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RESUMEN

La traduccion local de los RNAs mensajero (MRNASs) localizados en las
dendritas neuronales es un proceso altamente regulado que tiene un papel
importante en el desarrollo sinaptico y en la plasticidad neuronal. Se ha
identificado una gran variedad de mRNAs que son transportados a dendritas y
que son regulados localmente a nivel post transcripcional, mediante la
represion de la traduccion.

Recientemente se ha propuesto a la via de los microRNAs (miRNAs) como una
forma de regulacién fina de la traduccion de estos mensajeros, y por lo tanto
como participantes clave durante la funcion sinaptica.

El mRNA que codifica para la subunidad R1 del receptor de glutamato tipo
NMDA (Grinl) es un mRNA dendritico esencial para el funcionamiento del
receptor completo. Este receptor esta implicado en procesos de plasticidad
neuronal y en neurodegeneracion, por lo que el estudio de la regulacion de su
expresion es importante para entender su funcion en el sistema nervioso
central. Se ha sugerido que la expresion de la subunidad R1 se regula a nivel
post transcripcional, pero aun no se entiende el mecanismo involucrado.

El objetivo de este trabajo es evaluar la participaciéon de los miRNAs en la
regulacion de la expresion de Grinl.

El andlisis in silico de la secuencia del UTR 3’ del mRNA de Grinl muestra que
contiene una variedad de sitios probables de union a diferentes miRNAs
(MRES). En particular una region, que estd altamente conservada en diferentes
especies, localizada entre los nucle6tidos 266 y 552 (287 nt), contiene la mitad
de los MREs predichos en el UTR 3.

Para evaluar el papel del UTR 3’ en la expresion del Grinl, se fusion6 el UTR 3’
de rata al gen reportero luciferasa y la construccidén se expres6 en un contexto
neuronal y no neuronal. Adicionalmente, se analizé el papel funcional de la
secuencia de 287 nt conservada sobre la expresion del reportero. A partir de
estos resultados se estim6 cuales miRNAs podrian estar involucrados en la

regulacion post transcripcional del mensajero de Grinl.



INTRODUCCION

El sitema nervioso estd compuesto por dos tipos celulares, las neuronas y las
células gliales. Gracias a la comunicacion entre estas células se llevan a cabo
todos los procesos del sistema nevioso, por ejemplo la regulacién del
movimiento, la integracion de la informacion sensorial y el aprendizaje entre
muchas otras.

Las neuronas establecen contactos o sinapsis unas con otras, formando
complejos circuitos funcionales, y en algunos casos una sola neurona puede ser
contactada por otras neuronas a través de cientos o miles de sinapsis al mismo
tiempo.

Las sinapsis estan formadas por dos elementos: la neurona pre-sinptica y la
neurona post-sinaptica. Desde la pre-sinapsis se liberan los mensajes quimicos
que envian la informacion a la a la post sinapsis, en donde dichos mensajes son
decodificados. Esto confiere direccionalidad a la transmision de informacion.
Para que las sinapsis se formen, maduren y se seleccionen continuamente, es
necesaria la participaciéon de muchas moléculas localizadas en la vecindad post
sinéptica, incluyendo proteinas y RNA. Entre ellas se encuentran moléculas del

citoesqueleto, receptores, sefializadoras, entre muchas otras.
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Figura 1. A, partes de una neurona. B, microscopia electrénica de una sinapsis aislada (Israel
Pichardo). La flecha sefiala la densidad post-sindptica, conformada por receptores y por

Sinapsis
proteinas de citoesqueleto, de sefializacion y de andamiaje. Pre, pre sinopsis, Post, post
sinapsis.

La sintesis local de proteinas en las sinapsis dendriticas es un proceso muy
bien regulado, independiente del que se lleva a cabo en el soma celular. Esta
adaptaciéon sirve como una estrategia bioldgica para responder rapidamente a



cambios locales que ocurren so6lo a nivel de las sinapsis, sin depender de lo que
ocurre en el resto de la célula.

Se ha demostrado que este proceso es importante en fenédmenos como el
establecimiento del aprendizaje y la memoria (Sutton y Schuman, 2005).

Traduccion local en dendritas neuronales

Se han encontrado ribosomas, polirribosomas, RNAs de transferencia (tRNASs),
proteinas que regulan la traduccion, componentes del reticulo endoplasmico y
del aparato de Golgi, entre otros, en la cercania de las sinapsis (Bodian, 1965;
Gardiol et al., 1999; Kiebler y DesGroseillers, 2000; Krijnse-Locker et al., 1995;
Lowenstein et al., 1994; Steward y Schuman, 2001; Tiedge y Brosius, 1996;
Torre y Steward, 1996).

La sintesis de proteinas independiente del soma se ha demostrado en sistemas
libres de células como las fracciones subcelulares enriquecidas con
terminaciones pre y post sinapticas aisladas (llamadas sinaptosomas,
sinaptodendrosomas, 0 sinaptoneurosomas) (Autilio et al., 1968), y en
dendritas aisladas por microdiseccion (Miyashiro et al., 1994). Para que este
proceso ocurra se requiere que los RNAs mensajero (mMRNAs) sean
transportados a las sinapsis. Esto se ha observado en neuronas de diferentes
estructuras cerebrales y en cultivo, tanto de mamifero como de otros
organismos.

Los mRNAs son traducidos en la base de las espinas dendriticas después de la
despolarizacion sinaptica prolongada, de la accién de factores neurotréficos
como BDNF 6 NGF (Aakalu et al., 2001; Schratt et al., 2004; Twiss y Shooter,
1995), o después de la activacion de receptores metabotropicos de glutamato,
que encienden distintas cascadas locales de sefializacion (Weiler y Greenough,
1993). La despolarizacion prolongada de las neuronas inducida por altas
concentraciones de K' extracelular, aumenta la eficiencia de traduccion y la
localizacion de diferentes tipos de mRNAs en dendritas (Aakalu et al., 2001;
Twiss y Shooter, 1995; Wanner et al., 2000).



MRNASs dendriticos

Se ha identificado una gran variedad de mRNAs localizados en dendritas
(Tabla 1) y se ha demostrado que algunos, como GIluR2, pueden ser traducidos
en estas estructuras (Kacharmina et al., 2000). Los métodos usados para
identificar estos mMRNAs son la hibridacion in situ (Eberwine et al., 2002; Zhong
et al., 2006), la amplificacion de RNA (Eberwine et al., 2002; Eberwine et al.,
2001), los macro y microarreglos a partir de RNA extraido de dendritas aisladas
(Eberwine et al., 2002; Eberwine et al., 2001; Zhong et al., 2006), microscopia

confocal (Aakalu et al., 2001), entre otros. Con base en la evidencia disponible

mRNA Especie Region Referencia

Arc Rata Hipocampo Lyford et al., 1995

BDNF Rata Hipocampo Tongiorgi et al., 1997
Calmodulina Rata Hipocampo, cerebelo, corteza  Berry y Brown, 1996
CaMKilla Rata Hipocampo Burgin et al., 1990

CREB Rata Hipocampo Crino et al., 1998

ERK Rata Hipocampo Eberwine et al., 2001
FMRP Rata Hipocampo Miyashiro y Eberwine, ONP.
Map2 Rata Corteza, cerebelo, hipocampo Garner et al., 1988

NCAM Rata Hipocampo Miyashiro y Eberwine, ONP.
NMDAR1, R2a, R2b, R2c Rata Hipocampo Miyashiro et al., 1994

PKC Rata Hipocampo Miyashiro y Eberwine, ONP.
Canal de potasio Kv1l Rata Hipocampo Miyashiro y Eberwine, ONP.
Tau Humano Corteza, hipocampo Kosik et al., 1989

TGF-B RII Rata Hipocampo Miyashiro y Eberwine, ONP.
B-tubulina Rata Corteza, hipocampo Paradies y Steward, 1997

Tabla 1. Algunos ejemplos de mRNAs encontrados en dendritas neuronales, especie y region
cerebral en la que se encontré y referencia. ONP, observaciones no publicadas. Modificado de
Eberwine et al., 2002.



se ha estimado que cerca del 5% de los mMRNAs neuronales estan localizados
en dendritas (Eberwine et al., 2001). Tan sélo en el ratén se han identificado
cerca de 1, 900 mRNAs distintos, asociados a densidades post sinapticas
purificadas (Suzuki et al., 2007).

Entre los mRNAs dendriticos se encuentran algunos que codifican proteinas de
citoesqueleto, factores de traduccidn, receptores de neurotransmisores,
proteinas de sefalizacion, y de union a calcio, etcétera (Zhong et al., 2006)
(Tabla 1). Esta gran diversidad sugiere que en las sinapsis se requiere una
regulacion compleja de la sintesis de proteinas para orquestar la respuesta

neuronal.

NMDAR1

El mRNA que codifica a la subunidad R1 del receptor de glutamato tipo NMDA
(Grinl) esta localizado en dendritas (Eberwine et al., 2002; Miyashiro et al.,
1994, Pal et al., 2003).

Los receptores tipo NMDA son receptores de glutamato, cuyo agonista es el N-
metil-D-aspartato, y que tienen un papel importante en la regulacién de la
funcidn sinaptica en el sistema nervioso central.

Estos receptores requieren del co-agonista glicina, estan sujetos al bloqueo
dependiente de voltaje por concentraciones fisioldgicas de Mg®*, son altamente
permeables a Ca**, y actllan como detectores de coincidencia permitiendo el
flujo de iones sélo en presencia de Ca?* y condiciones de despolarizacion
(Mayer et al., 1984; MacDermott et al., 1986).

El flujo de calcio mediado por la activacion de estos receptores activa cascadas
de transduccion de sefiales que regulan diversos fenédmenos como la
formacion, modificacion y eliminacion de sinapsis (Constantine-Paton, 1990).
Fisiologicamente, los receptores NMDA tienen un papel neurotréfico importante
en el sistema nervioso central, como la sobrevivencia neuronal durante el
desarrollo, la plasticidad sinaptica y la potenciacion a largo plazo. Sin embargo
la sobre activacion de este receptor puede resultar en excitotoxicidad neuronal
y muerte debido a la acumulacion intracelular de calcio (Banko et al., 2004;
Choi et al., 1988). Asimismo, se ha asociado a este receptor con fenémenos de
adicciones a la cocaina y al etanol (Anji y Kumari, 2006).



Los receptores tipo NMDA son proteinas tetraméricas formadas por tres tipos
de subunidades: NR1, NR2 y NR3. Existen 8 subunidades R1 generadas por
splicing alternativo a partir de un solo gen (Grinl), cuatro diferentes
subunidades NR2 (A, B, C y D) y dos subunidades NR3 (A y B). Los receptores
NMDA funcionales estan formados por al menos una subunidad R1 y una o
mas subunidades R2 (Ishii et al., 1993). Se ha demostrado que la subunidad
R1 tiene un papel fundamental durante el desarrollo del cerebro en ratones (Li
et al., 1994).

La combinacion de las diferentes isoformas de NR1 y de las subunidades NR2
confiere diferentes propiedades biofisicas y bioquimicas al receptor NMDA,
como cambios en la sensibilidad a Zn?*, H" y poliaminas, en la probabilidad de
apertura, en el tiempo de desactivacion, en la conductancia, y en la interaccién
con moléculas intracelulares de sefializacion (Cull-Candy y Leszkiewicz, 2004;
Dingledine et al., 1999; Sheng y Kim, 2002). Las subunidades que componen al
receptor de NMDA varian dependiendo de la region y tipo neuronal en el
sistema nervioso central.

Los receptores NMDA estan localizados en las densidades post sinapticas
como parte de un gran complejo de sefalizacion que contiene proteinas de
andamiaje y proteinas adaptadoras, las cuales unen a los receptores al
citoesqueleto celular (Scannevin y Huganir, 2000). Se ha demostrado que los
receptores NMDA no se encuentran encerrados en estos complejos, sino que
sufren cambios rapidos de expresion en la sinapsis, lo cual propone un
mecanismo dinamico para la regulacion de la funcion sinaptica.

Por otro lado, se ha observado que la activacion de los receptores NMDA
aumenta la sintesis local de proteinas especificas en sinapsis, como CaMKI|
(Scheetz et al., 2000) que es una cinasa involucrada en la activacion de
cascadas de sefalizacion dependientes del aumento de calcio local.

La linea celular de feocromocitoma de rata, PC12, se ha usado como modelo
para estudiar la diferenciacion neuronal, ya que en presencia de NGF estas
células presentan un fenotipo neuronal (Twiss y Shooter, 1995). Después de
una semana de tratamiento con NGF (50 ng/ml), las células PC12 dejan de
dividirse y comiezan a extender procesos similares a los que producen las
neuronas simpaticas en cultivo primario (Schimmelpfeng et al., 2004). Después

de varias semanas de tratamiento con NGF, los procesos de las células PC12



alcanzan 500-1000 micras de largo. 24 horas después de quitar el NGF del
medio, se comienzan a degenerar los procesos formados y después de 72
horas las células comienzan a dividirse de nuevo. Las células PC12 tratadas
con NGF sintetizan y almacenan dopamina y norepinefrina (Greene y Tischler,
1976).

Se ha reportado una discrepancia entre la expresion del mMRNA y de la proteina
de Grinl en varios estados fisiol6gicos y patologicos del cerebro (Que el al.,
1999). Pero aun no se conoce la regulacion de este fenomeno.

Las células PC12 se han usado como modelo de estudio de la regulacion de
esta discrepancia ya que en ellas se ha observado la expresion de algunas
isofomas de Grinl generadas por splicing alternativo (NMDAR1-4a
principalmente, R1-1a, R1-2a y R1-3a, Leclerc et al., 1995), pero su proteina no
se expresa en cantidades detectables (Sucher et al., 1993).

Al transfectar en las células PC12 un vector que contiene al cDNA de Grinl sin
regiones UTR (regiones no traducidas) 3’ y 5’, se observd traduccion de la
proteina. Esto sugiere que la regulacion de la expresién de este gen se da a
nivel post transcripcional y que en esta regulacion estan involucradas las
secuencias UTR 3’y 5’ (Sucher et al., 1993). Awobuluyi y colaboradores (2003)
propusieron que la regulacion post transcripcional de Grinl esta mediada por la
estructura secundaria de un fragmento de 420 pb en su UTR 3’ altamente

conservado en rata, raton y humano.

Transporte de mRNAs a dendritas

Tanto la localizacion como la traduccion de los mRNAs dendriticos son
procesos muy bien regulados.

Los mRNAs dendriticos son transportados selectivamente desde el soma hacia
las dendritas, especialmente a las estructuras post sinapticas conocidas como
espinas dendriticas, como parte de complejos ribonucleoproteinicos (RNPS)
llamados granulos neuronales (Kiebler et al., 1999). Estos granulos son
transportados via microtubulos y proteinas de la familia de las cinecinas.

El transporte de mRNAs dendriticos involucra la unién de distintos tipos de
ribonucleoproteinas a elementos en cis en el MRNA transportado (Mori et al.,
2000). Se estima que hay alrededor de 500 proteinas de union a RNA



codificadas en el genoma celular, y que estdn muy conservadas
evolutivamente.

Los elementos en cis estdn formados tanto por la secuencia del RNA, como por
su estructura secundaria. Muchos de estos motivos de union a proteinas de
transporte se han encontrado en los extremos no traducidos (UTR) de los
MRNASs.

Un ejemplo de esto es el mMRNA de Grinl, que contiene una secuencia de 24 nt
en su UTR 3' (5-GCCCAGCATCGGGACCAGTCGCGC-3) que funciona como
elemento en cis para ser reconocido por proteinas de transporte de mRNAs a
dendritas (Pal et al., 2003).

Entre las proteinas encontradas en los granulos neuronales esta la proteina del
sindrome de retraso mental asociado al cromosoma X fragil o FMRP. El
sindrome del X fragil es causado principalmente por el silenciamiento
transcripcional del gen fmrl inducido por la metilacion excesiva de su promotor,
gue resulta en una baja sintesis de ésta proteina.

Los datos de un estudio donde se analiz6 el cerebro de pacientes con
sindrome X Fragil (Hinton et al., 1991) sugieren que la pérdida de la proteina
FMRP1 en los compartimentos post sinapticos causa deformaciones
dendriticas, lo cual deriva en retraso mental. En ratones knockout para fmrl se
observo la misma morfologia sinaptica inmadura (Comery et al., 1997).

Estos datos, junto con la prediccion de dominios de union a RNA de FMRP,
sugieren que esta proteina esta involucrada en el transporte y en la regulacion
de la traduccién en las sinapsis de un grupo de mRNAs que participan en el
mantenimiento de la morfologia de las espinas dendriticas (Brown et al., 2001).
FMRP regula negativamente a su propio mRNA en los granulos mediante el
reconocimiento de un motivo tridimensional en su mMRNA, conocido como
cuarteto de Gs, que también ha sido descrito para otros mMRNAs dendriticos
(Ramos et al., 2003).

El transporte de granulos que contienen FMRP y mRNAs asociados se ha
observado en dendritas y se han encontrado decenas de proteinas, entre ellas
a la cinesina V (De Diego Otero et al. 2002, Ohashi et al., 2002).



Induccién de la traduccién en espinas dendriticas

Los mecanismos de regulacidon de la traduccion en dendritas son poco
conocidos aun.

Existen varios ejemplos de aumento de traduccion local en dendritas después
de estimulacion sinaptica. Uno de ellos es el del mRNA de FMRP, que se
asocia rapidamente con polirribosomas sinapticos después de la activacion
sinptica, y como consecuencia, aumenta la expresion local de su proteina
poco tiempo después (Antar et al., 2004; Weiler y Greenough, 1993).

Schratt y colaboradores (2004), observaron que la activacion sinaptica por
BDNF induce la asociacion a polirribosomas del mMRNA de Grinl. Se sabe que
el factor BDNF participa en la regulacion de la traduccién dendritica de otros
MRNAs, como Homer2, y dado que Grinl es un mRNA dendritico, se propone
que la via de sefalizacion de este factor neurotrofico podria estar participando
en la regulacion de la sintesis de Grinl.

Se han estudiado varios mecanismos que regulan la traduccion de proteinas en
neuronas. Un ejemplo es el de CPEB (cytoplasmic polyadenylation element—
binding protein), que es una enzima que regula el tamafo de la cola de poli(A)
de los transcritos. Wu y colaboradores (1998) encontraron a CPEB en dendritas
de neuronas de hipocampo, localizada en sinapsis y en la densidad
postsinaptica. Ademas, encontraron que CPEB unida a dos elementos de
poliadenilacién (CPEs) presentes en el UTR 3' del mMRNA de CaMKIla. aumento
el tamafio de su cola de poli(A) asi como su traduccién cuando fue inyectado
en ovocitos de Xenopus.

Ademas del control traduccional por una gran variedad de proteinas de unién a
RNA, se ha propuesto que los RNAs no codificantes tienen un papel en el
control de la expresion genética en diferentes niveles.

BC1 es un RNA no codificante de aproximadamente 200 nt de longitud, que se
expresa selectivamente en células nerviosas y esta localizado en dendritas
(Chicurel et al., 1993; Muslimov et al., 1997). Se ha propuesto que BC1 regula
la sintesis de proteinas de dos formas: ya sea directamente, interactuando con
la maquinaria de inicio de la traduccion (Wang et al., 2002), o indirectamente,
interactuando con FMRP (Zalfa et al., 2005; Zalfa et al., 2003).

BC1 es capaz de reconocer una secuencia en el mMRNA de CaMKlla. Se ha

propuesto que a través de esta interaccion se recluta a FMRP, inhibiéndose la



traduccion del mensajero. Sin embargo, este es el Unico ejemplo de regulacion
por este mecanismo.

Una de las formas de regulacion fina de la sintesis de proteinas que se ha
propuesto recientemente es la via de los microRNAs.

microRNAs

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs enddgenos no codificantes de ~21
nucleétidos de longitud que participan negativamente en la regulacién post
transcripcional de mRNAs parcialmente complementarios. Por la naturaleza de
la interaccidn con los mMRNAs blanco, se ha estimado que los miRNAs podrian
regular la expresion de hasta un tercio del genoma en células de humano. En
animales los miRNAs estan involucrados en procesos como el mantenimiento
del estado pluripotencial de las células madre (Houbaviy et al., 2003), la
regulacion del desarrollo, la apoptosis (Brennecke et al., 2003), el metabolismo
de lipidos (Xu et al., 2003), la diferenciacion celular durante la hematopoyesis
(Chen et al., 2004), la diferenciacién de neuronas (Conaco et al., 2006), entre
muchas otras.

Los genes que codifican los miRNAs se agrupan en diferentes clases
dependiendo de su localizacion en el genoma. Muchos genes de miRNAs se
encuentran en los intrones de transcritos codificantes y no codificantes. A pesar
de las diferencias en su procedencia, las diferentes clases de mMiRNAs
comparten pasos comunes en su biogénesis (Figura 2).

Los miRNAs son generado a partir de precursores primarios (pri-miRNAs) de >
120 nt de longitud, que son sintetizados por la RNA polimerasa Il (Lee et al.,
2004). Los pri-miRNAs son cortados en el nacleo de la célula por un complejo
microprocesador que consiste en una RNAsa tipo Il llamada Drosha y su co-
factor DGCR8 (Han et al., 2004; Lee et al., 2003). Las estructuras de tallo y asa
(hairpin) de ~70 nucleétidos asi generados (pre-miRNAsS) son exportados al
citoplasma por la maquinaria de la exportina 5 (Lund et al., 2004; Yi et al.,
2003). Una vez en el citoplasma los pre miRNAs sirven de sustrato a Dicer
(Hutvagner et al., 2001), una endonucleasa de la familia de Drosha, que libera
un fragmento de doble hebra de ~21 nucleétidos con dos nucleétidos
sobresalientes en el extremo 3’ de cada una. La doble hebra resultante es

cargada en un complejo de ribonucleoproteinas llamado RISC (RNA



Interference Silencing Complex), en donde sélo una de las hebras — el miRNA
maduro- se aparea con una secuencia complementaria al mRNA blanco,

(MREs, microRNA recognition elements) en el extremo UTR 3’ de éste.

Transcripcion, splicing, Transcripcién, splicing,
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Figura 2. Esquema de la via de los miRNAs en mamiferos.



Dependiendo del grado de complementaridad de este apareamiento, los
mMiRNAs pueden inducir la represién de la traduccién, o el corte del mRNA
blanco por la accién de Ago2, que es la proteina efectora de RISC (He y
Hannon, 2004; Murchison y Hannon, 2004; Valencia-Sanchez et al., 2006).

En mamiferos, la mayoria de los miRNAs no se aparean completamente con el
MRNA blanco en los nucleétidos 2-7. De esta forma, los miRNAs pueden
afectar tanto la traduccién y/o la estabilidad de sus blancos.

Entre las proteinas que conforman a RISC asociado con miRNAs (o miRISC),
se encuentran las proteinas MOV10, Gemin 3 y 4, y FMRP, entre otras. La
relacion entre FMRP vy la via de miRNAs ha despertado un interés en el estudio
de la participacion de estos RNAs no codificantes en la regulacion de la
traduccion de los MRNAs dendriticos durante su transporte a dendritas.

Los sitios de union a miRNA en las secuencias codificantes y en los UTR 5’
también son funcionales, aunque son menos frecuentes y menos eficientes
(Doench y Sharp, 2004; Grimson et al., 2007; Lewis et al., 2005; Lewis et al.,
2003). Se ha propuesto que la represion traduccional es mayor cuando los
MREs se localizan mas préximos al codén de paro o al sitio de poliadenilacion
en el extremo UTR 3’(Majoros y Ohler, 2007).

La poblacion de miRNAs expresados en una célula determina en gran parte el
fenotipo celular a través de la regulacion de grupos de proteinas especificas
(Hobert, 2004). Se ha predicho que cada miRNA puede interactuar con mas de
un tipo de mRNAs, y que algunos incluso podrian tener varios cientos de
blancos, afectando asi redes completas de expresion.

Una combinacién de aproximaciones computacionales y experimentales ha
permitido elucidar cobmo es que los mMRNAs blanco son reconocidos por los
mMiRNAs (Hendrickson et al., 2008). De todo este trabajo han surgido varios
parametros que algunos algoritmos toman en cuenta para hacer predicciones
(Hofacker, 2007).

1. La energia libre del apareamiento entre el miRNA y su sitio blanco.
2. La region “semilla”, una regién de entre 2 y 8 nucledtidos en el extremo
5 del miRNA, que es particularmente importante para su funciéon. En

algunas ocasiones esta regién es suficiente para el reconocimiento



MRNA-mIiRNA (Brennecke et al., 2005; Doench y Sharp, 2004; Lewis et
al., 2003).
3. La conservacion evolutiva de los MREs y las familias de miRNAs.

Asi, los programas computacionales han resultado ser una herramienta util que
complementa las aproximaciones experimentales de las relaciones mMRNA-
MIRNA. Algunos ejemplos de programas son TargetScan 4.2 (Lewis et al.,
2003), MiRanda (Enright et al., 2005), MiRBase (Griffiths-Jones et al., 2006) y
microRNA targets (John et al., 2004).

Modelos de regulacién de la traduccion por microRNAs en vertebrados

La traduccion de proteinas puede dividirse en tres etapas: iniciacion,
elongacion y terminacion. En cada etapa estan involucrados una gran cantidad
de factores.

La traduccion de la mayoria de los mRNAs requiere de un Cap m7G en el 5'.
La evidencia hasta ahora indica que los miRNAs pueden interferir con el inicio
de la traduccion, evitando la asociacion del factor elF4E al Cap e impidiendo
asi el reclutamiento del factor de inicio de la traduccién elF4G (Bhattacharyya
et al., 2006; Humphreys et al., 2005; Pillai et al., 2005b) o durante la
elongacién, promoviendo la terminacion prematura de la traduccién (Olsen y
Ambros, 1999; Petersen et al., 2006; Seggerson et al., 2002).

La cola de poli(A) en el 3' de un mRNA tiene un papel importante en su
estabilidad (Wilusz et al., 2001) asi como en el inicio de la traduccion (Gingras
et al., 1999). Pero el papel que tiene el poli(A) en la represion de la traduccién
mediada por miRNA no es claro (Humphreys et al., 2005; Pillai et al., 2005a),
aungue ésta aumenta cuando la cola es mayor a 200 nt.

Se ha reportado que algunas proteinas de la biogénesis de miRNAs, miRNAs y
MRNAS reprimidos por miRNAs son acumulados en cuerpos de procesamiento
(Liu et al., 2005). Los cuerpos de procesamiento (cuerpos P) se han definido
como sitios de represion traduccional y de degradacion de mRNA en el
citoplasma, debido a que contienen factores involucrados en estos procesos,
como las proteinas que escinden el Cap (Dcpl y Dcp2), exonucleasas 3'-
5(Xrnl), y deadenilasas (CCR4-Not) (Behm-Ansmant et al.,, 2006a). No



contienen ribosomas ni factores de inicio de la traduccion. (Parker y Song,
2004).

Los cuerpos P comparten componentes con otros granulos de RNA, pero sus
funciones son diferentes a la de los granulos neuronales (que transportan
MRNAs manteniéndolos inhibidos traduccionalmente) y de la de los granulos
de estrés (que contienen MRNAs que sufren represion traduccional inducida
por estrés).

Varios experimentos han relacionado a los cuerpos P con la represion de la
traduccion mediada por miRNAs, incluyendo la observacion de que estos
cuerpos contienen elementos de RISC, como Ago2 y miRNAs (Chu y Rana,
2006; Jakymiw et al., 2005; Liu et al., 2005).

Se ha observado una correlacion entre la represion traduccional inducida por
mMiRNAs y la acumulacién de mRNAs en cuerpos P (Bhattacharyya et al., 2006;
Liu et al., 2005; Sen y Blau, 2005), ademas de una relacién inversa entre la
localizacion de cuerpos P y la asociacion de polirribosomas a mRNAs.

La accion de los miRNAs se asocia frecuentemente con la degradacion del
MRNA blanco (Lim et al.,, 2005). Sin embargo, existen muchos ejemplos de
represion de la traduccion de mRNAs enddgenos o artificiales por miRNAs que
no afectan el nivel de mRNA (Bhattacharyya et al., 2006; Pillai et al., 2005).

El mecanismo para que el mMRNA blanco sea cortado por RISC (conocido como
RNAI) requiere complementaridad perfecta entre miRNA-mRNA (Haley y
Zamore, 2004). Los hibridos mIRNA-mRNA en animales tienen
desapareamientos en su region central, por lo que la degradacion del mRNA no
puede ocurrir mediante el mecanismo de RNAI. Los sitios de corte encontrados
en mRNAs que son degradados por la accion de miRNAs revelan que esta
degradacion no es resultado del corte mediado por Ago2, sino que es una
consecuencia de la localizacibn en cuerpos P del mRNA reprimido
traduccionalmente (Schmitter et al., 2006).

Algunos experimentos para estudiar la desestabilizacion del mRNA inducida
por miRNA demuestran que los mMRNAs que van a ser degradados son
deadenilados primero (Wu et al., 2006). Asi, se ha sugerido que el complejo
miRNA-MmRNA recluta a GW-182 (una proteina presente en los cuerpos P), que
a su vez recluta a una deadenilasa. La deadenilacion es seguida por la



eliminacion del Cap, lo cual lleva a la degradacion del mRNA por exonucleasas
(Behm-Ansmant et al., 2006a; Liu et al., 2005; Rehwinkel et al., 2005).
Considerando que el estado traduccional de un mMmRNA puede afectar
directamente su estabilidad, es posible que la degradacion del mRNA blanco
sea una consecuencia de la represion traduccional mas que un efecto directo
del miRNA (Behm-Ansmant et al., 2006b). En un modelo simple (Pillai, 2005a),
el miRNA induciria primero la represion de la traduccién, seguido por la
inclusién del complejo miIRNA-mRNA a cuerpos P. Esto podria explicar los
efectos de degradacion del miRNA ya que los cuerpos P son ricos en
componentes de la via de degradacion de mRNA.

El mecanismo exacto por el que los miRNAs afectan la traduccién queda sin
resolver, y tampoco se ha establecido si actian siempre de la misma forma

fisiolégicamente.

MiRNAS en neuronas

Entre el 30 al 40% de los miRNAs de mamifero se expresan en neuronas
(Babak et al., 2004; Kim et al., 2004; Lagos-Quintana et al., 2002; Nelson et al.,
2004; Rogelj y Giese, 2004), aungque aun se desconoce la funcidon de cada uno
en particular.

Algunos miRNAs se expresan especificamente en el sistema nervioso central.
(ej. miR-124) mientras que otros se expresan muy abundantemente en él (ej.
miR-9).

Varios miRNAs neuronales muestran un patrén de expresion diferencial en
distintas regiones del cerebro (Landgraf et al., 2007, Pichardo et al. en
preparacion), asi como en soma y dendritas (Kye et al., 2007; Lugli et al., 2008,
Pichardo et al., en preparacion) lo cual apoya la hipotesis de que los miRNAs
son una forma de regulacion local y especifica. Esto correlaciona con la
abundancia de algunos blancos predichos in silico. (Krichevsky et al., 2003).
miR-124 no so6lo es uno de los mMiIRNAs méas abundantes en el cerebro, sino
que el motivo de union de miR-124a es uno de los MREs mas comun en el
UTR 3’ de los transcritos en mamiferos (Xie et al., 2005). Se ha demostrado
que la expresion de miR-124 es necesaria para la diferenciacion neuronal in
vivo e in vitro (Conaco et al., 2006, Cao et al., 2007) y se ha visto que este

mMiRNA regula negativamente un gran numero de transcritos neuronales. Por



ello se le considera como un factor importante en el establecimiento de la
identidad neuronal (Lim et al., 2005).

Kim y colaboradores (2004) demostraron que muchos miRNAs especificos de
neuronas estan presentes en fracciones polirribosomales de tejidos neuronales,
y que su asociacion a polirribosomas no cambia, aun en condiciones
despolarizantes.

Varios miRNAs estan involucrados en la diferenciacion posicional y funcional
de las neuronas sensoriales en C. elegans (Chang et al., 2004), asi como en la
regulacion del desarrollo del cerebro en pez cebra (Giraldez et al., 2005).
Algunas de las proteinas involucradas en la funcién y maduracion de miRNAs,
como Dicer Ago2 y FMRP, localizadas en las dendritas de neuronas de la
corteza cerebral, hipocampo y cerebelo de ratén (Barbato et al., 2007; Lugli et
al., 2005; Lugli et al., 2008). La actividad catalitica de Dicer en sinapsis aisladas
aumenta cuando se activa una proteasa dependiente de calcio, cuya
concentracion intracelular aumenta durante la estimulacién sinaptica. Estos
cambios estan involucrados en maduracion local de algunos miRNAs (Lugli et
al., 2005; Lugli et al., 2008).

Mediante el estudio de un modelo de ratones knockout inducible de Dicer se ha
observado que la alteracion en la via de los miRNAs causa fenotipo atréfico
después del nacimiento, especialmente en regiones como la corteza y el
hipocampo (Davis et al., 2008). En el cerebelo, se muestra el mismo fenotipo
con pérdida de conexiones sinapticas y atrofia generalizada de las neuronas de
Purkinje, lo que provoca ataxia en estos animales.

Dadas las evidencias de transporte de ciertos mRNAs a las sinapsis y de la
identificacion de algunos miembros de la maquinaria de miRNAs en dendritas,
se ha propuesto un papel para los miRNAs como una forma de regulacion fina

durante la funcién sinéptica.

Transporte de miRNAs a dendritas

Fiore y Schratt (2007) proponen dos modelos para el transporte de miRNAs a
las sinapsis dendriticas, basados en los datos experimentales reportados:

En el primero, los miRNAs serian procesados en el somay se unirian al UTR 3’
del mRNA destinado a ser transportado a las dendritas. Al mismo tiempo, las



proteinas de transporte se unirian a las secuencias en cis de los mRNAs y
transportarian al miRNP a las dendritas.

En el segundo modelo, el pre- o pri- miRNA tendria su propia secuencia en cis
que seria reconocida por las proteinas de transporte. En este modelo se asume
que el procesamiento del precursor ocurre en el compartimento
sinaptodendritico, lo cual afiade otro nivel de regulacion a la funcion neuronal
de los miRNAs. Existen evidencias que muestran que este ultimo modelo es
posible (Lugli et al., 2008).

Ejemplos de regulacion de la traduccion por miRNA en dendritas

Aunque se sabe poco sobre la funcién especifica de cada miRNA en las
dendritas, estudios recientes proporcionan algunos ejemplos.

El primer miRNA cuya funcion dendritica se ha demostrado es miR-134, un
mMiRNA localizado en las dendritas que regula la expresion de la proteina
sinaptica Limk1 (Schratt et al., 2006). Esta proteina es una de las responsables
de la despolimerizacion de microtubulos en las espinas dendriticas, de tal
forma que si se inhibe su traduccion, cambia el tamafio y forma de las espinas
dendriticas. En ausencia de actividad sinaptica, miR-134 podria estar
reclutando un aparato de silenciamiento para mantener al mRNA de Limk1 en
un estado reprimido. Cuando se estimularon las neuronas con BDNF se
observé un aumento de la concentracion local de la proteina, por lo que se
propuso que el complejo de silenciamiento acoplado a miR-134 podria ser
regulado por un mecanismo aun no identificado dependiente de estimulacion
sinaptica. Schratt y colaboradores (2004) observaron que la activaciéon
sinptica inducida por BDNF aumenta la asociacion del mRNA de Grinl a
polirribosomas, lo cual sugiere que un mecanismo similar al propuesto para
Limk1 podria participar en regulacion de este mensajero.

Por su posible regulacién por miRNAs, muchos mRNAs dendriticos se han
analizado in silico en busca de MREs. Entre ellos, el mMRNA que codifica a la
subunidad R1 del receptor de glutamato tipo NMDA (Grinl).

Ya que la presencia de la subunidad R1 es esencial para el funcionamiento del
receptor NMDA, el estudio de la regulacion transcripcional y post
transcripcional de esta subunidad es crucial para entender el papel que

desempenia este receptor en el sistema nervioso. En este trabajo evaluamos la



participacion de la via de los miRNAs en la regulacién post transcripcional del
MRNA dendritico Grinl.



HIPOTESIS

La traduccion del mRNA que codifica para la subunidad R1 del receptor de
NMDA de rata esta regulada por un fragmento de ~287 nucleotidos en su
extremo 3’ no traducible, que contiene una gran cantidad de posibles sitios de

unién a microRNAs.



OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la participacion de los miRNAs en la regulacion post transcripcional del

MRNA de la subunidad | del receptor de glutamato tipo NMDA (Grinl).

Objetivos especificos

1. Identificar mediante métodos in silico los sitios posibles de union a
microRNAs (MRES) en la secuencia del UTR 3’ de Grinl de rata.

2. Clonar el UTR 3’ completo de Grinl de rata para fusionarlo al gen reportero

de luciferasa en el vector pGL3 promoter.

3. Observar si la expresion de luciferasa disminuye en presencia del UTR 3’ de

Grinl cuando se sobre expresa en células neuronales y no neuronales.

4. Determinar la participacion del fragmento altamente conservado (266-552)
del UTR 3’ de Grinl en la regulaciéon de la expresion de luciferasa mediante la
clonacion de la variante Grinl 3’'UTRA266-552.

5. Inhibir la expresién de las proteinas Ago2 y Dicer para probar si la via de los
mMiRNAs estd involucrada en los cambios de expresion de luciferasa en un

contexto neuronal y no neuronal.






METODOLOGIA

Andlisis in silico del UTR 3’ de Grinl
La secuencia del UTR 3 de Grinl de rata (1, 131 pb) se tomdé de

www.ensembl.org, y se analizd con 4 programas disefiados para identificar los

posibles MREs (microRNA recognition elements) en su secuencia: TargetScan

4.2 (http://www.targetscan.org/), MiRanda
(http://www.microrna.org/microrna/home.do), MiRBase
(http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/) y microRNA targets

(http://cbio.mskcc.org/mirnaviewer/).

Perfil de expresion de miRNAs

Los perfles de expresion de miRNAs se  obtuvieron de
http://www.microrna.org/microrna/getExprForm.do (datos del laboratorio del Dr.
Thomas Tuschl, Landgraf et al., 2007,

http://www.mirz.unibas.ch/smiRNAdb/cgi/smiRNAdb?page=home).

Clonacién del UTR 3’ de Grinl de rata y construccién de los vectores
pGL3:Grinl3UTR y pGL3:Grin13UTRAApal

El UTR 3'de NMDARL1 (Grinla, 1, 131 pb) se cloné a partir de RNA de cerebro
completo de rata macho adulta (Wistar, ~250g) extraido mediante el método de
Trizol (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para hacer el
cDNA se utilizé 1 pg de RNA total, oligo d(T)*® y el kit Superscript Ill (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para amplificar el extremo UTR 3’ de Grinl por PCR, se usaron los oligos
NMDAR13UTRRev(tttttctagactgacattcctttaggcatcaccactgaataccgggattaggggtgg
ctgtgcgegee), y NMDAR13UTRFwd (aaaatctagagacgccccgcccgcecctectct) que
incluyen un sitio Xbal para flanquear el fragmento de interés y el producto de 1,
151 pb fue amplificado con la DNA polimerasa de alta procesividad Pfx
(Invitrogen).

Se le afiadié una adenina en cada extremo 3’ del producto de PCR mediante la
actividad de terminal transferasa de la Taq polimerasa, para posteriormente

clonarlo en el vector pGEM-T Easy (Promega). Después de transformar el



vector resultante en E. coli DH5a, las colonias transformantes fueron
seleccionadas por su resistencia a ampicilina (200 ug/mL) y por su actividad de
B-galactosidasa en medio LB-agar con X-gal (0.1 mM) e IPTG (20 mg/ml). Al
finalizar se analizaron por PCR y ensayo de restriccion las colonias blancas
donde el marco de lectura de la B-galactosidasa se interrumpio con el inserto
clonado.

Las clonas pGEM:Grinl13UTR fueron digeridas con Xbal, para escindir el
fragmento correspondiente al UTR 3’ y posteriormente subclonarlo en el sitio
Xbal entre el codon de término del gen de luciferasa (Pluc) y la sefal de
poliadenilacion de SV40 del vector pGL3-promoter (Promega).

La construccion resultante de 6, 147 pb (pGL3::Grinl 3'UTR) fue analizada por
PCR y ensayo de restriccion para definir la orientacion correcta y, finalmente,
secuenciada por el método de Sanger en capilar, sin encontrar mutaciones no
deseadas.

Para eliminar un fragmento de 287 nt entre dos sitios Apal, el vector resultante
se digirié con esta enzima de restriccidn para escindir los nucleé6tidos 266-552.
El vector digerido (5, 860 pb), fue purificado (Qiagen), religado, transformado y
analizado como se refirid6 anteriormente. El vector resultante se nombré
pGL3::Grinl13UTRAApal.

Cultivo celular y transfeccion

Las células HEK293-FT y HelLa se mantuvieron en medio D-MEM (Gibco)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco), 2 mM de glutamina, 1
mM de piruvato de sodio, y 100 pg/mL de antibiético/antimicético (Gibco). Las
células PC12 (donacion del Dr. Angel Zarain, Facultad de Medicina, UNAM) se
mantuvieron en medio D-MEM suplementado con 10% de suero de caballo
(Gibco), 5% de suero fetal bovino, y 10 pg/mL antibiético/antimicético. Todas
las lineas celulares fueron incubadas a 37 °C y 5% CO..

Para diferenciar a las células PC12 hacia un fenotipo neuronal, se utiliz6 medio
D-MEM suplementado con 2% de suero de caballo y 50 ng/ml de factor de
crecimiento neuronal (MNGF, Alomone) durante 6 dias.

24 horas antes de la transfeccion, las células HEK293-FT y PC12 no

diferenciadas fueron sembradas al 60% de confluencia. Las células PC12 en



proceso de diferenciacion se sembraron al 10% de confluencia 4 dias antes de
la transfeccion en cajas de 24 pozos.

Cada transfeccion se realizo por triplicado utilizando 400 ng de DNA plasmidico
(320 ng de pGL3 6 pGL3::Grin13UTR 6 pGL3::Grinl3UTRAApal, més 80 ng de
pRL-SV40), y cada experimento se repitiéo al menos 3 veces.

Las células HEK293-FT, se transfectaron con Lipofectamina+PLUS en medio
OPTIMEM sin suero (Invitrogen).

Las células PC12 diferenciadas y no diferenciadas se transfectaron usando
Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y Advanced-DMEM (Gibco) sin suero.
Aproximadamente 5 horas después de la transfeccion, el medio se cambid por

medio con suero.

Ensayo de actividad de luciferasa

48 horas después de la transfeccion, las células fueron lavadas con soluciéon
fisiologica de fosfatos (PBS), lisadas con 100 pl de Solucion de Lisis Pasiva 1X
(Promega) e incubadas en agitacion durante 15 minutos a temperatura
ambiente.

La actividad de luciferasa se midié en paralelo con un luminémetro (Turner
BioSystems) tanto para las enzimas de la luciferasa de Photinus pyralis (Pluc);
como para la luciferasa de Renilla reniformis (Rluc). Para ello, se mezclaron 10
ul de lisado celular con 50 pl del reactivo que contiene el sustrato enzimatico
apropiado para cada enzima (Promega), y se registré la luminiscencia de las
reacciones de forma independiente.

La actividad de luciferasa se normalizo al dividir la actividad de Pluc entre la
actividad de Rluc (Pluc/Rluc) de todos los lisados. Para calcular las diferencias
entre cada condicion experimental se tomé como 100% la actividad de
luciferasa normalizada de la condicién control (pGL3 promoter). La actividad de
luciferasa de los otros grupos experimentales se calculé como el porcentaje de

actividad en relaciéon a la condicién control.

siRNAs y lentivirus
La secuencia para sintetizar los siRNAs especificos para Dicer de humano
(transcritos 1 y 2) se tomo de Hutvagner et al., 2001. Se sintetizaron oligos de

DNA con las secuencias sentido y antisentido del siRNA que incluyen en su



extremo 3’ la secuencia del promotor de T7, mas 2 citocinas que favorecen la
transcripcion de la enzima T7 (Donzé y Picard, 2002). Las secuencias de los
oligos utilizados son: oligo t7, 5’ taatacgactcactatag 3’, oligo sentido siDicer,
5’ aaaggtctcgacgaagttcgtccctatagtgagtcgtatta 3, y oligo antisentido siDicer, 5
aaacgaacttcgtcgagacctccctatagtgagtcgtatta3’.

Después de hibridar por separado los oligos sentido y antisentido con el oligo
T7, la doble hebra incompleta se rellendé usando la enzima Klenow (New
England Biolabs) para generar fragmentos de doble cadena de 41 pb. Estos
fragmentos se usaron como sustrato para la enzima T7 RNA polimerasa (New
England Biolabs) y las hebras de RNA sentido y antisentido asi generadas se
hibridaron para generar RNA de doble cadena de 24 pb. Estos RNAs se
digirieron con DNAsa | (Roche) y RNAsa Ti (Roche) para eliminar las guaninas
no apareadas en los extremos 5. El siRNA generado (21 pb) se purificé con
columnas G25 (Amersham Biosciences). Los siRNAs se transfectaron en
células HEK293-FT y HeLa en una concentracion 100 nM, usando
lipofectamina2000 y siIMPORTER (Upstate). Como control negativo se usé un
siRNA disefiado para inhibir la expresién de tirosinasa.

Los lentivirus que contienen un hairpin especifico para Ago2 (dos de ellos para
Ago2 de rata y ratén y uno para Ago2 de ratén y humano) bajo el promotor de
U6 (MISSION® Lentiviral Transduction Particles, no. de catalogo
TRCNO0000009630, TRCNO000009632 y TRCNO0000009633, Sigma) y el
lentivirus control (MISSION® Non-Target shRNA Control Transduction
Particles, no. de catdlogo SHC002V, Sigma) se usaron para transducir células
PC12. Estos vectores lentivirales contienen un gen de resistencia a puromicina.
La transduccion se llevé a cabo en medio D-MEM sin suero y en presencia de
polibreno (6 pg/ml). Se usaron ~0.05 x 10" unidades lentivirales en cada
transduccion.

Las células PC12 transducidas se mantuvieron durante 10 dias en D-MEM con

puromicina (0.75 mg/ml).

PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR)
48 horas después de transfectar las células con los siRNAs, con los vectores
derivados de pGL3, o de ser transducidas con los lentivirus, se extrajo RNA de

las células mediante el método de Trizol (Invitrogen) de acuerdo con las



instrucciones del fabricante. Se sintetizé cDNA a partir de 1ug de RNA total con
oligos hexédmeros y con la enzima Superscript Il (Invitrogen). ElI mismo
protocolo se siguio después de 10 dias de haber mantenido a las células PC12
en medio de seleccion.

Para cada reaccion de PCR cuantitativo en tiempo real se usaron 3ul de oligos
(0.5 uM) especificos para Dicer, Ago2, GAPDH, Pluc o Rluc, ademéas de 2ul de
cDNA (dilucion 1:10) y 5ul de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Cada reaccion se hizo por triplicado, en un termociclador ABI
Prism 7000 (Applied Biosystems).

El andlisis de los valores de Ct se hizo por el método de cuantificacién relativa.



RESULTADOS

Prediccion de MREs en la secuencia del UTR 3’ de Grinl de rata

Para identificar posibles miRNAs involucrados en la regulacion post
transcripcional del mRNA de Grinl de rata, se analizé su UTR 3’ con cuatro
programas computacionales diferentes. Los programas usados estan
disefiados para predecir posibles MREs de miRNAs de rata y han sido
utilizados frecuentemente en la literatura. Estos son: miRBase, MiRanda,

TargetScan 4.2 y microRNA Targets (Figura 3).
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Figura 3. MREs predichos en el UTR 3'de Grinl de rata. Los numeros representan los
miRNAs. Los MREs predichos Unicamente por TargetScan 4.0 se muestran en verde, por
microRNA Targets en naranja, por MiRanda en rosa, y por miRbase en amarillo. Los MREs
predichos por mas de un programa estdn marcados en azul. Arriba se muestra el fragmento
266-552 flanqueado por los sitios de restriccibn de Apal que se escindi6 en el vector
pGL3:Grin13UTRAApal.

En total se predijeron 66 sitios posibles de unién a miRNAs (MRES) en este
UTR 3'. De ellos, 18 MREs fueron predichos por mas de un programa (en azul),
2 s6lo por miRBase (en amarillo), 15 sdélo por TargetScan (en verde), 14 solo

por microRNA targets (en naranja), y 17 sélo por MIRanda (en rosa).



Aproximadamente la mitad de los MREs predichos se localizan entre dos sitios
de restriccion de la enzima Apal del UTR 3’ de rata, tal y como se muestra en la
Figura 3. Esta region, que comprende los nucleétidos 266-552, esta altamente
conservada entre especies (Figura 4).
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Figura 4. Alineamiento de la secuencia del UTR 3’ de Grinl de rata con el de otras especies.
En rojo se muestran dos isoformas de Grinl de rata. La region comprendida entre los sitios de
restriccion Apal (flechas) esta altamente conservada en diferentes especies. UCSC Genome
Browser.

Clonacion y transfeccion del UTR 3’ de Grinl de rata y del UTR 3’ de
Grin1A266-552

Para evaluar funcionalmente el papel del UTR 3’ de Grinl en la regulacion post
transcripcional de su mensajero, el UTR 3’ completo de 1, 131 pb se cloné en
el sitio Xbal después del codon de término del gen de luciferasa del vector
pGL3 promoter, como se muestra en la figura 5A.

La regidbn comprendida entre los dos sitios Apal de este UTR 3’ resulta
interesante para estudiar la regulacion del mensajero de Grinl, tanto por su alto
contenido en MREs predichos como por su conservacion entre especies. Por
ello, decidimos escindir esta region del UTR 3’ de Grinl y clonar el UTR 3’ sin
ese fragmento en el vector pGL3 promoter (Figura 5A).

El vector pGL3 promoter contiene la secuencia de la luciferasa de Photinus
pyralis (Pluc) bajo la regulacion del promotor SV40. El plasmido pRL-SV40, que
contiene la secuencia de la luciferasa de Renilla reniformis (Rluc) bajo la
regulacion del mismo promotor que pGL3 promoter, se us6 como control de

transfeccion para normalizar la expresion de Pluc (Apéndice 1).



En la figura 5B se muestra el patron de restriccion de la mezcla de vectores
usados para transfectar distintas lineas celulares. En cada caso, se digirieron
400 ng de DNA: 320 ng de vector derivado de pGL3 (pGL3 promoter,
pGL3:Grin13'UTR 6 pGL3:Grin13'UTRAApal) més 80 ng de pRL-SV40.
Después de la digestion con Hindlll, todos los vectores se linearizaron: pGL3
promoter, 5010 pb; pRL-SV40, 3705 pb; pGL3:Grinl3'UTR, 6147; vy
pGL3:Grin13'UTRAApal, 5860 pb.

pGL3 promoter y pRL-SV40 no tienen sitios de restriccion Apal. Al digerir
pGL3:Grin13'UTR con Apal se libera un fragmento de 278 pb, mientras que
pGL3:Grinl3'UTRAApal se lineariza al ser digerido con esta enzima. La
digestion y eliminacion del fragmento comprendido entre los sitios Apal se

realizé correctamente.

Efecto del UTR 3'de Grinly UTR 3'A266-552 en la traduccién de luciferasa
en diferentes fondos genéticos

Los vectores pGL3 promoter, pGL3:Grinl 3'UTR y pGL3:Grinl3'UTRAApal, se
transfectaron en dos lineas celulares: HEK293-FT, PC12 y PC12 diferenciadas

con NGF. Se eligieron estas células por los diferentes fondos genéticos que
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Figura 5. Vectores utilizados en este trabajo. A, construccién de los vectores pGL3:Grin13'UTR
y pGL3:Grin13UTRAApal. B, Patron de restriccion de la mezcla de vectores usados para
transfectar diferentes lineas celulares: 320 ng de los vectores pGL3 promoter,
pGL3:Grin13UTR 6 pGL3:Grin13UTRAApal, mas 80 ng del vector pRL-SV40.



poseen. HEK293-FT es una linea de rifidn de embrién humano, mientras que
PC12 es un feocromocitoma de glandula adrenal de rata que en presencia de
NGF presenta fenotipo neuronal (Greene y Tischler, 1976; Schimmelpfeng et
al., 2004). Esto nos permiti6 comparar la expresion de luciferasa con y sin el
UTR 3’ de Grinl en un fondo neuronal antes y después de su diferenciacion.

En la figura 6 se muestran las células PC12 no diferenciadas y diferenciadas.
Después de 6 dias de tratamiento con NGF (50 ng/ml), se observa la formacién

de neuritas en las células PC12.

Figura 6. A, células PC12 sin diferenciar. B, células PC12 después de 6 dias de diferenciacion

con NGF 50 ng/ml. Las barras blancas representan 50 pm.

En la figura 7 se muestra la actividad de luciferasa medida 48 horas después
de la transfeccion en las diferentes lineas celulares.

La actividad de Rluc del vector pRL-SV40 se us6 para normalizar la actividad
de luciferasa de Pluc de los vectores derivados de pGL3 promoter, y se grafico
la actividad como porcentaje, tomando como 100% la expresion de pGL3 sin la
region UTR 3’ (pGL3 promoter, barras negras).

Cuando se transfect6 el UTR 3’ de Grinl completo (barras punteadas, UTR 3’)
se observo disminucion de la actividad de luciferasa en un ~40 y ~50% en
HEK293-FT y PC12 (no diferenciadas y diferenciadas), respectivamente. No
hay diferencias en la actividad de luciferasa entre células PC12 diferenciadas y
sin diferenciar transfectadas con el UTR 3’ completo. Sin embargo, la actividad
de luciferasa en esta condicion es significativamente menor en PC12 que en
HEK293-FT (p<0.01).
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Figura 7. Porcentaje de actividad de luciferasa de Pluc y Rluc de los vectores pGL3 promoter
(sin UTR 3’), pGL3:Grinl3UTR (UTR 3) y pGL3:Grinl13UTRAApal (dApal) en las lineas
celulares HEK293-FT, PC12 y PC12 diferenciadas. En cada experimento se usé pRL-SV40 en
una relacion 1:5 para normalizar la transfeccién. Se tomé como 100% la actividad de pGL3
promoter. Se muestra la desviacion estandar. *** p<0.001 ANOVA de una via, prueba post hoc
deTukey.

Cuando se transfectd el vector pGL3:Grinl3UTRAApal (barras rayadas,

AApal), la actividad de luciferasa se recuperé parcialmente en todas las lineas

celulares con respecto a la condicion de UTR 3’ completo: ~10% en el caso de
HEK293-FT y ~20% en PC12 diferenciadas y no diferenciadas. Una vez mas,
no hay diferencia en la actividad de luciferasa en esta condicion entre células
PC12 no diferenciadas y diferenciadas.

Analisis del nivel de mRNA de luciferasa

Para saber si el efecto observado en la actividad de luciferasa de Pluc en
presencia del UTR 3’ se debe a cambios en la abundancia de su mRNA, se
midi6 la cantidad de éste por PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR).

En la figura 8 se muestra la cuantificacion relativa de los niveles de mRNA de
Pluc 48 horas después de transfectar pGL3 promoter, pGL3:Grinl3UTR vy
pGL3:Grin13UTRAApal en células PC12 no diferenciadas.

No hay diferencias en la abundancia del mRNA de luciferasa de Pluc al

transfectar el UTR 3’ completo o el UTRAApal, comparados con la abundancia

del mMRNA de luciferasa de Pluc sin UTR 3.
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Figura 8. Cuantificacion relativa de la abundancia del mRNA de luciferasa Pluc medida por
gPCR, normalizado con la expresion de Rluc, 48 horas después de transfectar con pGL3
promoter (sin UTR 3’), pGL3:Grin13UTR (UTR 3') y pGL3:Grin13UTRAApal (dApal) en células
PC12 sin diferenciar. Las barras negras muestran la expresion del mRNA de Rluc, que se us6é
para normalizar la expresién de Pluc (barras grises). En todos los casos se muestra la
desviacion estandar.

Perfil de expresion de miRNAs con MREs predichos en el UTR 3’ de Grinl
en HEK293 y PC12

Para correlacionar la actividad de luciferasa observada con la accion de
mMiRNAs con MREs predichos en el UTR 3’ de Grinl, se obtuvieron los perfiles
de expresion de miRNAs de las lineas celulares HEK293, PC12 y PC12
diferenciadas Estos datos se obtuvieron en el laboratorio del Dr. Tuschl
(Landgraf et al., 2007) por clonacién de los miRNAs en las diferentes lineas
celulares.

En la figura 9, se compara la expresion de miRNAs con MREs predichos en el
UTR 3’ de Grinl en HEK293 y en PC12.

Dado que la actividad de luciferasa en todas las condiciones probadas (UTR 3’
y dApal) es muy similar en células PC12 diferenciadas y no diferenciadas, en
este estudio s6lo se tomaron en cuenta los miRNAs que se expresan en ambas
células. Los miRNAs que se expresan Unicamente en PC12 diferenciadas o en
PC12 no diferenciadas no se muestran en la figura.

Siete de los miRNAs con MREs predichos en este UTR 3" (miR-137, miR-322,
miR-503, miR-195, 760 5p, miR-22 y miR-210) se expresan solo en PC12. miR-
339 5p,



Expresion de miRNAs

miR-15b, miR-16, miR-324 3p, miR-196a y miR-196b se expresan solo en

HEK293. miR-24 y miR-185 se expresan en ambas lineas celulares.
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Figura 9. Perfil de expresion de miRNAs con MREs predichos en el UTR 3’ de Grinl de rata en
células HEK y PC12. En el eje x se muestran todos los MREs predichos (Figura 3) en este UTR
3’ ordenados conforme aparecen en la secuencia (5’-3"). Solo se muestran los nhombres de los
mMiRNAs expresados, representados arriba. Los miRNAs que no se expresan o que no fueron
detectados experimentalmente se representan abajo. En cuadrados negros se muestran los
miRNAs que se expresan Unicamente en PC12 (miRNAs comunes entre PC12 diferenciadas y
no diferenciadas), en rombos azules los que se expresan Unicamente en HEK293 y en rojo los
miRNAs expresados en ambas lineas celulares.

Inhibicién de la expresion de las proteinas Ago2 y Dicer

Para probar si la via de los microRNAs esté involucrada en los cambios de
expresion de luciferasa inducidos por el UTR 3’ de Grinl, se traté de inhibir la
expresion de dos proteinas de la via de los miRNAs, Ago2 y Dicer.

Para ello se usaron dos estrategias experimentales: por medio de siRNAs
especificos para Dicer de humano y por medio de lentivirus con hairpins
especificos para Ago2 de rata y raton.

Los siRNAs especificos para Dicer se transfectaron en las lineas celulares de
humano HEK293-FT y HelLa (cancer cervicouterino de humano), usando dos
tipos de lipidos (Lipofectamina 2000 y siIMPORTER). Con los lentivirus se
transdujeron células PC12.

48 horas después de la transfeccion con siRNAs o de la transduccién con
lentivirus se extrajo el RNA de las células para analizar la expresion de Ago2 y

Dicer por PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR).



Diez dias después de la transduccion con lentivirus de células PC12 no
diferenciadas seleccionadas con puromicina se analizé la expresion de Ago2
por gPCR (Figura 10).

El lentivirus control esta disefiado para no inhibir la expresion de alguna
proteina celular. Los lentivirus 32 y 33 contienen hairpins con secuencias para
inhibir la traduccion de Ago2 de rata especificamente. El hairpin del lentivirus
34 esta disefiado para inhibir la expresion de Ago2 de ratén, pero no de rata.

El andlisis de los valores de Ct de estos experimentos se realiz6 mediante el
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Figura 10. Expresion de Ago2 en células PC12 transducidas con lentivirus control, y con 3
lentivirus que contienen hairpins diseflados para inhibir la expresion de Ago2: 32 (rata), 33
(rata), y 34 (raton). Las barras negras muestran la expresién del mMRNA de GAPDH, que se us6
para normalizar la expresion de Ago2, barras rayadas. En todos los casos se muestra la
desviacion estandar.

método de cuantificacion relativa usando la expresion de GAPDH como
condicion de normalizacion.
Después del analisis no se encontré una reduccion significativa en la expresion

de Dicer ni de Ago2 en ninguna condicion.






DISCUSION Y PERSPECTIVAS

Como se ha propuesto anteriormente (Awobuluyi et al., 2003), es posible que la
disminucioén en la actividad de luciferasa en presencia de la region conservada
del UTR 3 de Grinl se deba a su estructura secundaria. Si esta explicacion

fuera suficiente, se esperaria que la diferencia en la actividad de luciferasa

observada en presencia del UTRAApal, comparada con la del UTR completo,

fuera similar en los dos contextos celulares. Sin embargo nuestros resultados
muestran que el mecanismo es distinto en cada linea celular, lo cual concuerda
con la observacion de que el patréon de expresion de miRNAs en células HEK y
PC12 es diferente (excepto miR-24 y miR-185, que se expresan en ambas
lineas celulares).

miR-24 tiene 3 MREs predichos en el UTR 3 de Grinl, dos de ellos en la region
de 287 nt altamente conservada entre especies. La disminucion en la actividad
de luciferasa en presencia del UTR 3' completo puede deberse a la represion
mediada por miR-24 en ambas lineas celulares. Sin embargo, esta disminucion
es menor en células HEK que en PC12, lo cual puede atribuirse a la accion de
un miRNA presente exclusivamente en células PC12, B}smés de miR-24 (miR-
137, miR-322, miR-503, miR-195, 760 5p, miR-22, miR-210).

Al comparar la actividad de luciferasa en presencia del UTRAApal con la

actividad en presencia del UTR 3' completo, observamos que la actividad se
recupera parcialmente en ambas lineas celulares. Sin embargo la recuperacion
es mayor en células PC12. Esto puede deberse a que los miRNAs que actlian
en células PC12 tienen MREs en el sitio Apal-Apal (miR-15, miR-16, miR-324
3p), Yy a que en células HEK los miRNAs que podrian estar actuando tienen
MREs predichos fuera de esta regién (miR-339 5p, miR-324 3p, miR-196a,
miR-196b).

miR-339 5p, MiR-137, miR-15b, miR-16m miR-22, miR-324 3p, miR-24 y miR-
185 se han encontrado en neuronas, ya sea por clonacion o por Northern Blot
(Miska et al., 2004, Kim et al., 2004, He et al., 2007, Sempere et al., 2004), lo
que sugiere que estos miRNAs podrian coexistir con el mMRNA de Grinl en el

cerebro.
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Por otra parte, la accion de los miRNAs se asocia frecuentemente con la
degradacion del mRNA blanco. Sin embargo, existen muchos ejemplos de
represion de la traduccion de mRNAs enddgenos o artificiales por miRNAs que
no afectan el nivel de mRNA. Este puede ser el caso del mensajero de
luciferasa fusionado al UTR 3’ de Grinl.

Finalmente, para poder concluir si los efectos observados en la actividad de
luciferasa en presencia del UTR 3’ son mediados por miRNAS, proponemos @
siguientes perspectivas de este trabajo:

e Interferir con la via de los miRNAs, usando el mecanismo de RNAI para
inhibir la expresién de Dicer y/o Ago2.

e Mutar los MREs presentes en el UTR 3' de Grinl.

e Usar oligonucleétidos de RNA modificados (LNAs) para inhibir
selectivamente la accion ciertos miRNAs (miR-24 y/o miR-185, por
ejemplo) y observar su participacion en la regulacién de la actividad de
luciferasa en presencia del UTR 3' de Grinl. Gracias a las
modificaciones en sus nucledtidos, estos oligos de RNA de cadena
sencilla inhiben la funcion del miRNA elegido. Este mecanismo es
especifico, ya que actian apareandose con la secuencia del miRNA
maduro y “bloquean” asi al complejo RISC que contiene al miRNA-oligo
modificado.

Para inhibir la expresion de Ago2 y Dicer usamos dos estrategias
experimentales: siRNAs especificos para Dicer de humano y lentivirus con
hairpins especificos para Ago2 de rata y raton.

La abundancia del mRNA de estas proteinas en diferentes condiciones
experimentales, medida por gPCR, no cambid significativamente con respecto
a la condicién control.

La secuencia usada en este trabajo para sintetizar el siRNA contra Dicer ha
sido usada en varios trabajos (Hutvagner et al., 2001, Lee et al., 2003, Lee et
al., 2006). La falta de inhibicion de la expresion de Dicer se debe
probablemente a fallas experimentales y sera necesario optimizar las
condiciones de sintesis y de transfeccion de estos S@AS.

Una de las posibles razones por las que no observamos cambios en la
abundancia del mMRNA de Ago2 en nuestras condiciones es que las secuencias

de los hairpins en los lentivirus usados no estan validadas @erimentalmente.
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CONCLUSIONES

La secuencia del UTR 3’ de la subunidad R1 del receptor de NMDA de rata
(Grinl) tiene varios sitios predichos de unién a microRNAs.

La traduccion del mRNA de Grinl esta regulada por su UTR 3’, en particular
por una region de ~287 nucledtidos, que contiene una gran cantidad de
posibles sitios de unién a microRNAs.

Esta regulacién depende del fondo genético celular, siendo mas fuerte en PC12
que en HEK293-FT.

Los efectos observados en la actividad de luciferasa no se relacionan con la

degradacion del mMRNA de este gen.



APENDICE 1

Sistema de doble luciferasa

El sistema de doble luciferasa se ha usado para estudiar la expresion genetica
en células eucariontes. Este método consiste en en la expresion y medicion
simultdnea de dos enzimas reporteras individuales (las luciferasas obtenidas de
Photinus pirallis y de Renilla reniformes), que tienen estructuras y sustratos
diferentes, lo que permite discriminar su actividad.

El reportero experimental (en esta caso el vector pGL3 promoter y derivados,
que contiene la secuencia de la luciferasa de Photinus pyrallis, Pluc) esta
relacionado con el efecto de condiciones experimentales especificas, mientras
que la actividad del reportero control co-transfectado (en este caso el vector
pRL-SV40, que contiene la secuencia de la luciferasa de Renilla reniformis,
Rluc) sirve un control interno. Al normalizar la actividad del reportero
experimental con respecto al control interno se minimiza la variabilidad
experimental causada por errores de pipeteo, diferencias en la viabilidad
celular, en la eficiencia de transfeccion, y en la eficiencia de lisis celular.

En la figura 11 se muestran las reacciones catalizadas por las luciferasas

usadas en este trabajo.
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Figura 11. Reacciones enziméticas catalizadas por Pluc y Rluc. Modificado de Promega.
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