin embargo, se desconoce

la funcién de esteen a nivel del sistema nervioso en desarrollo de la mosca.

A
Trh
NPAS3
NPAS1
Tango
‘ [ ARNT
PER
HIF1¢

e | EPAS1

I SIM1

L SIM2

B
SECTEN'  'ECTws

Trh 100% 100% 100%
NPAS3 94% 75% 53%
NPAS1 71% 7% 40%
SIM1 80% 65% 32%
SIM2 78% 65% 34%
HIF1a 69% 48% 30%
EPAS1 66% 48% 30%
PER1 1% 28% 26%

Figura 1. NPAS3 y NPAS1, los homélogos murinos del gen de Drosophila Trh. (A) Arbol
filogenético de los genes de la familia bHRAS: los genes humanos NPAS3 y NPAS1 estdn mas
relacionados con el gen Trh de D. melanogaster mientras que la proteina ARNT esta mas
relacionado con el gen Tango de la mosca de la fruta. Adicionalmente, se muestran las
relaciones conotras proteinasRS I FF YAt AL GlF€Sa 02Y2 tows
Porcentajes de identidad de secuencia entre los miembros de la familia-PAEHNPAS3
comparte mayor similitud de secuencia aminoacidica con Trh en los dominios bHEA yPAS
PASB. Modificado de (Zhou et al. 2009).
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Patron de expresion d&IPASZn el sistema nervioso de mamiferos

En mamiferodNPAS3e expresa abundantemente en el sistema nervioso en desarrollo
tanto en ratones como en humand@Brunskill etal. 1999; Gould y Kamnasaran 2011)
donde se observan altos niveles de expresion en el tubo neural, neuroepitelio y, en
etapas posteriores, en la capa neopallial de la corteza. Fuera del sistema nervioso, se
observa expresion de NPAS3 en pulmones, corazén, miembros, piel y riBomeskill

etal. 1999; Zhou etl. 2009) Ya en adultos, se observa expresion de NPAS3 en los
nucleos de pequenastierneuronas inhibitorias uniformemente distribuidas a lo largo

de todo el sistema nervioso central. Resultados obtenidos de combinar la deteccion de
NPAS3 con la de distintos marcadores en el sistema nervioso de ratdbn muestran que
NPASS3 se expresa castlesivamente en neuronas que sintetizan el neurotransmisor
inhibitorio acido gammaminobutirico (GABA). Mientras que no se detecto la
presencia de NPAS3 en células gliales. Por otro lado, el numero de células que
expresan NPAS3 excede, casi en un ordemagnitud, al de las células que expresan

NPASI1ErbelSieler etal. 2004)

Andlisis de ratones mutantes del getpas3

Estudios realizados sobre ratones mutanteside se trunco la expresion dépas3
(Npass™ ) mostraron diversos defectos en el sistema nervioso y en otros sistemas
(ErbelSieler etal. 2004; Brunskill edl. 2005; Zhou edl. 2009) Por unlado, los ratones
Npass¥ presentan una baja viabilidad. Dentro de las primeras horas después del
nacimiento, las criablpass” muestran un intenso jadeo y se vuelven cianéticas. Para
las 48 horas de vida, el 95% de estas crias muere, mientras que el 100% de sus
hermanos heterocigotas para la version truncada del gen u homocigotos para el locus
no afectado, sobreviven. La causaldealta letalidad de las cridépass™ se atribuye
principalmente a defectos severos en el desarrollo de los alvéolos con un posterior
desarrollo de bronquiectasia (una condicién donde ocurre una dilatacibn anormal e
irreversible del arbol bronquiakZhou etal. 2009) Por otro lado, en las camadas que

fueron cuidadas por madres mutantdpas3’ también se observé una altaortalidad
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de las crias (independientemente de su genotipo en el locuNpEs3 debido a
carencias en el cuidado parent@drbeiSieler etal. 2004; Brunskill etl. 2005)

Entre otra de las caracteristicas, los ratom¢sas3” pesan un 20% menos que Sus
hermanos de genotipo salvageheterocigotos y esta diferencia en el peso se mantiene
durante toda la vida(ErbeiSieler etal. 2004; Brunskill eil. 2005) Entre las
anormalidades morfolégicas halladas en los ratoNpas3” se incluye alteraciones en

el patron de foliacion del cerebelo, hipoplasia y defectoscdeectividad del cuerpo
calloso, ensanchamiento del tercer y cuarto ventriculo y del ventriculo lateral,
reducciéon de tamafio del hipocampo anterior, entre ot(@unskill etal. 2005) Con
respecto a los defectos comportamentales, se encuentra que los rathipass™
desarrollan comportamientos motores estereotipadd&rbelSieler etal. 2004)
presentan hiperactividad, defectos en la coordinacion motora y en la memoria de
reconocimiento y muestran una respuesta alterada frente a situaciones de ansiedad
(Brunskill etal. 2005) También se encontraron perturbaciones en las vias de
sefalizacion dopaminérgicas, glutamatérgicas y serotoninér@frasskill etal. 2005)

Estos estudios ponen de manifiesto el rol esencial de Npas3 tanto a nivel estructural

como funcional del cerebro.

NPAS3un gen cuya disfuncion esta asociada al desarrollo de esquizofrenia y otras

patologias del sistema nervioso.

Actualmente, diferentes estudios en humanos asocian ciertas variantes genéticas
presentes en el locus que contiene NPAS3con una mayor susceptibilidad a
desarrollar esquizofrenia y otras enfermedades neurolégicas en hun{&eogamin S.
Pickard efal. 2006) La primera evidencia de dicha asociacién se report6 al hallar que
una translocacion reciproca entles cromosomas 9 y 14 que ocasionaba la disrupcion
la secuencia de NPAS3 entre los exonéspgro no afectaba a ningln gen sobre el
cromosoma 9, estaba presente en una familia afectada de esquizofrenia severa (figura
2, A). La madre y la hija afectadasien la translocacion t(9;14)(g34;q13) pero no
estaba presente en el padre no afectado. De expresarse, la prediccion del producto
proteico de este gen truncado seria una proteina conteniendo el dominio de

interacciéon con el ADN bHLH y de dimerizacion ®&8jamin S. Pickard at. 2006)
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pero carente del dominio-€&rminal de transactivacion (y posiblemente de alguno de
los dominios PAS tambié(lamnasaran ail. 2003; Ben S. Pickardadt 2005)(figura

2, B). Como la haploinsuficiencia d&IPAS3no tiene evidentes consecuencias
funcionales sobre el fenotipo de ratones mutantes a nivel del sistema ner{kobet

Sieler etal. 2004) una de la hipotesis que surgen es que el cerebro humano, a
diferencia del de ratén, podria ser mas sensible a la disminucién en la carga génica de
NPAS3Sin embargo, si se observaron defectos en la estructura alveolar de ratones
heterocigotas pra el alelo truncado deNpas3 (Zhou etal. 2009) Una segunda
posibilidad sostiene que la translocacion observada en la familia afectada de
esquizofrenia podrigenerar la expresion de una version de NPAS3 capaz de actuar
como dominante negativa Dado que los miembros de la familia bFRAS deben
dimerizar con si mismos o con otros miembros de la familia para poder ejercer su
funcion, la expresion de una proteirtapaz de unirse al ADN y dimerizar (por medio
de sus dominios basicos y HRPAS, respectivamente) pero carente de sus dominios
regulatorios podria ocasionar el secuestro de los miembros proteicos necesarios para
la dimerizacion formando complejos no fumecales sobre el ADKErbetSieler etal.

2004; Benjamin S. Pickardadt 2006)

Punto
Translocacion
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Figura2. Rearreglo genémico en el gen NPAS3 presente en el cromdsamano 14 en una
familia diagnosticada con esquizofrenia severa. (A) ldeograma representando la translocacién
reciproca t(9;14)(g34.11;913.1) observada en la madre e hija afectadas de esquizofrenia. (B)
Esquema indicando el sitio del rearreglo cromosémafectando al locus de NPAS3.
Adicionalmente, se muestran los dominios funcionales codificados por los exones de NPAS3.
Modificado de (Pickard et al. 2005).
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Por otro lado, recientemente, se identific6 una mutacion puntual (un cambio
nucleotidico G por A)rela region codificante de NPAS3 quesegregaba con
esquizofrenia en una familia humana. La mutacion identificada esta en el exon 8 del
gen y da lugar a un cambio aminoacidico valina por isoleucina en la posicion 304
(V304l). Esta mutacion estaba presenen los tres miembros afectados de
esquizofrenia de esta familia y ausente en los miembros restantes. Ensayos funcionales
mostraron que, cuando se expreso la proteina NPAEBH en neuronas primarias de
raton hubo una disminucion significativa del creiginto de las neuritas respecto de la
expresion de la proteina salvaje, brindando evidencia del impacto funcional de esta
mutacion podria tenefYu etal. 2014)

Adicionalmente, existen varios trabajos que reportan la asociacion de diversos
polimorfismos dentro del locus deNPAS3 con enfermedades psiquiatricas,
principalmente esquizofrénica y desorden bipdlEuang e@al. 2010) Por ejemplo, un
estudio de cas@ontrol encontré asociacion entre mdultiples alelos presentes en
intrones de NPAS3con una mayor probabilidad de desarrollar esquizofrenia y
desorden bipolafPickard etl. 2009) Mas recientemente, un estudio de asociacion de
escala gendmica (GWAS, pgenomewide association studi¢sde variacion con
desorden bipolar, encontré que 10 polimorfismos de sitio Unico presegrestrones

de NPAS&staban positivamente asociados con esta condi(Maber etal. 2011)

NPASY el desarrollo craneofacial

La holoprosencefalia (HPE) es la malformacion estructural coéndn del cerebro
anterior humano y también afecta el desarrollo de estructuras craneofaciales. HPE
aparece en 1 cada 250 gestaciones, pero en solo 1 de cada 8,000 nacimientos vivos
(Lacbawan eal. 2009) Se han mapeado varios loci para HPE a sitim®mosoémicos
especificos y, en algunos casos, se han identificado los genes responsables. HPES8
(Holgprosenefalia locus 8) se asigna a 14q13 y se define entre los marcadores D14S49
y AFM205XG5 (FiguBa Kamnasaran edl. 2005) Las personas que llevan deleciones

en HP8 presentan una amplia gama de defectos en el sistema nervioso central que van
desde la holprosenefalia alobar (la forma mas gmyven la que el cerebro no se

separa) hasta una morfologia del SNC casi nofifeahnasaran adl. 2005) Ademas,
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la morfogénesis facial también se ve afectada y las personas suelen pnesent
microftalmia, coloboma (malformacion ocular), dismorfia fadidbhmnasaran el.
2005) falta de tabique nasal y labio y paladar hendido con agenesia de premaxila y
vomer en casos extros (Segawa eal. 2007) Tres genes ubicados en esta region,
Sorting Nexin §SNX6)NPASY C140RF1{Chromosome 14 Open Reading Frampg 11
se han sefialado como posibles candidatos para la &80 ya ha sido menciado,

el factor de transcripcioMPAS3se expresa principalmente en el cerebro humano
(Gould y Kamnasaran 201yl yaton (Brunskill etal. 1999) En dos de los tres modelos
de ratonesknockoutparaNpas3reportadosen los ultimos afiogBrunskill etal. 2005;
ErbelSieler etal. 2004; Zhou etl. 2009)se observaronproblemas de desarrollo
cerebral, sin embargoninguno de estos estudios informd, por el contrario, anomalias
craneofaciales en ratones deficientes Bpas3 lo que arroja dudas sobre BIPAS3

como un gen candidato para la HPE ligada a HPS8.

chri4 (a13.1-a13.3) RYERE I ISIE] Taail.2 14012 M 14021 1 CERE o2 1 CEE I o2 . | EERESS) 5 Ioe4 AEEEEE o1, 1 14051 SN 1402 2 32.33|

Escala 1 Mo} { he3s
chrld: | 33,589, 006 34, 006, 006| 34,508, 006| 35, 006, 060 35,508, 006| 36, 608, 006| 36,508, 006| 37, ooe) 06|
Chromosome Bands Localized by FISH Mapping Clones
140131 14013.3
140132

I GENCODE v29 Comprehensive Transcript Set (only Basic displayed by default)
$ t FL2 RPS4 S BRMSIL |

NPAS3 b } ; | SPTSSA H cFL2 | SRPS4 Hil PSMAG M INSM2| MBIF || NKx2-1) MIPOLY k-
E6LNE H EAFP Wl BAZ1A M- PPP2R3C M NFKBIA | SFTA3HH PAXa |
SNXE i FAMI77A1 RALGAFAL HH-HHH--HE- NKX2- |
AL121594 .1 psjrfon sLcashat

KIARG3L beaded

Figura 3. Regién del cromosoma 14 en donde figuran, con lineas verdes verticales, los
marcadores moleculares que definen el area propuesta palecebde HPE8 (Kamnasaran et
al., 2005).

En este sentido,lgez cebra es una herramienta poderosa para estudiar shmello

del craneo y la cara en vertebrasl(Schilling y Le Pabic 2009a quevarios genes
clave que participan en el desarrollo de estructuras craneofaciales se han descubierto
inicialmente usando este modelo anim@&lelick y Schilling 200 or lo tanto, en este
estudio, buscamos determinar la importancia funciondl @#dlogo de NPAS3le pez

cebra fpas3 en el desarrollo craneofacial.
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Estudios funcionales en peces cebra: uso de morfolinos

Una forma répida de estudiar el rol de un gen particular durante el desarrollo
embrionario consiste en reducir los niveles de expresion de su ARNm. Un método
particularmente eficiente y sencillo es utilizar morfolinos antisentido para inhibir o
reducir los niveles de expresion de un determinado mensajero en peces cebra
(Nasevicius y Ekker 200@os morfolinos son derivados sintéticos del ADN con dos
modificaciones principales: 1) el anillo de desoxirribosa de 5 atomos de carbono es
reemplazado pown anillo morfolino con 4 atomos de carbono, uno de nitrégeno y
uno de oxigeno; 2) el enlace anionico fosfodiéster es reemplazado por una unién no
i6nica fosforodiamidato (Bedell, Westcot, y Ekker 201{fjgura 4). Los morfolinos
consisten en oligonucleotidos de aproximadamente 25 bases que actian via
complementariedad de bases con el ARNm blanco. En pez cebra se utilizan dos tipos
principales de morfolinos (MOs): los morfolinos que bloquean la traduccion y los
morfolinos que bloquean el procesamiento del mensajero (particularmengplaing.

El primer tipo de morfolino (MOs traduccional) se une por complementariedad de
bases con la regién 5" no traducida (5"UTR por sus siglas en inglés) del mensajero
blanco impidendo el ensamblado del complejo ribosomalpgr lo tanto, previniendo

la traduccion. Por otro lado, el mecanismo de accion de los morfolinos de
procesamiento (MOs de splicing) consiste en bloguear la maduracion dé&iRiven
inhibiendo la formacion de logomplejos delspliceosoma(Bill etal. 2009) Los
diferentes tipos de MOs tienen usos complementarios a la hora de estudiar la funcién
de los genes en pez cebra. Rorlado, los MOs de splicing solo inhiben los mensajeros
sintetizados de novo por el embrion. Mientras que, los MOs de traduccién son capaces
de inhibir tanto los mensajeros cigéticos como los maternales, cubriendo de esta
forma, fenotipos tal vez enmasaeatos por los mensajeravaternos(Bill etal. 2009)

En general, los fenotipos producidos por los MOs se analizan durante los tres primeros
dias del desarrollo embri@mio del pez cebra. Sin embargo, muchos estudios reportan

gue los efectos de los MOs pueden perdurar hasta los 5diasnel etal. 2003)
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Figurad. Oligonucleétidos antisentido de morfolinos y sus mecanismos de accion. (A) Los MOs
estan compuestos parnidades de anillos morfolino unidos por enlaces fosforodiamidato y las
mismas bases que tiene el ADN. El mecanismo de accidén de los MOs consiste en: (B) impedir
en splicing normal o (E) bloguear la traduccién. Los MOs disefiados contra el sitio donor (SD)
de splicing inhiben la unién del complejo U1, impidiendo la formacion del lazo y finalmente
promoviendo la incorporacién del intrén (C). La incorporacién de un intron frecuentemente
produce la finalizacién prematura de la traduccion y la degradacion éekajero por el
sistema de nonsensmediated decay. Los MOs disefiados contra el sitio aceptor (SA)
funcionan te6ricamente previniendo la unién de la proteina U2AF, necesaria para reclutar el
complejo de splicing U2 (D). Los MOs traduccionales se uneiinadEG o a las secuencias
5'UTR de los mensajeros impidiendo de esta forma el escaneo de la subunidad ribosomal 40S
y/o formacion del complejo ribosomal completo (F). Figura modificada de Bill et al. 2009.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

El gen NPAS3uega un papel clave en el desarrollo y funcionamiento del sistema
nervioso en mamiferosAdemas,ha sido postulado que también participa en el
desarrollo craneofacial pero nunca ha sido probadohlpétesis de trabajo de este
capitulo propone que el gerNPAS3 participa al mismo tiempo del desarrollo del

sistema nervioso y del desarrollo craneofacial.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Estudiar la funcion d&IPAS3n pez cebraun modelo vertebrado que ha sido
ampliamente utilizado para estudiareges que participan en el desarrollo
craneofacial y del sistema nerviosBara ello se realizaran experimentos de
genética reversautilizando una serie de morfolinos dirigidos contra el
mensajero del gey también la generacion de peces mutantes carenegste

gen a través de la técnica de CRISPR/Cas9.

1 Comparar mutantes del geNPAS3n peces cebra con mutantes en ratones

generados también a través de la técnica de CRISPR/Cas?9.
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RESULTADOS

Estudios filogenéticos para identificar el ortologéPAS3 / th del pez cebra

Identificamos al supuesto gen ortdlogo de NPAS3 en el genoma del pez cebra como el
gen ENSDARG000001098@bicado en el cromosoma 1TI17:9248874 9952341)).

Con el fin de analizar la relacion filogenética entre el supuesto ort6loghR&ES3
encontrado en el pez cebra y los genes previamente identificados de mamiferos,
vertebrados e invertebradoBIPAS3/trh realizamos un analisis filogenético completo.
Nuestro andlisis filogenético muestra que el ortélogoNfeAS3dentificado en el pez
cebra ENSDARGO00000079182; npaadrupa con los genes previamente identificados
como NPAS3le los vertebrados. Ademasn el pezcebrael ortdlogo del gerNPAS1
como el genENSDARG00000015876; npésitura 5y Figira $). Mas adn, nuestro
arbol filogenético (Figs y Fig.) muestra queNPAS3y NPASIse derivan de una
duplicacion detrh que probablemente se produjo en la duplicacion del genoma
completo que ocurrié en el linaje de vertebrados, hace unos 500 millonediade a
(Dehal y Boore 2005Como muchos genes, ambos genes ortologosrileNPAS ly
NPAS3se conservaron en el genoma de los vertebrados probablemente para cumplir
diferentes funcionegStanco etl. 2014) Como solo se ha encontrado un ortélog®

trh en el céfalocordad®ranchiostoma florida€Li, Lu, y Yu 2014¢sto respalda la idea

de que el evento de duplicaci@ue generd estos genes ocurrio después de la division

de las ramas que conducen a los vertebrados.
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Figura5. Arbol filogenético de ortdlogos y paralogos de NPAS3 de la familia de proteinas
bHLHPAS. Reconstruccion filogenéticsandoel métodoNeighborjoiningde la familia NPAS3

/ trh basada en la alineacion de secuencia multiple de longitud completa de 123 especies
utilizando el método de sustitucion de aminoacidos de JdaramdorThornton (JTT). Para la
alineacion de la secuencia, se aplicométodo de eliminacion parcial (corte de cobertura del
95%) para dar cuenta de los sitios faltantes. Se llevd a cabo una pruebaotitrap de
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flogenia (1000 repeticioneslas ramas de vertebrados de los paralogos NPAS3 / trh se
colapsaron para mayoraridad (ver arbol completo en laigura suplementari®). Barra de
escala: 0.1 sustitucion / sitio.

Expresion deNpas3durante el desarrollo del pez cebra

Para describir en detalle el patron de expresiomgas3durante el desarrollo del pez
cebra, realizamos hibridacionesn situ de cuerpo entero Whole mount in situ
hybridzation, WMISH) e hibridaciones situ encortes de criostato (ISH) desde 3 horas
después de la fecundacion (hpf) hasta 5 dias después de la fecundacion (dpf) usando
una ribosona paranpas3especifica descrita anteriormen{&amm, Lopeteal, etal.

2013a) Nuestros resultados muestran qugpas3se expresa desde muy temprano en

las larvas de pez cebra. De 3 hpk(&élulas) a 24 hpipas3se expresa ubicuamente

en las lavas en desarrollo (Fi). Un dia después (48 hpf), el patrén de expresion se
restringe a estructuras y tejidos especificos (6iG:l). A 48 hpfnpas3esta altamente
expresado en todo el sistema nervioso central, incluido el cerebro y la médula lespina
(Fig.6 G, H). También observamos la expresion en el ojo, el corazon y particularmente
en las estructuras craneofaciales, incluidos los arcos branquiales y el techo de la boca
(Fig.6 G, ). A los 3 dphpas3continué expresandose abundantemente en etho

bucal y los arcos faringeos, y también en el corazon y las aletas pectoral&s](Riy.

En el SNC, la expresiéon del ARNmngdas3estaba presente en el telencéfalo, el
diencéfalo (incluyendo el tAlamo y el hipotalamo), el tectum o6ptico y el rombencéfalo
(a saber, en el bulbo raquideo, FIgA-F) y también en la médula espinal (Fig>-H).
También observamos alta expresion en @l @fig.7 A, B). Fuera del SNC, observamos
alta expresion en el corazon (FiC, D). La expresion dépas3demostré ser muy
estable, ya que se expresa abundantemente dos dias después (5 dpf) en el cerebro y
también en los arcos branquiales, ojos y cora@ig.6 M-O). En eENCen desarrollo,

las areas de alta expresion incluyen el telencéfalo, el tdlamo, el hipotalamo, la tectum
Optica, la médula y la médula espinal (Fig-O). Ademas, detectamos la expresion
sostenida denpas3en los ojos, arcos braguiales (Fig6 M, O y Fig.7 I-K), aletas
pectorales (Fig7 N) y corazon (Fig.L). En esta etapa, también notamogas3ARNmM

en la vejiga natatoria (Fig.O).
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Figura6. Patron de expresion del gen npas3 del pez cebra en diferentes etapas de desarrollo.
(A-D) Microfotografias representativas de ensayos de hibridacion in situ de montaje completo

gue muestran el patron de expresion del gen npas3 en vista latef@),(dorsal (G, J, M) y

ventral (I, L, O) desde 3 (A), 6 (B) 18 (C), 24 (D, E, F), 48 (G, H, I), 72 (J, K, L) y 120 hpf (M, N, O).
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La expresion de npas3 en los arcos branquiales en desarrollo, el corazon y la vejiga natatoria se
muestran con puntas de flecha negraflechas negras y puntas de flecha rojas,
respectivamente.
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Figura7. Expresiorde npas3 en el sistema nervioso central y estructuras craneofaciales en el
pez cebra. Arriba: Dibujo de pez cebra de 72 hpf que indica (barras rojas) la ubicacion
aproximadade las secciones coronales que se muestran a continuacid) kAicrofotografias
representativas de ensayos de ISH en cortes de criostato coronal que muestran el patrén de
expresion del gen npas3 a 3 dpf. Se observa alta expresion en el cerelitpy(A médula

fin

espinal (F, G, H). Ademas, npas3 se expresa en el o0jo, el intestino, los arcos branquiales, la

boca, etc. En el medio: Dibujo de 120 hpf de larvas de pez cebra que indican (barras rojas) la
ubicacién aproximada de las secciones coronales que sestram a continuacion. D)
Microfotografias representativas de ensayos de ISH en cortes de criostato coronal que
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NPAS3uega una funcion clave en el desarrollo de pez cebra.

Para estudiar el papel dgpas3en el desarrollo de peces, buscamos modificar el nivel
de expresion de este gem vivo (knockdowrn. Con este objetivo, disefiamos y
probamos dos oligonucleétidos as¢intido especificos contra ARNm deas3 El
primer morfolino (MO1) se disefié para unir el codén de inicio del ARNas3
(morfolino bloqueante de la traduccion) y el segundo oligonucle6tido (MO2) se dirigio

al sitio de corte y empalmesglicing entre elexén 3 y el intrén 4 de este ARNm
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(morfolino bloqueador delsplicing (Fig.8 A). Comenzamos inyectando diferentes
concentraciones de soluciones de morfolino en embriones-decdlulas. Encontramos

qgue la menor concentracion probada (0.28M) no afectd lasupervivencia de
embriones inyectados con MO1 o MO2 en comparacion con animales no inyectados
(denominados de tipo salvaje; WT) o embriones inyectados con un volumen igual de
solucién de tampén (control) a 24 dpf (fraccion media de supervivencia deupesgr
embrionarios a 24 hpf + SEM: MO1 = 0,88 + 0,04, n = 290; MO2 = 0,79 + 0,11, n = 300;
control = 0,94 + 0,02, n = 280; WT = 0,92 £ 0.01, n = 290; P> 0.05 para todos los
contrastes; prueba de KrusKdlallis seguida de las pruebas posteriores de Dunn).
Laeficacia de los MOs depas3fue evaluada por varios enfoques. Disefiamos dos
pares de primers para evaluar posibles anomalias en el splicing del exén 4, sitio de
accion de MO2 (figur8 A). Los experimentos de ffTCR usando estos dos conjuntos
diferentesde primers revelaron la aparicion de una banda de 100 pb mas pequeia que
la del corte y splicing correcto, probablemente correspondiente a la exclusion del exon
4 (FiguraB B, flechas). Esta banda anomala fue especifica para embriones tratados con
el MO gte interfiere con el splicing. Ademas, los ensayos de transferencia Western que
usan un anticuerpo contraNpas3 mostraron la presencia de una banda
inmunorreactiva al peso molecular esperado (~ 100 kDa) en las dos condiciones de
control ensayadas (Fi@ C, carriles 1 y 2). Sorprendentemente, no hemos podido
observar niveles de proteina detectables en muestras de larvas inyectadas con MO1
(Fig.8 C, carril 3). MO2 tuvo un efecto similar pero la reduccion en la protéfraes3

no fue tan completa (Fi@ C, caril 4). Estos resultados indican una caida efectiva del
gen objetivo por ambos MO, siendo el MO1 el mas eficiente.

Posteriormente, se realiz6 un analisis fenotipico de larvas de 3 y 5 dpf tratadas con
morfolinos npas3 0,75 >M (larvas morfantes). Observamoque una proporcion
considerable de larvas morfantes mostraba agrandamiento de su pericardio (50% Yy
33% de animales inyectados MO1 o MO2 respectivamente) y defectos craneofaciales
severos (91% y 66% de animales tratados con MO1 o MO2) (Fig. 9 B, TDyAFRB) a

3 dpf. A 5 dpf, encontramos que el 50% de las larvas tratadas continuaron mostrando
una expansion de su pericardio (Fig. 9 C y Fig. 10A). Ademas, una gran mayoria de las
larvas inyectadas desarrollaron hidrocefalia (75% y 88%os embriones yectados

con MO1 y MO2 correspondientemente) (FgB y C). Ademas, alrededor del 75% de

100



Capitulo 1

los morfantes mostraban defectos en la mandibula y otros elementos craneofaciales
(Fig.9 C y Figl0B) y una gran mayoria de los peces inyectados con MOs no imflaro
vejiga natatoria (94% y 88% de los embriones inyectados con MOl y MO2
correspondientemente) (Fig® C, flechas rojas y Fi@0 D). Por el contrario, estos
defectos rara vez o nunca se vieron en animales no inyectados 0 en peces inyectados
solo con salcion tampoén a 3 o 5 dpf (F@B, C y FiglOA-D).

Para probar la especificidad, los embriones se trataron con una dosis subdptima de
cada MO (es decir, un nivel bajo que no provoca un fenotipo en si mismo), solo o en
combinacion, y su fenotipo analia. Solo cuando ambos MOs fueron coinyectados a
una concentracion no efectiva, los embriones exhibieron caracteristicas previamente
vistas en los morfanteapas3(Fig.11y Fig.5 B), incluyendo cola curvada, defectos

craneofaciales, edema pericardico, ®jpequefos e hidrocefalia.
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Figura8. Efecto del tratamiento con MO en el splicing y expresion del ARNm de npas3. (A)
Representacion esquematica del gen npas3. Las flechas representan sitios de recocido para
primersdisefiados para detectar anomalias en el splicing del exon 4. (B) AnalisiP@RRIE

y LJI & oeactiBa en larvas de-8pf inyectadas con MO o soluciéon de control. Las flechas
denotan un producto de una banda de menor peso molecular de lo esperado. Cadtrarse

analizé en presencia (+) o ausencjade retrotranscriptasa. Los marcadores moleculares se
muestran a la derecha. (C) Ensayo de transferencia Western de la expresion de la proteina
npas3 en embriones tratados cordpf. Betatubulina se emple&omo control de carga. Los
marcadores de peso molecular se representan a la derecha.
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Figura 9. Defectos morfolégicos de larvas tratadas con morfolinos npas3. (A) Dibujo
esquematico del gen npas3 del pez cebra de acuerdo con la base de datessembl
(www.ensembl.org) que muestra el sitio de unién predicho para MO1 y MO2 en el ARNm de

YLI d0od 6.0 aAONRTF2023INF FNIFIA NBLINBaSyidliArdra RS
de MO1 o MO2, control (control) o peces no inyectados (WT) a 3 (B) o 5 (Crsiffechas

negras indican ventriculos cerebrales agrandados e hidrocefalia. Las puntas de flecha negras
muestran defectos craneofaciales. La ampliacion del pericardio esta indicada con puntas de

flecha rojas y la vejiga natatoria inflada por debajo epresenta con flechas rojas. (D)
Microfotografias representativas que muestran tincion de cartiegdde alcian en morfantes

npas3 y animales de control a 5 dpf en lateral (panel superior) y vistas ventrales (panel central)
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donde es posible apreciar l@cos faringeos o después de disecar larvas para exponer el
neurocraneo (panel inferior). ep: placa etmoidal; t: téabla; pc: paracordales; m: cartilago de

Meckel; pg: palatocuadrado; hs: hiosimpléctico; ch: ceratohial; los nimeros indican los arcos

bray lj dzA I £ S&a 2 f2a& OF NINfIl32a OSNIG20NIYyljdZAl £ Sao

Edema de pericardio Deformidad o ausencia de mandibula inferior

100% q
90% 4
80% 1
70% 1
60% {
50% 1
40% 1
30% 1
20% A
10% 1

0% A

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

S.MO SI MO1 MO2 S.MO Sl MO1 MO2
(n=47) (n=56) (n=48) (n=60) (n=45) (n=37) (n=48) (n=50)

S.MO SI MO1 MO2 S.MO S. MO1 MO2
(n=47) (n=56) (n=48) (n=60) (n=45) (n=37) (n=48) (n=50)

Porcentaje de embriones de pez cebra

3.dias 5.dias 3.dias 5.dias
HPresente W Ausente HPresente M Ausente

Hidrocefalia Vejiga natatoria inflada

100% 100%
90% 90%
80% 80%
70% 70%
60% 60%
50% 50%
40% 40%
30% 30%
20% 20%
10% 10%

0% 0% T T T

S.MO3dias Sl 3dias MO13dias MO2 3 dias S.MO5dias Sl 5dias  MO15dias  MO2 5 dias
(n=47) (n=56) (n=48) (n=60) (n=45) (n=37) (n=48) (n=50)

Porcentaje de embriones de pez cebra

B Presente ™ Ausente W Presente ™ Ausente

Figura10. Andlisis cuantitativo de defectos morfolégicos de larvas tratadas con morfolinos
npas3. (A) Porcentaje de larvas que muestran agrandamiento de su pericardio y defectos
craneofaciales (B) a 3 y 5 dpf. (C) Porcentaje de larvas que muestran hidrocefalia a 3 dpf y
vejiga natatoria inflada por debajo de 5 dpf (D).
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Figura 11. Especificidad de los morfolinos npas3. Fenotipo de larvas de pez calph 3
inyectadas con dosisubdptimas (sub) de MO1, MO2 o una combinacion de ambas. Las
condiciones de control también se muestran. Las flechas negras denotan ventriculos
cerebrales agrandados e hidrocefalia. Las puntas de flecha negras muestran defectos
craneofaciales mientras qua ampliacion del pericardio esta indicada con puntas de flecha
NeEa2lFad . I NN RS Saolftl uHpn>Y®d

Elknockoutde Npas3produce un fenotipo similar al de losnockdown

Recientemente, la edicion del genoma se ha convertido en facilmente disponible
gracias ala implementacion en biologia molecular de la tecnologia derivada del
sistema inmune procasnte, conocido como CRISPR/Cas9. Este método permite una
modificacion genética especifica y precisa y se ha aplicado con éxito a varios modelos
animales, incluidosatones, ratas, ranas, gusanos y peces cdébraang efal. 2013)

Con el fin de estudiar mas a fondo la funcionng@s3 disefiamos varias guias Unicas

de ARN (sgRNAdirigidos a los mismos exones que los morfolinos, es decir, el exén 1y
el exon 4 (Figl2 A y Fig.13 A). La microinyeccidén de estos ARN guia condujo a la
aparicion de larvas de 3 dpf con ojos pequefios, cola curva y edema cardia@@ (ig.

y Fig.13), caracteristicas que seguian siendo evidentes 2 dias después2(Bigy. Fig.

13). Todas estas anormalidades se parecian mucho a las observadas en los embriones
de morfantes denpas3(Fig.9 B, C). Un andlisis detallado del ADN gendémico de
embriones mutantes reveld la presencia de delecionespas3 varias de las cuales se
predice que alteraran el marco de lectura abierto del ARNm ya que incluyen al codén

de inicio y pueden conducir a unagteina truncada (figura2 B).
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A elg1l el1g2
—
NPAS3 II 1 II 212
Sutr_F i1 R

B I exon 1

5-AGGATCGCGGTGCGCGCTCGGGGATGATCAGGATCTTCCCGGA-3° WT (x8)
5-AGGATCGCGGTGC GGATCTTCCCGGA-3 A17 (x1)
5-AGGATCGCGG TGATCAGGATCTTCCCGGA-3* A14 (x1)

control control

. \

«

elg1+g2 elgl+g2

B!
NPAS3 mutant — NPAS3 mutant
E NPAS3 mutants
control mild moderate severe

lateral
view

m
ventral

view

top
view

Figura12. El knockoutde Npas3 induce un fenotipo similar al de los MOs. (A) Diagrama
esquemadtico de las guias de ARN utilizadas para generar mutaciones en el gen npas3. Ninguno
de ellos esta dibujado a escala. (B) Los resultados del analisis de genotipo realizado con
primersde PCR indicados en A. de larvas mutantes representativas que muestran deleciones
gue afectan a la region ATG de npas3 detectadas después de la comparacién con la secuencia
WT. (C) Embriones mutantes en 3 y (Blpbque muestran un fenotipo anormal. Lasimales

de control también se representan en la parte superior. (E) Tincién de azul de alcian de la larva
mutante. Los embriones (5 dpf) muestran diferentes niveles de gravedad en el fenotipo que se
pueden apreciar en las vistas lateral (panel superia@ntral (panel central) o después de la
diseccién para exponer el neurocraneo (panel inferior). ep: placa etmoidal; t: trabecula; pc:
paracordales; m: cartilago de Meckel; pg: palatocuadrado; hs: hiosimpléctico; ch: ceratohial;
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los nimeros indican los arsdbranquiales o cartilagos ceratobranquiales. Barra de escala
Hpn>Yo

A elgl  gle2 edgl  edg2
EN 23114115 1 612
B me ‘
WT = E*“'* ——
k . - )
D N
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a |
L M N oo s
edg1 % ; W : @;/ ‘ ; @'B—f//
| § : SR /
Q 7R 1B | g
edg2 | %ﬁ 3@?&” —_— ‘S;"/ 7
L | | l. g
B’ (ok
D’ E’
F’ G’ H’ Py g /
K’ L w’ R (0]
L= P =

P’ Q! R’

N e
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Figural3. Embriones mutantes-8pf y 5dpf que muestran un fenotipo anormal. (A) Esquema

del gen npas3 del pez cebra que indica la ubicacién aproximada de las guias en los exones 1y
4. Larvas 2Ipf (GN) wildtype (B, C), tratado con vehiculo (D, E), tratado con elgl-H)2 (G
tratado con e4gl (LP) y tratado con e4g2 (QU). Larvas-djg 85N ') wildtype (B, C) ',
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tratadas con vehiculo (D,' E ), tratadas con elgl +-K'jfratadhs e4gl (L-P ') y tratado con
e402 (Q1 Y40 . I NN} RS Saolftl wHpn>Yd

Npas3es importante para el desarrollo del sistema craneofacial y branquial.

Observamos que la expresién dpas3era particularmente alta en el desarrollo de
arcos branquiales y estructuras craneofaciales de larvas de pez ceb@XBiy. Fig7

B, IK). Se ha demostrado que las personas humagmasadoras de deleciones en la
regiéon genodmica de NPA%Snocida cono HPES) presentan problemas de desarrollo
del sistema nervioso asi como defectos craneofacigéemnasaran el. 2005;
Segawa eal. 2007) Teniendo en aenta esta informacion, decidimos estudiar con mas
detalle el desarrollo del tejido cartilaginoso presente en las estructuras craneofaciales,
incluyendo la mandibula y los arcos faringeos realizando tincion con azul de(Blcian
C. Birdy Mabee 2003; Solomon at. 2003)en pecesknockdownand knockoutde
npas3.Las larvas morfantes de 5 dpf mostraron atrofias y malformaciones severas en
sus elementos les cartilaginosos, incluida la ausencia casi total de todos los arcos
faringeos (Figur@ D). Por otro lado, los componentes cartilaginosos del neurocraneo
se vierm menos afectados por los MOs dpas3,se formaron estas estructuras, pero
con alteraciones en su morfologia (Fig.D). Las malformaciones fueron mas
draméticas en peces tratados con MO1, donde no se formaron las placas trabecular y
etmoidal. En el pezebra tratado con MO2, la placa etmoidal y la trabécula estan
presentes,aunque son sensiblemente mas cortas (figlrl). La tincion con azul de
Alcian de npas3KO mostré la aparicion de mutantes con diferentes grados de
compromiso con respecto al desatmlde arcos craneofaciales y branquiales (E&y.

D). Algunos embriones mostraban estructuras ligeramente mas pequefias con
conservacion de la forma (fenotipo leve) mientras que otros describian anormalidades
serias (fenotipo severo). En individuos severataeafectados, no se observan arcos
mandibulares o posteriores (Fit2 D). En el neurocraneo de fenotipos mutantes leves

y moderados observamos que la placa etmoidal y la trabécula gs&sentes,pero

son muy cortas (Fidl2 D) de forma similar a las sbrvadas en peces tratados con
MO2 (Fig9 D).
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NPASafecta la supervivencia en el pez cebra.

La determinacion de la tasa de supervivencia mostrdé que una gran proporcion (~ 70%)
de larvas inyectadas con el morfolino bloqueador de la traduccion (MO1) murid
durante el quinto dia después de fiecundacion(dpf), mientras que interferir con el
splicing(MO2) condujo a una mortalidad mas tardia ya que alrededor del 70% de las
larvas murieron entre 8 y 9 dpf (Fib4 A). Entre el dia 6 y el dia 10 la mayoria de los
peces morfantes mueren ya que no pudieron comer (EgA). Con respecto a los
embrionesnpas3mutantes, las curvas de mortalidad fueron menos pronunciadas, con
aproximadamente el 50% de las larvas que mueren a 5 dpf {Bid). Se ha
demostrado que los ratondspas3null muestran una mortalidad perinatal muy alta ya
gue el 95% de ellos mueresn las primeras 48 horas después del nacimig@ioou

et al. 2009) Sin embargo, en otro modelo de raténockoutde Npas3se ha indicado

gue la viabilidad se ve gravemente afectada, pero no se informan los porcentajes de
mortalidad (Stanco etl. 2014) En otros modelos de ratones no hay informes de una
mayor mortalidad, aunque los problemas de nidacion y cuidado de las crias redujeron
severamente la viabilidad de los cachar@runskill etal. 2005; Erbebeler etal.

2004)

A morphants B mutants
100 o g——g———g——o——o——0——0—o—x 100 1
———— 1
* o — —— 0 O O O—— 00—
80 - 80 -
o Iy
T 60 ) T 60 ]
g g
g =z
S w0 U%) 40 |
—o— WT .
| —— control -
20 —e— MO1 20 1 —o— control
—o— MO2 TTA— . 3 —e— elgl+g2
0 — T e (1) A— ‘ —_—
o 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 o 1 2 3 4 5 6 7T 8 9 10
Time (dpf) Time (dpf)

Figura 14. Tasa de supervivencia de embriones alterados. (A) Curva de supervivencia de
animales inyectados con MO o (B) sgRNA dirigidos hacia npas3. Las condiciones de control
también se muestran.
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La caida dé&pas3afecta eldesarrollo del sistema nervioso y la proliferacion neural.

Con el fin de caracterizar aun mas el papelng@as3en el desarrollo del sistema
nervioso, analizamos la expresion del marcador de desarrollo de neuronas HuUC/D en
peces tratados con morfolinagpas3 Descubrimos que, en comparacion con los peces
control, los pecefyectados con MO ddraduccion mostraron una disminucién
dramatica en la expresién de HUC/D a 3 y 5 dpf en la region dorsalesdeincéfalo
incluyendo el tectum Optico, el limite dekrebro medio y posterior (que incluye el
cerebelo), el rombencéfalo y la retina (Fi§y Fig.16).

Dado que la proteinaNpas3 de raton se ha implicado en la regulacion de la
proliferacion de progenitores neuronales en el hipocampo y también en elaéialo
(Piepe etal. 2005; Stanco el. 2014) evaluamos la posibilidad de que los embriones
morfantes tuvieran alteraciones en este proceso. Se analizaron las neuronas
proliferantes marcando conjuntamente las células en fase M (fosfohistona H3) y un
marcador neuonal (HuC/D). La cuantificacion del niamero de células reveldé una
reduccion considerable en las neuronas que se dividen en aquellos animales a los que

se les inyecto el MO que interfiere con la traduccion (MO1 15)g.
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Figurals. Efecto de ladisminucién en la expresion de Npas3 sobre la proliferacion neural. (A)
Cuantificaciéon de neuronas positivas a fosfohistona H3 (PHESBcortes de criostato de

embriones inyectados de 3 dpf **: p <0,01 en comparacién con el grupo WT (ANOVA de una

via segido de prueba de comparacién mdultiple NewrAdauls). (B) Imagenes confocales
representativas de animales de control o inyectados con MO que muestran marcaje de
fosfohistona H3 (células verdes, proliferantes) y HuC / D (rojo, neuronas). Los nimeros en la
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C

WT
WT

VHC

Figura 16. Efectos delknockdownde Npas3en el desarrollo del cerebro. Imagenes de
microscopia de fluorescencia representativa de secciones coronales de criostato de larvas de
pez cebra 5 dpf wt(A, C), tratadas con vehiculo (B, D), tratadas con el morfolino de splicing
(MO2; E, G) tratadas el nfolino de traduccién (MO1; F, H), mostrando marcaciéon de HuC/D

(A, B, E, F; rojo, neuronas) o DAPI (C, D, G, H, azul, nlcleo).
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Para explorar los mecanismos subyacentes a los defectos ferustipbservados en el

pez cebranpas3knockdownrealizamos estudios de hibridacié@msitude varios genes
previamente informados como objetivos ddPAST trh. De hecho, se ha informado

gue los efectos traqueales estan mediados por la regulacion de las vias de BGF en
melanogaste(Ohshiro, Emori, y Saigo 2002; Ohshiro y Saigo 1997)

Para identificar la via que estd regulada pmas3en el pez cebra, analizamos la
expresion de los receptores de Fgk1, fgfr3 y fgfr4 En peces morfantes dgpas3
observamos el aumento y la deslocalizacion de la expresiofyfde en el sistema
nervioso en desarrollo y los arcos branquiales en comparacion con los peces tratados
con vehiculo y de tipo salvaje a 3y 5 dpf (Efy. Por otro lado, la expresion digfr3 y

fgfr4 no se vio afectada por la reduccion nigas3a 3 dpf (Figl8).

Ademas, analizamos la expresion de los ligarigf® fgf8 y fgf10a Encontramos que

fgf3, fgf8 y fgflOase expresan fuertemente en estructuras en las ouas3esta
altamente expresado, como el neurocraneo y el viscerocraneo, particularmente en los
arcos branquiales a 3 y 5 dpf (figur8). Sin embargo, la expresidgf3, fgf8 y fgfl0a
permanece sin modificar en el pez cebra tratado (MO1 y MO2) en comparaci@i con
control (WT y control) a 3y 5 dpf (figut).

Extensos estudios biolégicos y genéticos moleculares han demostrado que las
proteinas Sprouty de D. melanogaster y mamiferos inhiben la sefializacion del receptor
tirosina quinasa rio abajo del FGHanafusa eal. 2002; Sasaki el. 2001; Sivak,
Petersen, y Amaya 2005; Tsang y Dawid 20®&8 ha demostrado un aumento de los
niveles de ARNm de Sprouty4 en el cerebro de ratdiess3KO(Pieper etal. 2005)
Luego, analizamos la expresiéon de los genes que coddanty 1y 4 (spryl; spry4

en el pez cebra tratado y controlado con MOmges3 Observamos quepryl y 4se
expresan ampliamente en todas las estruettidondenpas3se expresa en etapas de
desarrollo analizadas, como arcos faringeos, cerebro, boca, etc. Sin embargo, no
observamos diferencias en la expresion de los genes mencionados anteriormente en

morfante y tipo salvaje peces en las etapas analiz@eigs20).
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Figura 17. Npas3 regula
el patron de expresion de
fgfrl durante el
desarrollo del pez cebra.
Expresion de fgfrl a 3 dpf
(A, B) y 5 dpf (CJ) en el
embrion tratado con el
morfolino de splicing (E;
MO2) y el tratado con
morfolino de traduccion
(B, F, H, J; MO1), control
(A, D, G, ) y larvas de pez
cebra no tratadas (C).

5 dpf
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Figural8. La caida de Npas3 no altera el patron de expresién de fgfr3 y fgfrd. Expresién de
fgfrd (A, B, C, D) y fgfr3 (E, F, G, H) a 72 hpf en el vehiculoaunt(&, E), control (B, F) del
embrién tratado con el morfolino de splicing (C, G; MO2) y la traduccion morfolino tratado (D,
H; MO1) larvas de pez cebra.
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